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Un “gcn“ es una rcgién definida quc csui ubicada denim de un gene-ma y quc, adernér. de la sccucncra dc érido
nucleico codificanle mencionada antes, comprende olras secuenciaa de ficido nucleico, principalmente reguladoras,
resfxnnsahleti Llel azunlrnl de la exprersiérr, es decir la I.ran:s‘C1‘ipr.:i(:n y la 1.1‘aduccii':n. de la pt:-re1'('1I1 unclificanle. Ur: gen
también puede comprerrder otras secuencias 5‘ 5; 3‘ sin rraducir 3! secuerrcias de rerrninacién. (iltrns elernentos que

:: pueclen estar presemes son, pot ejernplo, I05. inrtrorres.

“Gen dc intel'é5" sc rcficre a cualquicr gen quc, cuandn cs l1'a.nsfcI'ido a una planla, le conficre a la plania una
ca1'acler:‘5t:'::a cleseacla coma resistencia a los antihidlicos. resisiencia a log virus. resistencia a 105 insect-us. l'eSiSl¢nCia

a la enfetrnedad 0 resis1.e11cia a uuas plagas. lnlerancia a lrerhicidas, mayor valor nulricicrnal, mayor rendimiento en un
In proccso industrial 0 capacidad rcproducliva allcrada. E1 “gen dc intcrés“ puede Lambién ser un gen quc m u'an5fiera a

las plant-as para producir en la plantar cnzimas o metabolites cc-mcrcralrncntc valiosos.

Una secueneia 111: acislu nucleicn “ire1e1'ci-Inga" es una secuencia de acidu nucleicu que nu-estai naLura1rnenLe asnciada
a la célula huéspcd en la cual es introdueida, inclusive las multiples copies quc no son de c:-11'gcn na11u'aJ dc una

I5 secuencia de ficido nucleico que es de origen natural.

Una scclrcncia dc acido nuelcico “horn-'31crga” es una secuelreia dc acrdo nucleico asocrada naturalrnelrte a la célula
huésped en la usual :33 inlroducida.

2n "Reco1nbina-:iu:S11 11cn1nc’nloga“ es el i111e:'cam|::-ic: recfproco de fragrnentos de zicido nucleico enire me-léculas de écido
nucleico holnélogas.

“Tu-xina hibL'ida" comm 5e usa en esle doc urnento es una lclxina ilrseclicida elaburada per el hombre que curnprende
rcgiorlcs dc aminoricidos 0 fragment-:-5 dc una toxina unrclas con rcgiones dc arrunoaicidos 0 fragmeutos. dc otra toxina

25 diferenle. For ejenlplo, pero no exelusivamelrte. unir la regién C.-terminal de Vip3C. desde los amrnoacidos 661 a T88
dc SEC. ID. N": 2, con la regién N—le:'mina] de Vip3A, desde los aminnacidos 1 a 660 do SEC. 11). N": 5, crea una
toxina hfbrida con una secumrcia de arninoficidos que se expone en SFC. 11'). N“: I 1.

“Inseu:tiu:iI:la" se define DOI‘J1(l una actividad hiolégiea rdxica capaz cle L‘OIl|'.l'0lfl1' insectucns, pret'erenIen1ent-: nrai.=indo—3:) 103.

Una secuencia de auidn nuclelco es “is.nc0dil"rL‘anIe con" una secuencia de acids nucleicn de referencia cuandu la

sccucncia dc acids nucleico codifica un poiipéptido que Eicnc la mrsrna sccucncia dc amrnoricidos quc cl polipépudo
codjficado por la secuencia de acido nucleico de referencia.
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Una molécula dc aicido nuclcico “aislada“ 0 una protefna o toxjna aislada es una rnolécula dc acido nuclei-:0 0
pmleina 0 toxina quc, por la aceién dc] lmmbrc, -'.-xistc aparle dc su u.:utor11o natural y por lo tame no es u11 product-.1
de la naturaleza. Una molécula de ficido nucteico 0 prolefna 0 mxirra aislada puede existir en forrna punfieada 0 puede
exjslir en un enlurno no natural culno, p01‘ ejemplu, una célula huésped recnnrb-inanle 0 una planla uansgenica.40

Native: se refiere a un gen que eslzi presente en el genoma de una célula sin 11~a.nst'nrmaI.

Dc origeu natural: la cxprcsicilr "dc origcn natural" so 1135. para c1cs:c1'ibi.r un objcto quc so pucdc cncontrar en la
nalu1'alez.a en vez the set producido anificialrnerlle por el hombre. For ejenlplo. una protefna 0 sec uencia de nucleétidos

45 presenle en un organismo (inclusive un vim 5), que se puede aislar de una fueme de la naluraleza y que no ha sido
iIru:m.:iurraJtna.-nLa.: rnndifiuada per cl lrurnhru an e] labor‘-aLuriu-, as de m“lg::I‘1 natural.

Una "rrlolecula de aicido nucleicc-" 0 “5e::uencia de aicido nucleico" es un segmenlo lineal de ADN 0 ARN n1ono~
catenario 0 bicatenario que se puede aislar de cualquier fuenle. l'-Ln el er-ntexto the la present-I-3 ilwencién, la molécula

50 de écido nuc]e1'co es prefererrtemente un segment-:3 de ADN.

Una * planta“ es cualquier planta en cualquier etapa del desarrollo, particularmente una planta dc semilla.

Una “célula vegetal" es una unidad e5l:11etL1ra1 3' fisjnlégica de una plauta. que eomprencle uI1 protuplastn y una
55 pared celular. La celula vegelal puede eslar en lhflflfl de una unica celula aislada 0 de una célula <:u]li\'ada, 0 CUITIO

partc dc una unidad 0-rgarrizada mayor Como. pm‘ cjcrnplo. cl tejido dc una planta, cl drgalm dc una planta c- una planta
enlera.

“(Ttlltivo cclular vcgctal" sigrufica ctrllivor. dc uniciadcs vcgclalcs. por cjcmplo, protoplastos, céhllas dc cultivo cc-
6(: lular, células de tejidu-s de plantas, polen, tubes de polen. évulos, saws embrionarios, cigotos 3' embriones en diversas

elapas del clesarrnll-n.

“Mar-aria] vegetal" SE! refiere a hojas, Lallos, raises, fiorcs 0 parles dc flares. frulas, polen, eélulas huevo, cigotos,
semillas, gajos, cultivos celulares 0 tisulares, 0 cualquier otra parle 0 pmduclo de una planla.

Un “érgano de una planta" es una pane defiruda 3' visiblernente estructurada 3' diferenciada de una planta COITIO
una rail, un tallo, una hoja, un bolén de una flor 0 u11 embrién.
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“Tojide vcgctal” come so usa en cstc decurncnto significa uu grupe dc células vcgctalcs ergauizado on una uuidad
estructural y iuncional. Se incluye cualquier tejide vegetal en una planta e en cultive. l:;ste términe incluye, pere
no exclusivamente, l.'-1 planla enters. his (irgaues de la plarlla, las semillas de la plzinla. el cultive lisular y tedes Ins
grupes de células vege-tales ergauizadas en unidades estructurales 3-‘ funcionales. El use de este [ermine junte com,
o en ausencia de, cualquier tipe especifico de tejiclo vegetal come los inclicados antes o que de otra rnanera este
cernprendide per esta delinicien, no prelende ser exclusive dc rlinglin elre lipe de tejide vegelal.

Ln “promoter” es una secuencia ADN sin traducir secuencia arriba de la region codificante que corniene el sitie
de unien para la ARN pelimerasa ll }' qua: inicia la lmtiscripcien del ADN. La region del prerneter larnbién puede
iueluir elres elcmerttes quc actuan ceme reguladeres dc la expresién do les genes.

Lu “p1'ele-pla.sI.e” es Una célula vegelal aislada sin pared I.:elula.1'u so-le cell panes de la pared celular.

“lllcrncrttes rcgulaclercs" sc rcficrc a las sccu en ci as quc parlioipan cu cl ceutrel dc la cxptesien do una sccuoncia do
nucleotides. Les elementos reguladeres oemprenclen un promoter unide eperativamente a la secuencia the nucleotides
de in erés y a las sefiales tie lerirlinacifm. También cemprendert lip-ica merlle las secuencias requeridas para la [red uccien
adccllada dc la seouclioia dc rnlclcétides.

Sustancialmeiile idénlicasz la Fluse “suslulicialmenle idénliuas”, en el centexln (in: des secuencias de :1-side 11LIr.:Ieiee
e prete1'uas, se refiere a des e mas secuertcias e subsecueucias que tieneu :11 metres 60%, prefereittemeiite 80%, mas
prcfcrcntomentc 90%. a1.'u1 mas prcfcrcntcmcntc 95%, y muy prcfcrcmcrncttte al rncnes 9'9‘/o dc identiclacl en [es rc-
sidues tle nucleotides o arnilteacides. cuando se les compare 3* ahnea para mzixima eerrespentleneia, segtin se mide
usartde uno de lus algerilrnes de t:empa1'aci611 de secuertcias siguientes e rnevdianle inspec-Lien visual, Prel'e1'eulemerl—
to, la idcntidad sustanoial cxistc en una region do las secuoncias quc cs dc al recites aprexirriadamcnle 50 residues
dc lengitud, més preferentemente en una iegien de al menes aprexirnadarnente 100 residues, 3' muy preferentemente
las secuencias sou sustancialmente idénticas en al menes apreximadamente 150 residues. En una realizacien especial-
mente preferida, las secuencias son sustancialmente idénticas en teda la lengitud de las regienes codificantes. Ademfis,
1215 secuencias de zicicle nucleice e pretefuas sustancialmente iclénticas realizaut préctioamente la. misma. funci-en.

Para ls cemparacién dc secuciicias, habirualmcntc una socuoncla scttis come secucncia dc rcfcrcncia rcspocte
a la cual se cemparan las secuencias cle prueba. Cuando se usa un algeiitmo de cemparacien de secuencias, las
seeueneias de prueba 3; de referettcia se ingresan en uua eemputadera, se designan tseerdenatlas de subsecuencias
si cs no-zcsarie, 3: so dcsignen I-es parémctres dc] programs do algeritmo do sccuoncias. Dcspués cl algeritmo do
cemparacien de secuencias calcula el percentaje de identidad de las secuencias para las seouencias tie prueba eon
resp-ecle a la secuericia de referencia. basaindese en les panimelres designades del programs

El alineamiciite eptime dc las sccucncias para cemparacieii SC pucde rcalizar, per cjcinplo. mediamc cl algeriune
de hemelegfa local tle Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritme de alineamiente de
ht:-rrielegia tie Needlerrlan (E: Wutisch, J. Mel. Biol. 48: 443 (1970), rnediarlte la hflsqueda de similitud por el métede
dc Poarseti 3.: Lipman. Prec. Nat’l. Acad Sci. EE.UU 85: 2444 [1988]-. modiantc irnplcmcntaciencs cemputarizadas do
eses algeritmes (GAP. B]:LS'l‘l~‘l'l‘. FAS'l'A 3-‘ 'l‘FAS'l‘A en el paquete de pregramas inferméiticos the Wisconsin Genetics.
Genetics Cni11pI1Ie1'("1rnII]1, 575 Science T)r_, M:|(|isr1n,Wl),:i rnedianle inspecciciii visllsil (t:f'J]‘J.~11]llIi en general, Ausuhel
er! at. mzis adclatitc).

Un ejernple de un algeritme que es adecuade para determiuar el percentaje de idemidad de secuencia y sirni]i—
[Lid dc .‘~iI.:L2LIL;I'|Lti:1 cs cl algeritme BLAST, quc st: describe an Allschul 2: at, .T. Mel. Biol. 215: 403-410 (1990). E]
programa infermatice para realizar anélisis BLAST estzi dispenible para el ptiblice a través del National Center for
Biotechnology lnlermalien (hllp:2‘l'www.ncbi.nJm.11ih.gew'). Liste algerilrne implica plimere identilicar pares de se-
cuencias con puntajes altos [HSP, per sus siglas en inglés] rnediame la identificacien de palahras certas de lengitud W
en la secuencia de interregacic‘-n. con un puiitaje umbra] T de correspond-encia exacta o alge positive cuande se alinean
con una palabra de la lTll.Sl1'J.a lengitud de una seeuelicia de una base de dates. T es el puntaje umbral de las palabras
del vecindarie (Altschul at m'., 1990}. Estes secuencias similaies (hits) injciales del veciudarie acnian come semillas
para iniciar btisqucdas para cnoentrar pares -do scgrncntes dc alto puntajc {HEP} mas larges quc las centcngan. Las
secueueias similares (hits) de palabras se extienden después en ambas direecieues a. le large de eada secuencia Ian
lejes come se pueda ineremeiitar el punlaje de alineamienle acumulado. Les purltajes aculnulades se ealculan usarlde.
para las SCI21lC]1CiaS dc nucleotides, les paramctres M (pl.]l1La_]C dc rccempcnsa para un par do residues qut: so aparean;
siempre> O] y N (pulitaje de penalizacien para residues que no se aparean; siempre -c D). Para las secueneias de ami-
ueaicides se use um: matriz de punluscién para calcular el puntaje acumulade, La exlensié-u de les hits de palabms en
cada Izlirccoien SE‘. deticnc cuande cl ptmtaic dc alincacirin attumulade oat: fuera en la cantidad X dc su maxime valor
alcanzade, el puntaje acumulade tiende a were 0 per debaje debide a la acumulaeion de Luna 0 mas alineacienes de
residues con pultluucien negative, 0 cuande se alcanzu el extreme de ulguna de Ins secueucias. Les parsintelres W, T
3' X del algeritme BLAST determinan la sens-ibiliclacl 3' la velecidad de la alineacien. El pregrama BLASTN (para
secuenoias dc nucleetides) usa per defcote uua lertgltud dc palabra (W) do 1 l, una cxpeotativa (E) do 10, un oerte do
100, M = 5, N = -4 y una cempa1'a::ie11 de ambas hebras. Para la secuencia de amineaeides, el programs Bl_.AS'l'P
usa per clefecte una le-ngitud de palahra (W) de 3, mm expectativa (H) de I0 y la matrix the puntuacien HI ,0-SlJM6’3
(consulte Henikeff & Henikeff, Prec. Natl. Acad Sci. EE.UU. 89: 10915 (1939)).
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Adcrnzis dc calcular cl porccntajc dc idemidad dc sccucncia, cl algoritmo BLAST también rcaliza 1111 analisis
estadfsti-:0 de la similitud entre dos secue111:ias (ceneulte, por ej .._ Karlin 8: Altschu], Proc. Nat'l. Acad. Sci. l:'.l:l.U U. ‘)0:
5873-5787 (1993)). Una rnedida de la siinililud pmvisla p(1r el alg111'ilm(1 BLAST es la menm SU1'l'lii de ]'J]'()1‘.01':1lTl11lJi:ldB.‘i
(P(N)‘1, que proporciona una indieacien de la prehahilidad per la cual o1:u11'ir1‘a un aparearnienm entre dos secuencias
de nucleétidos 0 aminoacidos al azar. P01 ejernplo, una secuencia cle zicido 11uc]e1'co de prueba se considera similar a
una secuencia de releiencia si la menor 5u111a de pmbabilidades en una compa1'aci-511 de la secuencia 111: {wide rlucleico
dc prucba con la sccucncia dc acido nucleico dc rcfcrcncia cs melior dc apmximadamcnte 0.1, mas pinfcrcntcmclitc
menor de aproximadamente 0.01 5* muy prefe1‘enler11enIe r11e11or cle aproximaclamenle 0.001.

Otra indicacié-11 dc quc dos sccucncias dc acido nuclcico ac-n sustancialmcnlc idénticas cs quc las dos molecules so
hibridcn cntrc 3.1 cu coiidicioncs 1‘c5.Lrictivas. La frase “$1: hib1‘idacspccifica111cntc con“ 31': r1:f11:11c :1 la 1.1r1ic'1r1, duplieacién
£1 11it11'i-L1aci1311 de una Inulécula. 513111 con una. secueiluia. de liucleiilidos parliL‘ula.1: en L1Jl1L11C1lJlll:5 It3Sll'lCl1\«"c1.5. cuaiido
esa secuencia eslzi presenle en una mezcla cempleja (p. ej., celular 1111111) de ADN 1.1 ARN "Se u11e su5lancial111e11le"
se rcficrc a la hibridacién complcmcnlaria cntre un aciclo l'll1ClC1CO some 3' u11 aside nuclcico blanco 3' abarca los
apareamienl-05 err(>11e-as menores que se pueden acemodar reduciendo la restriccimi del media cle hibridaciéli para
lugrar la deleecién deseada de la seeueneia de aicide nucleicu bla11<:1.1.

Las “1.‘ondiciones cle hibridaeiéii 1'esLrirctiva5" 3' “condicioiies de lavado de hibridacién restrictivas" en el context-3
de 111:; expe1'ime11l:15 de l1ihrid111:i(’1n de eicidu 11ue1eic(1 cnrnn 1115 hib1'idaLci011e.~a Sc11Jl.l1err1 y Northern 5011 dependienlea
de la secuencia 3' son difenenles bait: paréiiietres ambiemales difereiiles. Las se-:ue11-zias rneis largas se hibridan espe-
cificamcnlc a mayorcs tcmpcraturas. Una gufa cxtcnsa para la h1'b1‘idaci6n dc acido nuclcice sc ciicucntra cu Tijsscn
([9931 Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Bi0legy—Hybr1dizati:1n with Nucleic Acid Probes parte
I, capilulo 2 “Overview of pri11:.'iple5 of l1}'b1idizalio11 and the strategy of nucleic acid pmbe aways” Elsevier, N ueva
Yc-rk. G-;:11cral11:1cntc. sc sclcccionan las condiciomrs dc h1'b1‘idaci6n 3* dc lavado muy rcslrictivas para quc scan apro-
ximadamelite 5°C per clcbajo del punlo de fusién lémiice (T...) para la secuencia especifica a u11a fuerza i1511i1:a 3' p11
delinides. 'l'1'picame11te, una soncla "en coiicliciolies rest1'iclivas" se hibridara con S1] subsecuencia b-lance. pero no canotrzu; secuencias.

La '1',“ es 1aIe111pe1'atura (e11 [115 co11c1ieie11e5 de tiierza ir'J11i1:a 5? pH defiiiidas) a la usual 50% de la s.e1:ue11cla blaiico se
hihrida con una sonda quc corrcspoiiclc pc1'fc1::‘1amc11lc. Las condicioncs muy l'CSI1"iCliVa5 so selcccionan para quc scan
igual a la 'l‘.., para una sonda e11 particular. U11 ejemplo de condicienes de hibridacién res trictivas para la hibrida.ci1:i11 en
un I'1lLr0 de iicidos nucleicos 1:0r11ple111e11la1i0s que lengan 11111:‘. de 100 residues colnplemenlaiies, e11 una l1'ansl'ere11cia
Soulhcrli 0 Ne1'thc1'11, cs. 50% do formainida con 1 mg dc hcparina a 42°C, dondc la hibridacicili ac Ilcva a cabo cluralilc
la noche. Un ejemplo de condicienes de lavado rnuy 1‘esLrictivas es NaC‘.l 0.15 M a 73°C durante aproxirnadamente
15 minutes. U11 ejemplo de c011dici1111es de lavadu resirictivas es u11 lavad-0 can 0.3 11 SSC a 65°C duranle l5 minul-Us
(consult-2, Sambrook, mas adclantc, pot una dcs«c1'ip1:ic'>11 dcl ‘1an1pc’1r1 SSC). A mcliudo, un lavado mu)! 1'cst1'icti\=o cs
prcccdido P01‘ un lavado dc baja 1'1.>st1'iccic'1n para cli1111'11a1' la scfial dc fcuido dc la sonda. U11 cj1:1'.r1plo dc lavado c011
restriccifin media para un duplex de. per ej.. mas de 100 nuclemidos, es 1 x SSC 21 45“C durante 15 mi11u11:1s. U11
ejemplo de lavado con baja resl1'11:cir.'111 para mi diiplex Lie, poi‘ e_i., mas de 100 iiucleélidos, es 4 a 6 x SSC‘. 11 40°C
durantc 15 minutes. Para sondas 1:o11a.s v[ p. cj, dc ap1‘eximada.111c11tc 10 a 50 nuclec’>lid-1:15], las condicioncs 1'csLri1::tiva3
implicali COllCeI1I1‘3.Ci0[1E5 de sal menores de aproximaclamenle 1.0 M de id-n Na.l1'picamente una concentraciéli entre
11p1'-m1in'1111l11rner1Ie 0.01 3.1 1.0 M de itin N11(I111Ir:15 .~1111e.~:] 11 pH enlre 7.0 3' 8.3, y la Iemperatilra es; Ifpieamenle :1l111enns1'.
aproximaclamcnlc 30°C. Tambiéii sc pucdcn lograr las conclicioiics rcstrictivas agrcgando agcntcs dcscstabilizantcs
cemo formamida. En genera]. una relacién sefial ruide de 2 x Q 1:: superior) a la observada para una sonda no relacionada
con el ensaye de hibridacién particular, indica deteccidri de una hibridaeién especflica. L103 acidos nucleicos que 110
111; hibridmi 131111: 111' 1:11 1:0n11i1.-ic1r11:>1 remiclivas 111111 111111 .~1u.~;la111:1'alrn1.-nle 1'1.11E11Lieus si 111:; pr«.1Lefr1-as quc 1:01.11‘ I11;-.111 111111
susta11c1'a1me11Ie idénticas. Esta 1:1cu11'e. por ej., cuando una 1:-apia de 1111 acid-11 nucleico se crea. usandn la 1113.1-Lima
degeneracién de codéli perrnilida por el cédigo genetics.

Lo-s siguientes s-011 ejemplos de co-11_iu11tos de condiciolies de hibiidaciénfllavado que se pueden usar para clonar
secuencias. de l1LlC1E:5llC1OS homélogas que son sustancialmeiite idénticas. a las secuencias cle nucleétidos cle referelicia
de la presente invencic'1n: una seucuencia de nucleé-tidos de 1'efe1'encia se hibrida preferentemente con la secuehcia de
nuclcétidos dc rcfcrcncia cn s-:1-lucien dc dodccilsulfato dc sodio (SDS) a1 '1"}’.r1, NaP-O4 0.5 M. EDTA 1 111M a 50°C con
lavado en 3 X SSC. SDS a1 0.1% a 50°C, 111215 deseablemelite en dodecilsulfato de sodio (SDS) al 7%, Na.PO.1 0,5 M,
l:lD'l‘A 1 mM :1 50“'C 1:011 lavado en l X SSC, SDS :11 0.1% a 50°C, min mas deseablemenle e11 dodecilsullalo de 501110
(51.15) a] 7%. NaP('J4 0.5 M. EDTA 1 111M a 50“C.' con lavado on 0.5 X SS-C, STJIS al 0.1% a 50°C, pi'cfc1'c11tcmcnlc 1:11
dodecilsulfato de sodio (SDS) a] 7%, NaPO.. 0.5 M. EDTA 1 111M a 50°C con lavado en Ill X SSC. SDS a1 0.1% a
50°C, mas preferenlemeiile en dodecilsulfato de sodie (SDS) al 7%. NaPO4 0.5 M, EDTA 1 mM a 50°C‘. con lavado en
0.1 X SSC, SDS a1 0.1% a 65°C..

Otru indicaci-1511 de que dos secuencias de zicido nuclei 1:0 0 pmteinas son 5usuu1ci11|rr1enI.e idélilieas es que la pru-1.ei1111
codificada por el piiiner acid-1:1 nucleico lenga reactividad iiimunolégica cmzada con, 1:1 5:: mm especificamente a, la
prolcfna codifi-Jada 1301‘ cl Segundo acids liucleicc-. For 10 tame. una proteina cs lipicamclilc sustancialmcnlc idéntica
a una seguncla pm‘1e1’11a, poi‘ ejernplo, cuando las dos preieinas difieren S-010 en suslituciones co11sen"alivas.

“Si11tética” se refiere a una secuencia de 11111:1e<SIid1:1s que comprende caracteres esmuctuiales que no estan presemes
e11 la 51ECUEl‘lC1a 11atu1‘a.1. Per ejemplo, una secuencia artificial que se asemeja lo mas posible al coiitenide de G+C y a
la distribucién normal de codones de 105 genes de dicotiledéneas yfo r111:1nocoti1edc'111eas se dice que es sintética.
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“Transforrnaci6n" -25 ml proccso para introducir écido nuclei-:0 hctcréologo en una célula 11 organismo huéspcd. En
particular, “transform:1cién" significa la i11tegraci6n estable de una molécula de ADN en el genoma de un organisInc-
dc inlerés.

"Tra.nsfonnaclofLransgéni¢o!recom|:ainante" se refiere a1 L:-rganismo huéspecl como una bacteria 0 una planta en la
cual 5:: ha inlroducido 1111:-:1 molécula dc aicido 11u:.']e1':.'0 helerélogo. La muléc ula dc ziuido nuclcico pu L-:11: eslarinlcgrada
cstablcmcntc (:11 Cl gcnoma do 1111 huéspcd 0 la molécula dc :icido uuclcico Iambién pucdc cstar prc5cI1tc como una
molécula extracromosomica. Dicha molécula extrawomosémica puede ser autorreplicativa, Se comprende que las
células. 105 Lejidos 0 las plaulas transfolmados abarcan no 5610 el producm final dc un prc:-ceso dc Lransfonnacid-n, sino
Iambién su progcnic t1'ausgé11ica. U11 huéspad “no transformadcf‘, “no l1'ar1sgc'nico“ 0 "110 rccombinanlc“ sc rcficrc a
un organisrno silvcstrc, p. cj., una bacteria 0 planta, quc no conticnc la molécula dc ficido nuclcico hctcrélogo.

La “class: dc pru1c1'11as Vip3" cumplende V‘ip3A{a), Vip3A(bJ-, Vip3A(c), V'ip3B, Vip3C(a), Vip3('.(b), V'ip3Z 3'
sus homdlogos. “llomdlogo” SC usa en todas partcs con cl significado dc quc la prolciua 0 polipépliclo iuclicaclc-
tiene una relacién definida con 0-tms miembros cle la clase de pro-teinas Vip3. Esta relacién definida incluye. pero-
110 exclusivamenlzt, 1) pruteinas que sun al menos 70%. mils prcferememenle al menos 80% y muy prel'e1'enle1m:nL&:
al mcnos 90% idénticas a nivcl dc la sccllcncia cc‘-11 otros illtcgrantcs dc la clasc dc prolcinas Vjp3 mantcnicudo
simulténeamente la actividad plaguicida, 2) protefnas que tienen reactividad cruzada con anticuerpos que reconocen
1n1nun(:|(')gicamen1e mm integmnle de la class the prulefnus; Vip3, 3) pI'()[Ei11iJ5 qua: lienen reuclividad urumda coll un
receptor para out: imegrante de la clasc dc prolcinas Vipfi }-' que retienen la capacidad para inducir la muarle celular
programada, y 4) protcfnas quc 5.011 a] mcnos ?0"?’u, mzis prcfcrcutcmcnlc al mcnos 80% )' muy prcfcrclllcmcntc 3.1
menus 90% idénlicas. :1 nivel de la secuellcia. con la regién central tfixica de otro integrante de la clase de pmteinas
Vip3 munlelficndu simulltincurnculc la a::l1'\=idud plaguicidu. Olros humé-lugus V1'p3 Si: divulgaron en WO 98518932,
WO 98133991, W0 98J00546 3' W0 9935’.-‘E83.

Les nucleétidos se indican pm" 3115 bases mediame las abrevialuras esIe'u1da1' siguientes: aclenina (A), citosina (C).
tirnina (T) 3' guanina (G). De igual manera 105 aminozicidos: se indican mediante las abreviaturas esuindar siguie1nes:
alaniua (Ala; A}. arginina. (Arg; R), a.spa1'ra.gina (Asn; N), zicido aspéxtico (Asp; D), cistefna (Cys; C), glutamina (G111;
Q), ticido g|ut':iJ11icc: ((3111; 1:1), glicina ((31);; G), llistidina (His; H), isoleuclua (116; 1), leucina (Lou; L), lisina (Lys;
K), mclionina (Met; M}, fcnilalanina (Phc; F), prolina (Pro; P], scriua (Sc:r', S), lrcouiua (Thr; T), Iriplofano (Trp; W),
tirosina ('15::-. Y) y -.ralina(\"a1: V).

Des-cripcién detallada de la invencidn

Esta invenci611 st: refiert: a secuencias Lle écid-0 nu::1eicu cuya cxpresidn produce nuevas loxinas. y a la prepa.raci(t+n
3' use dc las loxinas para contmlar plagas dc inscctos. L215 sccucncias dc aicido nuclcico dcrivan dcl Bac'éNus. un
1ni-::roo1'ga111smo gralnpositivo founador dc csporas. Eu particular. sc p1'opo1'ci-3113.11 uucvas protcmas V’1'p3, Ijtilcs CCI-I':1O
plaguicidas.

A 105 fincs dc la prcscntc i|1vc11cic’>n. Jas plagas dc iuscclos irlcluycn inscctos sclcccionaclos dc, per qicmplo. los
érdenes Coleoplera. Diptera. Hymenoptera. Lepidoptera. Mallophaga. 1-lomnptera. Hemiptera. (Jrthroptera. 'l‘hysa—
nnplem, Derrnaplcra, Isrnlmlem, A]'I()]'3]I1I'd, Siphnnaplers y Tri::l1n]1Ie1'sa, psarliclllarmenlt: '[.::p1'dc3pI-em.

L35 tablas L a T pro-porcionajl una lista de plagas asociadas con las planms de cultivo principales. Dichas plagas.
cstén incluidas en el campo dc acciéll de la invencién.

(Tabla pasa a pfigina siguieme)
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TABLAI

%Lepidoptera S

nubilalis,-Spodoptera exigua, gusanoi§Ostrinia' !

gbarrenador del maiz europeo isoldado de la remolacha

gagrotis gusano:PectinQphoraipsilon, gossypiella,§
icortador grasiento llagarta rosada

innotata,§

blanco deli

étallo del arroz

gflelicoverpa zea, gusanoiscirpophaga
ielotero ibarrenador

Efipodoptera frugiperda, gusan0:Cnaphalocrocis medinalis,§
Ecogollero zenrollador de las hojasg

fdel arroz

grandiosella,:Chilo plejadellus,§:Diatraea

del barrenador del tallo delaébarrenador del maiz

Esudoeste 'arroz

lignosellus,'Nymphula dapunctalis,§Elasmopalpus
taladrador menor del tallo de qusano envainado

maiz y arroz

;Diatraea saccharalis,:3podQptera litura, gusanoi

ibarrenador de la cafia de gris del tabaco

Eazficar

Efleliohtis Virescens, oruga de Spodqptera mauritia,§

Ela cépsula del algodén -gusano soldado del arroz

§5ci:pophaga incertuias,
ftaladrador del arroz amarillo'

§Chilo polychrysa, chilo

12
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§Lepidoptera

§Mythimna separate, cuncunilla Cochylis hospes, polillai
Ede las chacras

%Chilo partellus, barrenador Pseudaietia

gmanchado del tallo del sorgo 'gusano soldado

de bandas del girasol

unipunctata,%

}FEJtia subterranea, cortador'Agrotis orthogonia, gusanog

.0

§HCmeos0ma electellum, p0lilla§Pseudoplusia

Edel girasol
Anticarsia

orugd dzul del frijol

Plathypena

'verde del trébol 5

icortador del oeste f

incIudens,E

gusano de la soja

gemmatalis,;

scabra, gusanoi

TABLA2

écoleoptera

gfiiabrotica Virgifera, gusano Phyilophaga crinita, gusano

ioccidental de la raiz del blanco
imaiz '

ifliabrotica longicornis, Mélanotus! 39?-: Eleodes,

Egusano nortefio do la raiz Conoderus, y Aeolus 3pp.,

ifliabrotica undecimpunctata,§Ouelma

amaiz

Ecyciocephala borea1is,;Cnaetocnema

iescarabajo

Enortefio (white grub}

gcyclosephala borealis, Dulema
Eescarabajo

isurefio (white grub}

1'3
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gusanos de alambre

melanopus,

Egusano surefio de la raiz del escarabajo del cereal

pulicaria,

enmascaradojescarabajo negro del maiz

melanqpus,

enmascarado escarabajo del cereal
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Ecoleoptera

§Popillia
Eescarabajo japonés

Echaetocnema

Eescarabajo negro del maiz

Eaigodonero
Ede la

51a hoja del trébol

cépsula

japonica,§Hypera _punCtata, picudo deg

pulicaria,iAnthonomus grandis, grilloé

del;

Ssphenophorus maidis, gorgojo Colaspis brunnea, gusano de%
gdel maiz cuerno de la vid

Lissorhoptrus oryzophilus,§

gorgojo acuético del arroz 5

'Sitqphilus Uryzae, gorgojoé
del arroz

Epilachna variVestis,§

escarabajo mexicato deli
frijol =

TABLA3

§Homoptera

;Rhopa1osiphum maidis,

Epulqén del maiz

Eflnuraphis maidiradicis,

.P5eudat0mosCelis

ipulga saltona

*Trialeurodes

seriatus,?

abutilonea.

Epulgén radicular del maiz Emosca blanca bandeada

gsipha flava,

iamarillo de la cafia

pu1gén'Naphotettix nigrqpictua,

-saltador de hojas del arroz E

éschizaphis graminum, pulgén‘Myzus persicae, pulgén Verde?
Everde de los cereales

§Macrosiphum avenae, pulgon=Empoasca fabae, chicharrita
Ede la espiga

éflphfs gossypii, pulgén del

éalgodén

del melocotonero

14
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TABLA4

§Hemip:era

iBlissus leucqpterus Acrosternum hiiare, chinchei

éleucopterus, Chinche "Verde hedionda

§Lygus lineolaris, chinche'Euschistus servus, chincheé

Eligus deslustrada -parda hedionda i

TABLA5

Orthroptera

;MelanqpluS femurrubrum, saltamontes de patas rojas

§Mélanoplus sanguinipes, saltamontes migratoriu

§Mélanoplus differentialis, saltamontes diferencial

TfiBLA6

Diptera

_Hylemya platura, gusano§MEromyza americana, gusano del;

:de la semilla itallo del trigo

'Agromy2a parVicornis,§Hylemya coarctata, mosca del_

mjnador de hojas de maiz gbulbo del trigo

-Contarinia sorghicola,fNeolasioptera murtfeldtiana,

mosquita del sorgo Emosquito de la semilla del

ggirasol '

'MEyetiola destructor,E

;m0sca de Hess

Sitodiplosis mosellana,-

mosquito rojo del trigo

15
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TABLA T

_Thysanoptera

Anaphothrips obscurus, trips de la hierba

Frankliniella fusca, trips del tabaco

Thrips tabaci, trips de la Ce-bolla

Sericothrips variabiiis, trips de la soja

I.a e:¢p1'e5i(')n dc Ias secuenciab de zicidn nuc:Ir:ir.:u de la presenle ilwenulfm product: L0x1'11a.~‘.que st: pueden usar um1L1'a
iuscctos lcpidéptcros, pot cjcmplo, pcro no cxclusivamcmc contra (ltrrinia :mbEr'aIr's (burcnador dcl mafz curopoo),
Pfrue-Ha .:yJu:;!eJJu (palonlilla dorso dc CIIfi.lI].£i.l1lC), .S'p-odupxzemfrugipcerda (gusano cogollcro), Agrotfs ipsilurt (gusano
corlador grasienl-0), He'.Ii'r_wv¢'rpa gm (gusann elmern-3, H£.r'r'0rh1'.s' b'fr£'.s'r'en.\‘ (gusann cognllero del lahacn). S'pr)a'(Jp.reI'u
e.rr'giJa (gu5a11u- soldado de la rcmolucha), Pecrinophora gossjvpieffa [lagarla rusada}, Trichopfumz m' Lgusano falsu
mcdidor dc la col), Cochylfs hospes (polilla dc bandas dcl girasol} 3' Homeosoma e‘Ee‘r.'Ie‘Hum (pc-Iilla dcl girasolj.

I-in una realimcifm preferida, Ia invencirin abarca una molécula de zicido nucleicn aislada que comprende una
secuencia de nucleétido-9 que: [a] Iiene un cornplemento que se hibrida com 109. nucleétidos 1981-2367 de SEC. ID
N”: 1 en 7% dc dodecilsulifato dc 5-ndio (SDS). I\'a.PO-’-I 0.5 M, EDTA 1 mM at 50°C con lavaclo en 0.1 X SSC, SDS
a1 0.1% at 65"C', 0 (b) as isococlificame con la secuencia dc nucleélidos de (a); 0 (0) time al menos 95% de identidad
dc sccucncia con SEC. IT). N“: 1; 0 {(1) cmlifica un.-1 sccucllcia dc amilmaicidme quc Licuc -.11 menus 91% (It iu.Ic11Lidad
de secuencia con SEC. ID. N”: 2, clonde Ia expresién de Ia molécula de aicido nucleico aislada produce actividad de
::m1lr0I dc inseutos. Cuando Se c:cpIe5a en uu huésped helcrélugo, Ia 11'1c-Iécula dc :ici:l0 uucleico dc SEC. II). N”: 1,
SEC. ID. N”: 3, SEC. ID. N“: If) 3? SEC. ID. N“: 3] da lugar a 11113 actividad dc control dc inscctos cc-nI.ra flvrrfnfa
nubifalfs (barrenadrar del Inaiz eumpeo]. Plureua .0-Iosrelia (palomilla do-rso de diamante). Spodopiera frugiperda
(gusanu L‘uguIIero). Agroris !'p.';iF:Jr: tgusano ::ortar.I(.3I grasienlo), He°Hco1:t=rpa zea (gusanu &:I(JlBl'0). HeIi0rM.s 1:.I'resr:.:=n.s
(gusano cogollcro dcl tabaco}, Spc;-doprera exfgrra (gusano soldado dc la rcmolacha), Peciinophora gossyp.-‘efla (lagarta
rosada). Tridropiusia m" (gusano false mcdidor dc Ia col), Cochyfls hospes (polilla dc bandas dcl girasol) y Homeosoma
elecrelfmn flpolilla del girasol), lo que demueslra que la secuellcia dc nucletilidtas que se expomz an SEC. ID. N“: 1.
SEC. ID. N”: 3, SEC. ID. N“: 10 }' SEC. ID. N°: 31 as suficienle para dicha uclividad de control dc in5t:»c1-:55.

En una realizacifin, Ia invencién abarca una molécula de aicido nucleic-0 que cornprende Una secuencia de J1ucIeé—
lidus qut licnc al menos 75% de iden11'dad de Sl:I.'lli':l'lE.'Ii.l con los nucleéolldos 1981-23-67 (It: SEC. ID. N“: I. Preferen-
tcmmtc, la molécllla dc zirticlo nllclcico aislacla mmpmllclc una sccucncia dc nuclctfiticlos qua: licnc al mcnos 85% dc
idenlidad de ser.-uencia can log nucleélidos 1981-236? de SEC. IL). N“: I. M515 preferenternente, la mo-lécula de écido
nu(:Ieic() aislndu cumpreude una secueliciu de nucleélidm; que Liane LLI menus 95% de idenlidad de seuuencia cu-11 Ins
nuclcélidos 198] -2367 dc SEC. ID. N°: 1. min max prcfcrcmcmcntc, Ia molécula dc acido nuclcico aislada cornprcndc
una. secucncia dc nuclctfilidus que licnc al menus 99% de idclllidad dc sccucncia. can 105 nuclemidns 1981-2367 dc
SEC. ID. N“: I. Mu); pleferelllemente, Ia molécula dc aicido nucleico aislada (:01]‘l[J1'i:l"ld|: Ios nuclcétidos 1981-2367 (Ie
SEC. ID. N”: I 0 SEC. ID. N“: 3.

En 0Lra realizacién, Ia invenciéu abarca una molécula dc asicido nucleico que comprende una secuencia de nucle6li—
dos que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con SI:LC. ID. N": 1. M55 prefe1'e11temente, la Inc-lécula de écido
nucleico aislada cornprende una secuencia de nucleétidos que tiene a1 melms 99% de ide ntidad de secuelacia con SEC.
ID. N“: I. Muy prcfcncnlcmcntc, Ia malécula dc ficido nuclcico aislada comprcndc Ia sccucncia dc. nuclcétidos quc sc
cxpone en SE11. ID. N": 1, SEC. ID. N": 3, SEC. ID. N": 10., SEE. ID. N“: 3L 0 SEC. ID. N": 33.

min en otra realizacién, Ia invencién abarca una molécula de aiclclo nucleico comprendida en un alslado de Bacifms
rhuringiensis seleccimadu dcl grup-:5 que ::0ns.i5lI: en C1674, dcsignado COITIIIJ cl n:g,is11'u:J NRRL B—30556; 3' C536,
dcsiguado Como cl rcgi5.L1'0 NRRI. B3055’.-'. En una 1'ca.liz:1ci(Sn prcfctida, la invcncién aharca una molécula dc écido
nucleico comprendida en un clon de E. c-off seleccinnadn del grupo qua consiste en pNO‘-13910, designado como el
l't‘gI5ll'0 NRRL B30553; pNOV39I1, d6SIgl1&l(l0 ::on1o el regislro NRRL B30552; pNOV3§|0I[3, designado comm el
1'cgi5l.v0 NRRL B-30555; pNOV3905, clcsiglmdo Como cl rcgisiro NRRL B-30554; y pNOV39l2, dcsignado COIIIO cl
1wcgisl.uo NRRL B-30551. cuya cxprcsid-11 produce uua toxina insccticida.

La presente inveI1cirE-I1 [ambién abanza una molécula cle eicido nucleicn aislada que crudifica la secuencia cle ami-
noacidos que se expone en SEC. ID. N“: 2, SEC. ID: NO: 11 0 SEC. ID. N”: 32. Muy preferelllemente. Ia me-Iécula de
aicido nucleico aislada codifica una loxina que CDl1'Ipl‘t‘1‘JCIE I05 aminoécidos 66L-"88 de la secueucia dc aminoficidos
de SI-LC. II). N": 2.
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La prcscntc 1111-'c11cic’:11 también abarca vcctorcs rccornbinantcs quc co-mp1'c11c1c11 las sccucncias do écido nuclcico
de la invencion. 1:Ln dichos vectores, 1:-1.3 secuencias de ficido nuclei-:0 estzin preferenlemente comprendidels en casetes
1.11: e11pn:.~si1'111 que CD1'1T.It2l']t2l'] elemenlms reguI21do1'e21 para la '::xpr1:51'('1n do 1115 .~s1:cue11o1a.*a dc nucleélidcm en una oélula
huésped transgénica capaz de expresar dichas secuencias de nucleotidos. Dichos elememos regulador-es comprenden
generalmente sefiales promotoras y cleIen11ina::io11 )1 tan1|:-1611 comprenclen preferentemente elementos que permiten
una lrad111.'c11311 eflcaz do 1115 polipéplidoes codiflcados por 1:15 sc1.'ue111.'ias dc £11.‘ do nuclcico :11: 1a present: i11\«'e111.'i13r1. Los.
voctorcs quc comprcndon 1215 sccuonciav. do aicido nuclcico SOD gC]‘lCI'E.I1'T1C]1lC capaccs do rcplicarso on células huéspcd
partjculanes. preferentemente CC-[T10 moléculas extrauomosomicas. 3" se utilizan 1:-or azonsiguieme para ampliflcar [as
secuencias dc eicido :1u1:11:ico dc esla i1w1:111:id-11 en las células l1uésp1-.-—d. E11 1.11121. realizarsic’-n. las células huésped para
diohos voctorcs son mioroo1'ga11ismo5, Como bactorias, on particular E. c'c11'1'. 311 o11'a roalizacion, las células huospodcs
para dichos vcctorcs rccombinantcs son cndofitos o cpffitos. Una célula huéspcd prcfcrida para dichos vcctorcs es una
célula. eussariola. 1501111) una. 1:-élula dc lvcvadura, una 1515111111 vcgclal 11 um. célula 1.11: u11 i11:se1:1.11. Las células vegctales
corno 1:15 células (J1: 1111112 11 algodon son células huésped muy profcridas. E11 olra 1'ea1iza1.‘i1.'111 prcferida, dicl1os \1&:1:[o1'1:1'.
son 1:cc1o1'cs viralos 3' so usan para la 1'cp11cac:ié11 do 1215 scoucncias do nucleotides on células huéspcd partjcularos, por
ejemplo células de insectos 0 células vegetales. L115 vectores recombinantes también se usan para la transformacion
do 1115 so1:ue111:ias 111: nucleotides 111: 135111 'iI1\*1:11c11311 1:11 oélulas lluésped lransgéllicas, 1116111111111: 111 cual 111:1. so1.'ue111.'1'as do
11111:‘.lootidos so intcgran oslablcmonlc on cl ADN dc diohas células hlléspcd tra11sg:‘.r11-C35. E11 una roalizacion, diohas
células huésped tra11.sgén1'cas son células procariolas. En una realiza-ztion preferida, dichas células huésped transgénicas
sun célulus 1:ucm'i11la+1, cnmo célulus do Ievadum, células de 1'r1sec111:~a 11 uélula.-1 vogelnlea F111 una 1'eaLIizaL:i(i-11 muy
preferida, las células huésped transgénicas sou células vogetales, COITI-D células de maiz o do algodon.

AL111 en otro aspecto. la presente i11venr:idI1 proporci-o11a tox1'11as aisladas activas contra el bar1'e11ador del rnaiz
1:ur1.1peo prod ucidas [301 la cxpresién de las rr11.1lé1:ulas de ai1.'ido- nucltsico dc la presenle 1111-11:111:i1‘111.

I311 realizaciones prefcridas, 1515 101111135 11151:-sticidas de la invcncicin comprenden un p-olipéptido codificado por
una secue11cia de nucloélidos de la i11ve11cion. E11 otra realizacioll p1'e1'e1'ida, la toxina es producida por un aislado do
Ba-c:'1'lus :hnrz'r:g:'e:a.cis seleocionado del grupo que consists en C1674, designado como el regisuo NRRI. 13-30556; 3'
C536, designado como el Itgistm NRRL B30557.

E11 olra Italizacion, las toxinaq son producidas por u11 121011 do E. (-01.1 scloc-:1o11ado dc] gnnpo quc consislc on
pNOV39l0. designado como el registro NRRL 13-30553; pNOV391 1. clesignado como el registro NR1-{L B30553;
pNOV3906, dosignad-o como cl 1'1:_21'slro NRRL B—30555; pNOV3905, d&:sig11ado co111o 1:1 rogislro NRRL B30554; 3'
pNOV?-9 l 2, dosignado Como cl 1'cg1.=;u'o NRRI. B-30551. F.r1u11a 1'ca.li:«'.aci1‘.-11 p1'ct‘c1'ida, la toxina so produce modiamc la
expresilfin de la rnolécula de écido 1111c.1e1'oo que oomprende 105 nucleotidos 1-3367 de SEC. ID. N”: I 0 105 nucleotides
1-2367 do SEC. ID. N”: 3 11 log. nucledlidos 1-2367 do SEC. ID. N“: 10 o 1115 11ucloC‘»1.idos 1-2367 de SEC. 1D.N": 31.

E11 oua r1:a1iza;:i(3n prcfcrida, una toxina aislada do la p11:s1.:11tc invc11c;i1511 co1npr1:11dc uua sccucnczia do arni11o:i1:idos
que I1'e11e al menos 91% de identidad con la secuencia de alninoécidos que se expone en SEC. ID. N“: 2. Preferen-
lemenle, 1:1. lo-xina aislada comprende u11a secuencia :11: amilloritidos qut: 1i1:111: al menos 95% 111: idcnlidad con la
sccucncia do aminoaicidos quc so oxponc on SEC. ID. N°: 2. M53 p1'cfc1'c111cmc11tc. la loxiua aislada COl]]p]'CI1dC una
secuencia de aminozicidos con al menos 99% de 1de11tidad 1:011 la secuencia de. arn1'11oa'1cid-os que se expone en SEC.
1D_N°1 2. M11); pr1:|'1:re:11I1:11'11:11I1:,I11111xin:1 s11s11111111.'11mp1'1:11111:1:1 .1'.ecI1en1:1'H111: Hmi1111:i1:i1|:1s 11111: >11: 1:x]'1nn1: en EFF. TT).
N“: 2, SEC. ID. N“: 11 o SEC. ID. N”: 32.

Las loxinas do la p1'ese11te ir1ve11cio11 lio11o11 actividad do control do inseclos cuando se la.-3. prueba contra plagas do
1I1n1.:L'l1J-H 1.-11 hiocnxayo-.~1_ E11 11l1‘11 |1:a11'xao1o11 pm.-1'1.-rida, 11»; loxinas (I1: 1a 111v1:n1.-11’:-n 511-I1 activaa; a:onLr-.1 111.~11;cLu:1 l1;p1d«.3p-
teros. preferenternerne contra Osrrinia nubifaiis (ba11‘e11ador del mafz europeo). PI'11a‘eH.-.1 .1_1:Ia.sieHa ipalomilla dorsa-
L11: diar11a11le), Sp-odop:em_frugipe:1Ia (gusauo cogolleroj, Agroris ipséfon (gusa11o corlador grasienloj, Hcf.-'co1‘er'pa sea
1_'gusa.r1o elotero), He-fiorhis 111'1't'.sr_'en.s' (gusano cogollero del tabaco), Spr1dr;pIeru exigira (gusano soldado de la remo-
lacha). Peciirmphora g.11s.s'_1'_11Ee1.'1’.-.1 (lagarta rosada). Trichopliasia ni (gusano falso medidor de 121. 1:01). Cochylfs hospes
1jpoli1la do bandas del girasol) y Hommsoma efecieffrrm Ijpolilla del girasol). Las pvopiedades do control do insoctos
de las toxinas imecticidas de la ir1vencic'>11 se i1ust1'a11 en mayor prorundidad en los ejemplos 6, 8, 9 y 13.

La presenle i11ve11ci611 ta111bié11 abalta I;o1ci11as 111'hIic1as que son a-otivas contra insectos, do11-do c1icl1a.s toxinas 111-
bridas son codificadas pol‘ lnoléculas 111: 1561110 nucleico que 1:1:-mpIe11<1e11 una socuoucia do nucleolidos que: (:1) Liene
un complcmcnlo quc so hibrida con los nuclcotidos 1981-236? do SF.C.‘.. II). N“: 1 Cll dodccilsulfal-:1 do sodio [STJS}
al ?‘}E, NaPO4 0.5 M, EDTA 1 111M a 50°C con lavado an 0.1 X SSC, SDS :1] 0.1% a 65°C; 0 (1:1) es isococlificante
1:011 la s1:1:ue111:1a dc 11uc1eC1lido5 do (11); o l_'::)co1'11preI1d1: u11a portion :11: 11u1:lc13lido5 do 20 parts 111: bases conseculivas.
idéntica on scc:11cn-::ia a Una porci-zin dc 1111clcc'1liclo5 do 20 pares dc bases conscoutivas do 11:13 5cr:L1cI1cia dc n11o1c-c'1-
Iidos de (a) 0 (1:1). do-nde la expresion de la moléoula de écido nucleioo da lugar a actividad de control de ins-solos.
En Una 1'1:111i'.-:a11:1'€111 preferidu, 121 lox1'11u 1'11’b1'ideJ. es codificada por 1:1 1'ragrr11:r1lo do ADN do uproxima<.1un11:111.e 2.4 kb
comprcndido an pNO'\"391.2, dcpositado en la cepa dc E. cofl DH5-.1' dcsignada Como 1:1 rcgistro NRRL B-30551.
cnya cxptcsion produce una Loxina hfbrida insccticida. E11 (:51: documomo so cjcmplifica ospoofficaxnonto una toxina
llfbrida que es codificada por la secuencia do 11uc1ec'11.idos que 5: expone on SL1‘.-C. ID. N”: 10. Cuauclo so exprosa en
un huésped hetero-logo, la molécula do elcido nucleico de S1~;(I. II). N": 10 da lugar a aclividad do oollrrol de insectos
contra 0sm'm'a 111111111211: (bane-11ador del 111311’: europeo), 131111121111 Jqvfosrefla (palomilla dorso de d'1amanIe), Spoa’op—
rera frugiperda (gusano cogollevoj, Agmris ipsfion (gusano cortadol‘ grasienlo), Heficoverpa zeal (gusano elotero}.
Heliathnv 1—'.5r€_\‘r.'e'n3 (gusano cogollem del tabaco), .Spou'o-preru e_Tigi1a(guSan0 soldado de la 1'emI.'JlaL"ha),Pecrfrwphoru
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goswpfelfa (Iagarta rosacla), Triehopfusia .-ti (gusano falso rnedidor de la col), Cochylis hospes (polilla de bandas del
girasol) y Homea.s'0mu ¢+£'ec'teHttm (polilla del girasol). Las ptopiedades de control de inseetos de la toxina hfbrida de
la iiweneitin ejemplificada so ilustran en n1ayLn' profundidad en el ejemplo 9.

La presente invencion tambien at:-area toxin as hibriclas activas contra insectos que comprenden una region earl:-oxi-
lerminal de una loxina Vip3 unida en la tlireccion de amino a carboxi a una region arnino—1.errni11al de una loxina
Vipfi diferente, donde la region caIboxi—terminal eomprende los aminoiieidos 661-788 de la SECS. II). N“: 2; y donde
la region amino—terrninal tiene al menos 85% de identidad. mas preferentemente al menos 95% de identiclacl. rnuy
prefereritetnelile al menos 99% de identidad, con los arninozicidos 1-660 de SEC. ID. N°:7. En una 1'ealiaa.cion prefe-
rida, la region carboxi—terrnina1 cornprende los arniuoacidos 661-788 dc SEC. ID. N“: 2, 3.’ la region amino—tcrrninal
eomprendc los aminoacidos l-660 dc SEC. ID. N”: 65. En una ncalizacion mas prefcrida, la toxina hfbrida eomprende
los aminoaicidos 1-788 de SEC. ID. N“; l 1.

Erprrsidn dc Ens secuencias ate nircieétidos en hriéspedes m1'cmb1'am>s Iierercflogos

Como agentes biologicos para el control de inseclos. las toxinas inseclicidas 5e producen inedianle expresion de
las seeuencias dc nucleotides en eéllilas hiiesped hetcrélogas capaees dc expresar las secucncias tie nucleotides. En
una ptimera tealizacion, se ptepatan eélulas de 3. r!mrr'ngiem'Es que eornprenden modiiicaciones de una seeueneia
do iiucleélidos do estu invencitin. Dichas inodificuciones abarcun mutaciones o deleeiones do elemenlos reguladores
existentes, conduciendo asi a una expresion alterada de la seeueneia de nucleotides, o la inoorpoiaeion de nuevos
elementos regulaclorcs que controlan la cxpresidn dc la secuencia dc nucleotides. En otra realizacion. sc agregan
otras copies de una 0 mas de las secuencias de nucleotides 3 [as eelulas de Bucf.llu.'.: fhHr!iF1gf£H.$‘t'S mediante insercion
en el croniosoma o medianle introduccioli de rnoléculas que se replican exlracromosornicamenle que conlienen las
sccuencias de nucleotides.

En otra realizaeion, al menos una de las secueneias de nucleotides de la invencidn es insertada en un easete de
expresion adecuado, que cornprende un promoter}: sefiales de terrninaeién. La exp-resion de la secuencia do nucleotides
es constitutive. o utilize un protnotor inducible que Desponde a. divers-os tipos de estimulos para iniciar la transcripcion.
l:'.n una realizacion preferida, la célula en la eual se e)-zpresa la toxins es un 1nicroo1'ganisn1o, como un virus, una bacteria
o un hongo. En una realiracion preferida, un virus, como un bacule-virus, contiene una sccucncia dc nuclcotidos de la
inveneion en su genorna 3' expresa grancles cantidades de la toxina insecticide correspondiente luego de la infeccion
de células eucariolas apropiadas que son adeeuatlas para la replicacion del virus 3' la expresion de la secuencia the
nucleotides. La toxina insecticida produeida dc esa manera st: usa como un insecticide. Alternativamcnte, se usan
baenlovinls tnoclificados genétieamente para incluit la secuencia de nucleotides a fin de infeetar inseetos in vii-‘o y
niatarlos inediante exp-resion de la toxins inseclicida o medianle una colnbinacioii de infecciori viral y expresid-n de la
toxina insceticida.

Las células bacterianas también son huéspedes para la exptesion de las secuencias de nucleotides de la invencion.
En una realization preIe1'ida, se usan baclerias sinibioticas no pattigeiias, que son capaces de vivir y replicarse en le_1i—
dos vegetales, dcnorninadas endéfitos, o bactcrias simbioticas no patogcnas, que son capaces dc colonizar la filosfera
o la rizosfeta. clenominadas epifitos. Dichas bacterias incluyen baeterias de los génetos Agrvbur.-rerhim. Alt-ui:'genes.
Azo.cpr'rr'J'Iium. Aznrnhacmij Bnr'.iLl'u.'.', Clauibnrrmq Fnrpmlaarrerg Fntrinia, Fhzvnbarmrg Kleh.U'r°.IIr1, Pwmdnmnnm, Rhi-
zobium, Serrcma. Strepiomyces y Xamhomoms. Los hongos simbioticos come Trichoderma y Ghiocfadium también
son huéspedes posibles para la expresion de las secuencias de nucleotides de la inveneion :1 los mismos efectos.

Las lécnicas para csias manipulacioncs gcnélicas son espceificas dc los diiercntcs huespedes disponihles y son
conocidas en el area. For ejernplo, los vectores de expresion pKK223—3 3.! pKK223—2 se pueden usar para expresar
genes lleterfalogos en E. Cali. ya sea en una lusion transcripcional 0 de traduccion, detras clel promoter lac o lrc. Para
la eitpresion de los operones que eodirican muehos [)RJ-*‘, :31 procodirniento mas simple as ins-erta.r el operon en un
vector corno pKK223— 3 en una fusion transcripcional. perrnitiendo la utilizacion del sitio de union del ribosorna afin
de los genes heterologos. Las técnicas para la sobreexpresion en especies grarnpositivas corno Bac.-Tins también son
cc-nocidas en el area 3: se pueden usar en el eontexto de esta invencion (Qua): at am’. in: industrial Microorganisms:
Basic and Applied Molecular Genetics. Fds. Fl-altz er al.. American Society for Microbiology, Washington (1993)).
Sistelnas alternatives para la sobreexpresidn depeuclen por ejernplo, cle vectores cle levadura e incluyen el uso de
Pichia, Saecharoinyces y l&'lu}rveromyees (sreekrislina, ln: lnduslrial rnicroorganisnist basic and applied molecular
genetics, Baltz. Hegeman. and Skatrucl eds... American Society for Microbiology‘, Washington (1993); Dequin 8: Barre,
Biotechnology L'.3:1".-'3—lT.I' ([994): Van den Berg er at, Biotechnology 8: l35—l39 (1990)).

Transformrm-r:'cin rte pianists

En una. realizucion parliculiumeiile preferida, all menus unu de lus loxinas insecticides de la invention se expresu
en un organismo superior. poi" eiemplo una planta. En este case, 1515 plantas transgénicas que expresan cantidades
eficaees dc las toxinas se protegen a 51' mismas de las plagas dc inscctos. Cuando cl insecto eoinienza a alimenlarse
de dicha planta Lransgénica, tambien ingieue las toxinas expresadas. Por lo tanto esto impedirii que el insecto siga
morcliericlo el tejido vegetal o ineluso lo dafiara o rnatara. Una secuencia de Iiueleotidos de la preselite invencion
se inserts. en un casete de expresion, que luego es, preferenternente, integrado establernente en el genorna de dieha
planta. En otra uealizaeion preferida, la secuencia cle nucleotides se incluye en un virus no pattigeno autorreplicativo.
Las plantas transformadas cle eonforrnidad con la presents invencion pueden ser rnonoeotiledoneas o dieotiledoneas
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c incluycn, pero no cxclusivamcntc, maiz, trigo, ccbada, ccntcno, batata, frijol, guisanrc, achicoria, lcchuga, rcpollo,
coliflor, bré-::o]i, nabo, radicheta, espinaca, espairrago, cebolla, ajo, pimienta, apio. calabaz:-1, zapallc-, czliiarno, zucchini.
marlzana, pera. membrillu, meltin. eiruela, eereza. duramo, neelarina. alharienquve, Fresa, uva, frarnhuesa, lnnrd, ananai.
aguacate, papaya, mango, banana, soja, lomale, sorgo, cafia de azucar, remolacha azucarera, girasul, colza. clam de
olor, Iabauso. zanahorja, algod<$n,alfa1I‘a, arroz, patata, berenjena, pep1'n0.arabidopsis, y plantas lefiosas corno coniferas
y zirboles de h0_ja.5 caducas.

Una vez que una secuencia dc nucledtidos deseada ha sido Iran sformada en una especie particular (In: planta, se pu e-
de pmpagar en esa especie 0 se puede lrasladar a ntras variedades de la misma especie, parlicularmenle cnmprendidas
las variedadcs comcrcialcs, usand-0 técnicas dc propagacién convencionales.

Una secuemzia de Iluuletfitidus dc esla invenuif-n se expresa p1'efe1eI|I.en1e11te en planlas ll'i:1II5géIliC'cJ.5, Ci1|.1Si:l..[1LlU pm
In lanlo la biosfnlesis de la IOJLiIlt.l Cc-rre5pu11:J'1enle e11 laa plantas lransgénicas. De esla manera, se generan planlaa
L1'ansge'n'1cas con rnayor resislcncia a 105 inscctos. Para su cxprcsién cn plantas Lransgénicas, las sccucncias dc nu-
cleétidos cle la invencion pueden requerir moditicacién 3* optimizacién. Aunque en muchos cases se pueden expresar
en planlas, en altos 11ivele5, genes de urganisrnos micrubianus sin modificauitin. puede darse una baja expresitin en
plantas transgénicas dc sccucncias dc nuclcélidos microbianos quc lengan codoncs qua no son los prcfcridos dc las
plantas. Se sabe en el area que todos los organisrnos tienen preferencias especificas por el uso de codones. )1 los co-
dnnes de las secuenciars de nLIL:Ie(')11'd{)s de.~ae1'il0s en esta in-velicién se pueden carrlhiar para que eaten de aeuerdo con
las p1'efe1'encias de la planla, n1anteniendo simultzinearnente 105 aminoiicidos codificados p01’ ellos. Adernés, se logra
major una alta exprcsién en las plantas, a partir dc secucncias dc coclifieacidn que tengan al mcnos 35% do contcniclo
de GC, preferentemente mas de aproximadarnente 45%. mas preferenternente mas de aproximaclamente 50%, 31 rnuy
preferentemente mas de apruximadarnenle 60%. Las seeuencias de nucleélidos rnierobianas que tienen baju conlenido
dc GC 50 pucdcll exprcsar poco en plantas, dcbido a la czcistcncia dc motivos ATTTA quc muchos dcsestabilizan los
lnensajes, y motives AATAAA que pueden causar una poliadenilaci-:'Jn inadecnada. Aunque las secuencias preferidas
de genes se pueden expresar adecuadamente tanlo en especies de plantas moilocotiledéneas Como dicotiledéneas, [as
secuenciag se pueden modificar para que I-engan en cuenta las preferencias especificas de codones y las prefei-enciaa
cle cc-ntenido de CC de las lnollocotiledéneas 0 clicotiledfineas ya que se ha observado que estas preferen-cias difieren
(Murray H m’. Nucl. Acids Res. l?:4T"—4‘~)3 (1989)), Adenlas, las seszuencias de nuelefiticlos se analizan para deter-
minar la cxistcncia dc silins dc cmpalme ilcgftimos quc pucdan causar u11 cc-rtc dc] mcnsajc. Todos 105; cambios que
se requiera hacer dentro de las secuencias de nucleétidos corn-0 los -descritos antes, se hacen usando técnicas tnen
coliueidas de rnulagénesis dirigida aJ siliu, PCR 3/ :.‘0nslru::::i(3n de genes sinléticos usando Ins méludos Llesc1'ilu5 en
las soliciludcs dc patcmc pubiicadas EP 0 385 962 (para Monsarno), EP 0 359 472 (para Lubrizol, y W0 9307278
(para C‘.iba—Geigy).

En una rcalizacién dc la invcncié-n 103 genes sintc'ticos sc prcparan dc aeuerdo con cl procedimiento divnlgado en
la patcntc de 105 Estados Unidos 5,025,136, quc ac in-corpora en cstc docu1ncnto per n:fc.rcn-:ia. En cstc pu)L:cd1'1nicnto.
se usan los cc-dunes preferidos del maiz, es decir e] cc-dujn unico que cc-difica con mayor frecuencia ese anlinnacido
en el maiz. El eudrin prefemlo del rnaiz para un amilwfrcido particular se puede derivar, pur ejernplo, de secuen-::1'as
dc genes conocidas dcl maiz. El use d-:1 cod-311 dc] maiz para 28 genes dc plantas dc maiz so cncuentra en Murray 5*!
uh. Nucleic Acids Research l?:4'It7-‘-498 (1989). cuya divulgacicin se incorpora en este documents por referencia. Las
seelieneias aintélicas tie Ia presente i11\-'e11::ic’)11, es<.pe::i|'Ir_'m1'|eI1Ie ejemplifiuadas, prepararlare :_'(n1 t:ndnne.~'. -hp-[i111im:|ns
para maiz, so cxponcn en SEC. ID. N“: 3 3' SEC. ID. N°: 33.

De esta manera, las secuencias cle nucleétidoa se pueden oplimizar para 511 expresién en cualquier planta. Se
n.-cunoce quc mda 0 cualquicr pant: di: Ia :.-ocucncia d-.; genus pLIt::]t: upljmia-tar" 0 pncdc Hill‘ sinlélica. Es decir,
también se pueden usar secuencias sintéticas 0 parcialrnente optimizadas.

Para una iniciacirfin eficaz de la Lraduccirin, Ias secueneias adyacentes a la metinnina de iniciacirin pueden requerir
Inndificacién. Par ejemplo. pueden ser rnedificadas mediante inclusién de secuencias que se sabe que son eficaces en
plantas. Joshi sugirié una secuencia cc-nsenso adeeuada para planlas (NAR 1516643-6653 (1987)) y Clonelecll sugi-
rié c-tra secuencia consenao iniciadc-ra de la traduceién (1993il994 catalogo, pagina 210). Estas secuencias consenao
son adecuadas para u.~‘.a.r con las sccucncias dc nuclcétides; dc csta invcncién Las sccucncias sc ineorporan cn cons-
uucci-olles que C0]1'J.pl'€1‘.ldBl1 las secuencias de llucleétidos, hasla e incluidcu el ATG (cl-ejalldo sin ernbargo el Segundo
aminuacido sin modiii-.'ar), 0 alternalivamenle hasla e incluido e1 Cult. subsiguiente al PL'l‘(j {con la posit:-ilidad de
modificar cl Segundo aminoaciclo clcl transgén).

L05 nuevus genes the luxinaa w'p3 de la presenle imencién, ya sea en su setzuencia naliva 0 COITIO secuencias sinté
tieas r:-ptimizadas segtin ac describici antes, pnedcn fus'1r:-narse I'.‘r1.'!C1'{ili\I'1‘lII1li‘.[]l(.‘. a nna divcrsidad dc promotores para la
expresién en plantas. incluidos los promotores co-nstitutivos. 1'n-ducibles, ternporalrnente regulados, desarrolladarnente
1'egu]adns, quirnicamenle reguludos, preferidos por el lejido y prumol-ores especificos de lejido para prepurar molecu-
las dc ADN re-:ombina.nte, es decir, genes quiméricos. La elec-:ié11 del promoter variarsi dcpendiendo de 105 requisites
Icrnporalcs y espacialcs para la cxprcs1'(':n, y dcpcndicndo lambién dc las cspecics blanco. P01’ consiguicntc, sc prcficre
la expresién de las secuencias de nucledtidos de esta invencirfan en hojas, en pedlinculos 0 tallos, en panochas, en in-
r10resceneia<'. (por ejempl-n espigas, panojas, mazorcaa, el:':.), en raices y.-’o atmacigos. I-Ln muchos cases, sin embargo,
se procura la proteccié-n contra mas de un tipo de plagas de insectos y‘ por coiisiguiente es deseable la expresién en
lrnilliples tejidos. Aunque muchos pnomotores de las dicoliledéneas han demostrado set‘ operatives en rnon:)::otiled6-
neas y viceveiaa, idealrnente los promotores de las dicotiledéneas se seleccic-nan para la expresién en dicotiledérieas 3'
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los promotorcs do monocotiledoneas para la expresion cn monocotiledoneas. Sin embargo, no existc testricciott para
la procedencia de 103 promotores seleccionados; es suficiente que Sean operativos en la conduccion de la expreaion de
lab; tseuuencias Lle nucletitidna en la eélula dexeada.

Los prontotores constitutivos preferidos cornprenden los promote-res CaMV 355 3' 195 (Fraley -91413., Patente cle
los Eslados Unidos N“ 5,352,605 ernilida cl 4 oulubre de 1994). Otro promolor prefeiido derive the cualquiera de los
varios genes de la actina. que so e:ItpI'e5;a.n en la mayoria de los tipos celularcs. los casetes dc cxpresion do promotorca
descritos por M¢Elroy er fill. (Mol, Gen. Genet, 231: 150-160 (1991)) se pueclen mo-zlifiear féeilntente para la expresion
de los nuevos genes de toxina 3' son pa.1'I.icularmenle adecuados para user on l1l.lé5pt':(.lt':S tnonocoliledoneas.

Ann otro prornotor eonstitutivo preferido se deriva de la ubiquitina, que es otro prodneto génieo que se sabe
que se a.t:un1ula en ntucliu-5 tipos due uélulas. Se clomfi un p1'oI1ioLor the la ubiquilina. tie wn'ia.s espeuies para usar en
planlas trattsgétticus, pot ejemplo, girasol (Binet 1?! al., 1991. Plant Science 79: 87-94), rna1".{ (Christensen 9! £117.,
1989. Plant Molec. Biol. 12: 619--532), ya.t'abidopsis(No1'1'is er al. 1993. Plant Molec. Biol. 21 :395-906). El p1'omotor
de la ubiquitina de maiz se desairollo en sislemas de monocotiledoneas transgétticos y su secuencia 31 los vectores
cottslltridos para la lransforrnacitin de montmtatiledoneas se divulgan en la publicacitltt dt: palenle EP 0 342 9'26. El
prornotor de la ubiquitina es adeeuado para la expitsidn del nuevo gen do toxina en plantar. transgénieas, espccialmonte
en monocotiledoneas.

Los promotores espeeffieos de tejido o preferettciales de tejido, titiles para la expresion en plantas de los nuevos
genes dc toxina de la iL1ve11-zrion. pa11icula.rmt:nte maiz, son los que dirigcn la exprcsion a la raiz, la médula, la hoja
o e] polen. Dichos promotores se tlivulgan en W0 93.-’0?T*'8, que se incorpora en este clocumento por referenszia en
su totalidud. Otros prornolores especifieos de lejido tililes en la presenle ittvencién, cornprenden el prontolor de la
rul:-isco dc algodon divulgado en la patcnte de los Estados Uni-dos 6,040,504; el promotor dc la sacarosa sintasa dcl
arroz clivulgado en la patente de los Eslaclos Unidos 5,604.] 21; y el pI.'0l'I]0lO1‘ del Vl.l‘I.lS del rizado dc hoja amarilla cle
cestrum divulgaclo en W0 Ul}7308';‘, todas inco1'po1'adas en este documento por referencia. Protnotores quimicamente
indueibles, miles para dirigir la expresirin en plantar. del nuevo gen de toxina se divnlgan la patente de los Estados
Unidos 5,614,395 que se incorpora. en este clocuntento po1‘1efe1'encia en su totalidad.

has sccucncias de nueleoticlos de esta itweneion tamhién se pucclcn cttprcsar bajo la regnlacion dc promotores que
son regulados quirnicamente. l:'.sto permite que las toxinas Vip3 se sinteticen solo euando las plantas de cultivo se
lralan con los produclos qufmicos ittduutores. La lecttologia preferlda paw la induccion quimica de la expresion de
genes se detalla en la solicitud de palente publicada EP 0 332 [04 (para Ciba- Gcigy) y en la patentc cle los Estados
Unidos 5,6l4,39S. Un promotor preferido para la indueeic.‘-n quirnica es el prornotor PR—la del tabaco.

Una catcgorfa preferida dc promotores cs aqttella que es inducible pot lesion. Se han dcscrito rnuchoa promotorcs
que se expresan en sitios donde hay una lesion y tamblén en silios do infeccion pot‘ fitopatogenos. ldcalinente, L111
promoter de ese tipo solo se activarti localmente en los sitios de infeccion, 3* tie esa manera las toxinas insecticidas se
acumularain finicamenle en las células que necesilett sinlelizar 1:15 loxinas insectitidas para molar la plagn de inseelos
invasora. Los promotores preferidos de este tipo abarcan los descritos pot Stanford er al. Mol. Gen. Genet. 2l5:200-
208 (1989). Xu et ul. Plant Molec. Biol. 22:5?3—S88 (1993). Logemann at at. Plant Cell l:l5l—l58 (1989). Rohrmeier
8: lehle, Plnnl Mnlec. Bin-l. 22:7Fl.’~‘n—791 (I993), l-_*'irel< or r:rl'_ Plan] Moles. Biol. 22139-142 (1993), 3* Warner at ml.
Plant J. 3:191-201 (1993),

Los patrones do expresion especffica do tejido que se prelieren comprenden la expresion especifiea en el tejido
vcr-tle, especifica en in rain, espt.-cifica en el tallu y especlflcn en las llt1l‘I.'!-L los pro-mcatmes aclecnadus pm‘-a la cxpn.-simi
en tejido Verde contprenden ntuchos que re_s_z_ulan genes implicados en la fotosintesis y muchos de estos fueron clonados
lanlo de monocotiledrjneas C0l'l'l0 de dicotiledétteas. Un pnornolor prelerido es el promotor Pl:'.PL‘. del rnaiz del gen de
la lostoenol carhoitilaea (Huclspeth & (irnla, Plant Molee. Biol. 12579-SS9 (1989)). Un promo-tor preferido para la
expresion especffica. en rat’: es el descrito por Pram-ond (FEBS 29D:l03—lU6 (1991); EP 0 452 369 para Ciba—Geigy).
Un promotor p1'efe1'ido especffico del tallo es el clescrito en la patente de los Estaclos Unidos 5,625,136 (para C.'iba-
Geigy) 5,-' que conduee la expresion del gen trpfi. de] maiz.

Otras Iealizaciottes preferidas son plantas trattsgéiticas que expresan las secuettcias de nucleotides de ntanera
inducible [J0l' una lesion 0 ittducible por una i11l'et:eion por paltjgenos.

Aderneis de la seleccion de un promoter aclecuaclo, las construcciones para la expresion de una to:-tina insecticida en
planlas requieren que un terrninador de la lranseripcitin adecuado se una seeuencia abajo de la secueneia de nucleotides
hetcrologa. Sc disponc dc varios do dichos tcrminadorcs y son -ztono-cidos en -31 area (p. ej. tml do CaMV, E9 cle rbcS).
Cualquier terrninador disponible que se sepa que acnla en plantas se pnede usar en el contexlo de esta invencid-n.

Se pueden ineorporar olras varias secucncias en los casctes dc oxpresion descritos en esta invenciott. Estos ineltlyen
secueneias que demostraron que aumentan la expresion Como las secuencias de intrones (por ejemplo de Adhl y
bronzel} y las. secueilcias lidcres vimles (por ejemplo do TMV. _\/ICMV Y AMV).

Pnede ser preferible dirigir la expresion de la secuencia de nucleé-tidos de la presente invention a diferentes loca-
lizaeiones eelulares en la planta. En algunos casos, puede scr dcseable la localizaeion en cl eitosol, en tanto que en
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otros casos, pucde scr prcferiblc la localizacion en algfin oiganclo subcclular. La localizacidn subcclular dc cnzirnas
codificadas por el transgén se emprende usando técnicaa bien conocidas en el area. 'l‘1'pjcamente, e] ADN que codilica
el péplido hlaiico a p:-1r11'1' de Lll'l pniducto genélicn cunt)-cido dirigido pm’ un 01'g,a.riel0 se manipula 3' fusioiia secueiwia
an-ll:-a de la secuencia de nucleniidos. Muchas de esas secuencias blanco se conocen a partir del cloroplaslo 3! se ha
clemostraclo su funcionamiento en eonstrucciones heterologas. La expresion de las secuencias cle nucleotides de la
presente invencién lambién es dirigida al reliculo endoplasrnailico 0 a las \-‘acuolas de las células huésped. Las lécnicas
para lograr csto son hien (!0l10I3ldaS en el area.

Los experlos en el area de lransfo1'inaci<’)n de planlas conocen numerc-sus veclores de li'ansfo1'inaci<’)i1 disponibles
pa1'a la warisforrnacioii dc plantas, y las moléculaa do acido nuclcieo dc la invention ac pueden usar conjunlarnen-
to con dichos vectorcs. La soloccion del vocior dcpcrldcra do la técnica do transformacion prefcrida 3' do la cspccie
vegewl blaricn de 1a1.1'ai1slhrniaciL’n1. Para deterniiliadas especies blanco, pueden ser p1el'e1'il:les diferenles u]a1'cado—
res de seleecién anlib-iélicos 0 herhicidas. Los inarcadures de seleccidii que se usan r.:n1Tiei11e1nei1le incluyen el gen
nprfl, quc contlerc rcsistencia a la lcariarnicina 3' los antibioiicos rclacionados {Messing & Vierra., 1982. Gene 19:
259-268; y Bevan at at, 1983. Nature 304:l84—l87), el gen bur. que conliere resistencia al herhicida t'oslinotrici—
na (White e: at'.. 1990. Nucl. Acids Res 18: lO62. }-' Spencer at £13.. 1990. Theor. App]. Genel 79: 625-631), el gen
hph, quc conficrc rcsislcncia al antibiotico higromicina [Blochiiigcr 8': Diggelrnann, Mol Cell Biol 4: 2929-2931),
3 el gen all: r. que confiere resistencia al rnetotrexato (Bourouis 5-‘: a!.. 1983. EMBO J. 20}: 1099-1104), el gen
FIPSPS, que ennfiere resislencia nl glifnsalo (paleiiles de Ins Flstadns Ilnidns N“ 4,940,935 y 5,188,642) y e] gen de
la ma11osa—6—fosfato isoinerasa, que proporciona la capacidad de rnetabolizar rnanosa (patentes de los Eslados Unidos
N“ 5.?'6?,37-'3 3' 5,994,629). La eleccion clc los marcadorcs sclcccionablcs no es. sin embargo, fundamental para la1nvent:10n_

En otra rcalizacion. prcfcrida. una sccucncia dc nucleotides dc la prcsente ilwcncicin es tra.nsfo1'mada directamente
en el genorna del plastido. Una ventaja irriportante de la Lransfoririacion del plaslido es que los plastidos son capaces
en general de expresar genes bacterianos sin una modificaciéii sustancial, 3' los plastidos son capaces de expresar
muchos marcos de lectura abierlos bajo el control de un solo prornotc-r. La tecnologia de transformation de plastidor.
se describe extensarnente en la patente de los Estados Unidos N° 5,451,513, 5,545,817 y 5,545,813, en la solicitud PCT
N" W0 95fl6783, 3' en McBride cur 111.. (1994) Proc, Natl. Acad. Sci. l_-Ll:',.LlLl. 9l, 73013305. La técnica basica para
la transformation dc cloroplaslos implica la iiitrocluccif-ii cle rcgioncs del ADN del plastido cloliado quc flanquean un
rnarcaclor seleccionable junto con el gen de interés en un tejido blanco adecuado. por ejemplo, usanclo biobalistiea o
lransfonnacién de proloplaslos (p. ej ., uaiisfornlacién rnediada p01" eloruro de calcio 0 PEG). Las regiones flanq ue an les
do 1 a [.5 1-ch, dcnorninaclas sccuoiicias dc ac-ceso, facilitan Ia rccornbinacioli hornologa con cl gcnoma del plaslido 3'
de esta manera pe:rm.1'Len el reemplazo 0 la modifieaeion de regiones espeefficas del plastorna. Inicialmente, se utilizan
mulaciunes punluales en los genes ARN r 163 1-,'rpsl2 del cloroplaslo que co11fie1‘en resisleneia a la especlinomieiiia
3'.-lo cslrcptornicina corrio marcadorcs sclcccionablc para la transformacion (S-vab, 2., Hajdukiewicz, P., 3/ Maliga, P.
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 37, 8520-8530; Staub, J. M., 3 Maliga, P. (L992) Plant Cell 4, 39-45}. 13510 da
lugar a transformantes homoplasmicas estables a una frecueneia cle aproxlmadamente una por 100 bonibarcleos de
ht:-jas blanco. La presencia de silios de clonacifin entre esos marcadores perniitifl la creation the un vector dirigido
del plasticlo para la introduccién dc genes extrafios [Staub._ J.M., and Maliga, P. (1993) EMBO J. 12, 601-606). Sc
oblienen aumentos sustanciales en la frecuencia de transformacion mediante el reemplazo de los genes de resisteneia
a anlihicitictas re:_'esiv(3s tie] ARN r o p1'nIe1'na—r :_'nn un Inar::Hdm' .‘i-B]-f:CCinniJ]'|lt$ d0n1inanIe_ 1:] gen ba::lei'1'ann aadA
quc codifica la enzima desintoxicantc dc cspcclinomicina aminogluc65ido-3‘-adcilillransfizrasa (Svab, 2., y Maliga.
P. (1993) Proe. Nail. Aead. Sci. l:'.E..UU. 90, 913-917’). Previamente. este marcador fue ulilizado con éxilo para la
I1'anst'on'nacioii de alta frecuencia del genorna del plastido del alga Verde Cmrrmydomorrus itrfnkurdrii [Goldschmidr
Clcrmom, M. (I991) Nucl. Acids Res. 19:4083-4089). Acids Res. l9:4083-4089). OLTU3 marcadun-.~; sclcceininahlea

Iitiles para la transformacion de plzistidos son conocidos en el airea y eslan cornprendidos por el campo de aecion de la
invencifan. lipicanienie, se requieiien aproxirnaclarrienle de 15 a EU ciclos de division celular luego de la Lra11sl'orn1ac ion
para alcamar el estado hornoplastico. l.a expresioli del plastido, en el cual se insertan genes mediante recomhinacioli
homologa en todas las miles de copias del genorna circular del plastido presenle en eada eélula vegelal. aprovecha
la venlaja de la enorme canliclad cle copias respocto a los genes expresaclos a nive] nuclear para permitir niveles cle
expreaion que puedan excode1'facilmeiite el 10% de la proteiiia vegeial soluble total. En una realizacion preferida, una
sceucncia dc nueleotidos dc la prcsente invcncion sc inscrta en Lln vector dc aoccso dc plastidos y SC Lransfonna en
el genome. del plaistido de una planta liuésped deseacla. Se obtienen plantas hoinoplasticas para genomas del plaisticlo
que conlienen una secuencia de nucleotides de la presenle iiiveiicioii, 3' son prelereiilemenle capaces de una elevada
cxprcsioii dc la sccucncia dc nucleotidos.

Com bfnacfones dc prfmfpios rzcri 1:05 para comm? dc insecros

Las toxinas plaguicidas de la invention se pueclen usar en combinacion con 6-en-dotoxinas de BI l.l otros prinr.:ipios
aelivos pluguicidas, para uumenlar el range de plugas blanco. Por olra purle, el uso de las toxinas plaguicidas de la
inveii-:ic'=n en combiiiacioli con :3-endotoxinas de BI 11 out-s principios actives plaguiciclas de clistinla naturaleza, tiene
una ulilidad particular para la prcvcncioii 3'!o cl mancjo de la rcsistennia a los inscclos.

I as diversas proteilias cri.<'.ta.lina_<'. insecticidac. cle Hu(.'il'!ir.s' £huringt'£n.\:i.r fuer-on cl asifi cadas haaandoae en an espoctro
de actividad )7 sirnilitud de seeuencia. La clasificacié-n propuesla por Hofle and Whiteley, Microbiol. Rev. 53: 242-255
(1989) coloco las proteinas cristalinas inseclicidas conociclas en C1lall‘O clases principales. Generalrnenle, las clases
principales se definen por el especiro de aclividad, siendo las proieiiias Cryl activas contra Lepidoptera, las proteinas

2|

000314



I0

15

25

3!)

55

ES 2 344 691 T3

Cry2 activas contra Lcpidoptera y Diptera, las proteinas Cryfl aetivas contra Coleoptcra 3? las protcinas Cryzl activas
contra Diptera.

Denrro de cada clase principal, las 5—endoro:rinas se agru pan de acuerdo con la similirud de sec uencia, Las proleinas
Cry] son producidas upicamente come proreinas proloxina cle 130-140 kDa que se escinden proteoliricameme para
producir loxinas aclivas que son de aproxirnadainenle 60-70 l-iDii. La poreion acliva de las r$—endo1c-xinas reside en la
porciuzin NI-Ig—terminal de la molécnla eompleta. I-lofte y Whiteley, meneionados antes, elasificaron las proteinaa Clryl
que se conocian entonces en seis grupos. lAa. IAI:-. LAC. 1B. LC 3/ ID. Desde enronces. las proteinas clasificarlas
L'0l'l'.l0 Cr;/IE9. Cry1Fa. Cry9A, Cry9C y Cry9B. 3.1 igual que olras. lambién fueron caraclelizadas.

El cspecrro dc actividad insecticida dc nna 6-endoioxina individual dc Bacftlus tImn'ng:'¢-.ns:'s ricnde a scr bastanlc
estieclio. sienulo urw. Lleterulirrada 6—enL.1ol.oxina. aeliva solo contra. unos po-cos inseclos. La esp-euificidad es el resultado
de la efieaeia de los diversos pasos involuerados e11 la produccion de una proleinu loxina acriva y su subsiguienle
capaeidad para irneracrnar con las eelulas epitclialcs dc] apararo digeslivo del inseclo. En una realizaeion prel'e1'ida, la
expresion de las rnoléculas de écido nucleico de la. invencimi en plantas transgénicas es acompafiada por la. expresion
de una 0 rnais r‘f—endo1ox1nas de B1. Lus r'i—endo[o:rinas de Bl parlieularnienle preferidas son las que se divulgan en la
palcnle de los Estados Unidos 5,625,136, qne se iiicorpora en cste doeumenlo po1'1'cfcrencia.

F15 bien sarbido que muchas pmleinus o'~e11d01nxina_-4 de B.:;rr_‘r'r'.’m: I."iur.r'ngf¢'rr.w'.': se expresan en reulidad eolrm prolo-
xinas. Estas protoxinas. se solubilizan en el ambienle alealino del intestino del insecto 3' son eoriverridas prolec-liriea—
rneule por proteasas en un fragrrrenro central téxieo (llofte and Whiteley. Microbiol. Rev. 53: 242-255 (1989)). Para
las proleinas 6—endotoxinas de la clase Cryl, e] flagmento central Iéxieo se ubica en la mirad N—termina| cle la prolo-
xina. Esta eu-rnprendido por el earnpo de aeeitf-n de la presenle invention que genes que eodifiean la forrnu cornplela
do la protoxina 0 e1 fragrrrento central toxieo truneado de las unevas prolefrlas loxina 5e puedeu usar en vectores dc
transfornlacién de plantas para conferir a la planla huésped propiedades. insecticides.

Orros principios actives insecricidas inelnyen inhibido-res de la proteasa (tame de los up-:35 serina cc-mo cisrefna),
lectinas. <:r—an1ilasa, penoxidasa. y colesterol oxidasa. Otros genes Vip, COITIO vipl Ma) y r'r'p2A(a) corno los divulgados
en la pabente de los listados Uniclos N“ 5,849,870 e ineorporada en este documemo por refereneia, larnbien son ritiles
en la presenlc inveneifrn.

Esla eoexpresién de inas de un prilieipio aclivu inseclieida en la misma planta lransgeniea se puede lograr modifi-
cando gcnética.rnente una planra para qne eontenga y exprcse rodos 105 genes necesarios. Alternalivamente, una planla,
anteeesor l, pnede ser modificada genéticamente para que exprese 105 genes de la presente inveneion. Una segnnda
planla. anleeesor 2, se puede modificar gerrélicamelrle para que exprese un principio active para el eonlrol de inseclos
complernentario. Cfruzando cl antcccsor 1 con el ante-:c5o1' 2, so oblienen plantas dc progcnic quc cxprcsan todos lo
ger1csintr'odueidos en los anteeesores 1 3; 2.

La presenle invention abarea ademas varianles de las rnu-leculas de fleido nueleieo divulgadas. Las seuueneias
variant-cs uaturales ac pucdcn idenlifiear ya-‘o aislar con el nso cle léenieas. de biologia molecular bien eorrocidas, Como,
por eiemplo. técrncas de 1-‘CR e hibrjdacion como se ilusrra a conlinuacion.

Las sceucncias dc nuelcolidos v£p3 variant-:5 ineluycn sceueneias dc nuclcotidos derivadas sirrtétiearncnic, COIIIO
las generadas, por ejemplo, por mutagénesis dirigida al aitio 0 las preparadas medianle cambio del dominio entero. pero
que igua] presentan actividad plaguicida. Los mérodos para muragénesis y alteraciones de secueneias de nueleoridos
son hie-n cunnnzidus en el 1-111:3. (Tonsulre, pm‘ ejemplu-, Kunkc] (I985) Prue. Nat]. Acad. Sci. EF..UU. 82:4-88-492',
Kunkel at an’. (198?) Methods in Enzyrnol. l54:36?—382; patenle de los Estados Unidos N” 4,873,192; Walker 3'
Gaaslra, eds. (1933) Techniques in Molecular Biology (MaeMillan Publishing Company, Nueva York) 3* las relerencias.
citadas alli. Generalmente, nna secnencia de nueleoridos cle la ilweneiéli tendrér al menos 8Ll‘}.'~., pieterelitemente 85%,
90%. 95%. hasta 98% o mas de idenlidad de secuencia con su respecriva secuencia de nucleotidos 1-':'p3 de referencia.
y lendrri actividad plaguicida

La.-3 seeneneia.~‘. dc nneleélidos vr'p3 vanantes tamhién co-mprenden seeuencias derivadas de un pmcedimicnto mu-
lagénico 0 de recolnbinacion génica Como barajado clel ADN. Con dicho procedimiento, se pueden reeonlbinar una
o rnris seeueneias vr'p3 diferenles de la presenle inveneirin, por ejernplo, pero no exclusivamenle, vr'p3C(a), I=fp3C(b),
vr'p3.r\-C.‘ Y vip.3(.‘—] 2] 68 juntas 0 con otras secucueias vipfi o secuencias relaeionadas, por ejemplo, pero no exclu-
sivamenre, w'p3A (SEC. ID. N“: 4), v:'p3B (SEC. ID. N”: 6) 3: v:'p3Z (SEC, ID. N”: 8), para crear nuevas moléculas
de aieido nueleico v.r'p3 que eodifiquen loxinas Vip3 que posean las propiedades deseadas. De esla manera. se generan
gerrolecas dc polinueler.‘-ticlos w’p3 recombinantes a partir de uua poblaeirfrn dc polirruclcotidos v.r'p3 relaeiormdos por
la secuencia, que eomprenden regiones de la secueneia que rienen una idenridad de seeueneia susraneial y qne pueden
ser 1'eeombinudus 11o1no1ogame11le in vfrro o in vim. Lars eslrategius para dicho burajado del ADN son bien eonoerdus
en el airca. Corrsulte. pol’ eiemplo, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9 1: 10747-10751; Stemmer (1994) Na-
ture 3'Ir'O:339-391'. Crameri 9: at’. (199?) Nature Bioreeh. 15:436-433. Moore at all (199?) J. Mol. Biol. 3322336-34?;
Zhang er al‘. (1997) Pnoe. Natl. Acad. Sci. l:',l_-L.UU 5214:4504-4509; Crameri er al. (I998) Nature 391288-291; solicimd
de parenre inre1'r1acional WU 9957128 y‘ patenres de los Hstados llnidos N" 5,605,793, 5,837,458 3.’ 6,335,179.

L05 mélodos de mutagénesis eomo los divulgados en este documento se pueden coinbiuar eon mélodos de cribado
de alto rendimiento, para detectar la aerividad plaguicida de polipéptidos ‘-/ip3 elonados someridos a mutagénesis en
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células huéspod. Las rnoléculas dc ADN sornetidas a rnutagenesis que codifican polipéplidos Vip3 aetivos (p. ej.,
seeretadoa 3' detectados por antieuerpos; o insectieidas en un bioensayo para insectos) se pueden recuperar de las
uélulaot huésped y seeueneiar raipidarnenle Lrsarrdu p1'or.:edi1r|ientos esta_rtdar_ Flstns métndos permiten la determiriaeit’:-n
rapida de la importancia de residuos de amine-aeidos individuales en un polipéptido Vip3 de 1'nterés3-' se pueden aplicar
a polipéptidos tle estruc tura desco nocicla.

Se eriban las genotecas dc genes rip?-} reeombinantes que son produeidas usando métodos dc harajado del ADN
para identificar aquellos que presentan rnejores propiedades para us-ar en la protection de plantas contra pl-ag-as. Entre
las propiedades por las cuales el barajado del ADN es Litil para obtener mejores genes w'p3 dc resislencia a las plagas
son: mayor poteneia contra una plaga blaneo, rnayor rango do plagas blaneo, menor susceptibilidad a1 desarrollo de
resistcncia por parte de las plagas, mayor nivcl do expresion, mayor rcsisteneia a la dcgradacion por protcasas. mayor
estabilidatl en corrditziolres atnbientales y baja Loxitzidad para la planla lruéspetl. Usantlo una. eslralegia Lle -Jibado
adecuatia, se pueden oblener sitnullzinearnenle o secuencialrnenle genes 1=:‘p3 que eaten oplirnizados para mais de una
propiedad.

E1 barajado de] ADN es L'Ilil para oblener genes 1-=r'p3 de resistencia a las plagas que codifiquen loxinas que tengan
una mayor poterieia contra una plaga blaneo. Una vez que se complcta el barajado dc] ADN, sc criba la gcnoteea
resultante de los genes rip} barajados, para identitiear los que tienen una mayor actividad plaguieida. Una manera de
realinar esle erihado es Clonur la region de Ins genes w'p3 hara_]ado-s que ondilicu In proteiria en un veclnr de exp-1'esit’}n
adeeuado para expresar los genes en una célula huésped elegida corno, por ejernplo, E. coir‘ o una cepa rnenos cristalina
de BONHIIS Ilmringiensis. Un experto reeonoeera las ventaias y desventajas dc usar alguno de estos dos sistornas de
expresiou. For ejemplo, el Bucifltrs tFmr.='ngr'en.s-is sera mas deseable para proclueir protefnas Vip3 secretadas. Si se
desea, los clones se pueden someler a un cribado p1elin'Jina1', por ejernplo, rnedianle inrnttnoensayo, para idenlifiear
los que produeen una proteina Vip3 del tamafio eorrccto. Los que son positivos en el eribado prelimiiiar después
se analizan en un cribado funcional para identificar los genes vipii barajados que eoclifican una loxina que tiene la
aetividad poteneiada cleseada.

Se puede usar un ensayo dc insect-os cornpleto para detenninar la toxieidad. En esos ensayos, las toxinas Vipfi
expresarlas a partir rle genes vr'p3 barajados se eoloean en la dieta del insecto, poi‘ ejernplo, dieta artifi-::ia] o tejido
de la planra, 3? son consumidas por cl insccto blaneo. Los clones que prov-ocan una inhihicion del crecirnienro o la
mortalidacl del insecto blanco pueden ser analizados en bioensayos posteriores para deterrninar la poteneia. Los genes
'.—'r'p3 barajados que eodifican loxrnas eon mayor polencia pueden ser idenlificados como los que tienen una rnenor CE5n
(conccntracio-I1 do toxina ncecsaria para reducir el eroeimicnto dc] ins-ceto en 50%) we Cl,_.,U (eoneentraeion do toxina
neeesaria para causar un 50% de mortalidadj.

Tarnbién so pueden usar cnsayos in virro para eribar genotecas do genes w‘p3 baraiados. Diehos ensayos implican
fipicamente el uso de células do inscctos eultivadas quc scan scnsil:-les a las toxinas \’ip3, yr-‘o eélulas que eztpresen
un receptor para las toxinas Vip3, ya sea naturalmente o eorno resultatlo de la eitpresion de un gen heterologo. Se
pueden usar otros ensayos in irirra, por ejernplo, la deleeeion tie cambios morfologieos en las eélulas, linciones 3'
etiquetas Litiles para deteetar la muerie eelular, o deteecion de la liberacion dc ATPasa por las celulas. Un ejemplo de
un ensayo in 1=:'m'2 adeeuado usando eelulas de insectos eultivadas para determinar la toxieidad \"ip3 es con eélulas
SP9 (Spodoprerrrfrrrgipmrfa). SP9 es muy qne sensible i|iH.‘i[f)X"ll1i-I.\'u Vip3. Ctlaliriri Ins I-oxinas. Vipfi se rne'/clan cnn Ins
eélulas Sf9, la memhrana celular se torna muy permeable a las mole-eulas poquefias. Cuando se ag1'e_:_-.a. un colorante
como azul de tripano a la suspension de células. las células que mata la toxina Vip3 se tifien de azul. l-‘or lo tanto, la
toiticidad de la toxina Vip3 se puede dererminar por analisis dc irnagenologia.

Otros ensayos in 1'E£r0 que irnplican el uso de reeeptores para las to-xinas Vipfi. Uno de dichos receptores se di-
vulga en la palenle de los ljstados Unidos £3,291,156, incorporatla en esle docurnenlo por rel'erent:ia. La prolefna del
receptor Vip3 se puede inmovilimr en una superiieie receptora, por ejemplo, pero no exelusivamente, una placa de
96 poeillos con una rnembrana tile nitre-eelulosa y exponer :1 clones que eomprendan los genes w'p3 barajados. For
lo tanto, los genes i—'r'p3 barajados que codifican toxinas fun-eionales se pueden iclentifiear bassindose en la afinirlad
de union al receptor Vip3. Adernas, el gen que codifiea el receptor Vip3 se puede transformar en una lfnea eelular
que no sea sensible a Vip3, por ejemplo la linca cclular Schneider 2 (S2) Drosophila. usando métodos conocidos en
el area (oonsulte por ejernplo. Clem 3! Miller, 1194, Mo]. (Eel. Bio]. 14:52l2—522), Las eélulas S2 lransfonnadas se
pueden exponer después a clones que comprenden los genes 1-'ip3 barajados. Por lo tanlo, los genes nip-3 barajados que
eodifican toxinas funeionales se pueden identiftear baséndose en la indueeion de la muerte celular.

Ejemplos

La rnven-::1'on se describiré en mayor profundidad por referencia a los ejemplos detallados siguiemes. Las técnicas
esttiridar tie recombination del ADN 3' elonacion molecular utilizadas en esle documento son bien coriocidas en el
area y son deseritas poi‘ Ausubel f_ed.), (‘.111"rent Protocols in _\«1o1eeu1ar Biology, John Wiley and Sons, Inc. U994)‘.
J. Sambrook, er mi. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3' Ed, Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor
Laboratory Press (2001); y por 'l'..|. Silhavy, ML. Bertnan. y L.W. L".nquist, l_".xperi1nenIs with Gene Fusions, Cold
Spring Harbor |.aho-rator§,', (fold Spring Harbor, NY (I 984).
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Ejcmplo 1

fderirijficacidrr de aisiados dc Hr qua‘ afbeigan pi'rJreFr1a.s' V1};-3 hnmrflogas

Tr-as conjuntos dc cebadores :11»: PCR. cuyas secuencias se I:-asan en el gen I—‘ip3A (SEC. ID. N’: 5), so: usamn en una
leaccién dc PCR para amplificar fragmcnlos dc posiblcs gel]-as vEp3 llomélogos dc aislados de Bacfllars Ihuringiensis
(BI). I/05 trcs coujunlos dc ccbadorcs utilirados fucron:

1F: 5'-ATGAACAAGAATAATACTAAATTAAGCACAAGAGCC-3' {S1-EC.

TD. N“: 17;

13: 5'-CTCAACATAGAGGTAATTTTRGGTAGHTATAGCCG-3‘ (SEC.

ID. N°: L3)

p3: 5'-GATGATGGGGTGTATRTGCCGTTAG-3' (SEC. ID. No:

14}

p4 5'-EATAARTTGTGAAATTCCTCCGTCCF3' (SEC. ID. N”:

15)

4? 5'-AGTCAAAATGGAGATCAAGGTTGGGGAGATAAC"3' (SEC.

ID. N°: 16)

4R: 5'-TTACTTAATAGRGAGATCGTGGAAATGTACAATE-3' (SEC.

ID. N“: 17)

Se espe1'abau mas productos dc PCR si uu aislado de 3! cc-mp1'endia u11 gen idéntico al gen vr'p3A (SEC. ID. N”:
4). El Lamafio dcl producto dc PCR gcncrado por 105 conjuntos dc ccbadorcs IFIIR, p3.r’p4 y 4F.’4R fuc do 3?? bp,
344 bp 32 419 hp. respectivamenle. L05 avslad-as que produjeron sfilo uno 0 dos. productos de PER. lo que mdicaba que
podian oumprender uu gen w'p3 CD11 alguna diferencia en la stscuencia -sou 1.>r'p3A, fueron so-melidos a olro amillsis desccucnma.

Ejcmplo 2

C‘!.-'mar_'Mn )2 .\:e'r.'rren-'.'I'ucI'r'5n de prr;duc'£r;.§' :32 PCR para r.'rm'_,I?mwr _-.'e'r'u'enr*r'a.\' l'mmr§Ir;ga.s' de ‘Vpj’

L05 aislados dc Br idclllificados (:1) cl cjcmplo 1 Como productorcs dc mm 0 dos productos dc PCR sc somcticron
nuevamenle a PCR con el conjunto de cebadc-res IFIIR -(SEC. ID. N": IZISEC. 11), N“: 13) asf coma con los dos
ccbadorus siguicntesz

13:5: 5 ' - PLPLTGGAGATGAAGCTTGGGGAGAT-3 ' {SEC . ID. N°:

18)

p6: 5 ' -CGTGGHAATGTACAATAGGACCACC-3 ' (SEC. ID. N“:

19'!

L05 produclos de PCR se clo11aron después en un vector p(1R2.l—Topo (lnvitrogen) 3' se secuenciamn usando
procedimieutos come ntes.

Se identificaron tres aislados de B1 que comprendian genes 1.-':'p3 homé-logos. designados w'_n3C. con diferencias
sigI1ificati\-‘as. en la secuencia respeclo a w'p3A. Estes aifiladns de 8! S6 designarnn (T536, (‘.1 (174 3' AB???
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Ejcmplo 3

Clonacién par PCR def gen flgfilf crompfero

E] exlrem-0 3’ del gen va'p3C se obluv-n po1'PCR 1J5i1I‘.ld0 ADN plasmidico I.oI.a.1 alsladn de BI cepa C536 0 C1674cnmn mnlde. L03 cehadnres uI1'l12a-dos fueron:

Vip3CF4: 5'-GTTTAGAAGATTTTCAAACCATTAC-3' (SEC. ID.

n°: 20;

T7: 5'-TTAATACGACTCACTATAGGG-3' (sec. 1:. M: 21)

E] ccbador T7 es un ccbador quc no es cspccifico dcl gen quc 1'ccono-ct: la sccucncia dc nuclcc‘:-tidos flauqucamc 3’
para el gen 1-:'p3C

Lon pm-ductos cle P(IR RE clnnaron 3' necuellciamn usanrlo prncedimientns mrrientes. 1-£1 gen w';;-3(I final comp-lam
se obluvn pm‘ PCR usandn dos cehadures Llhicadns an 105 ext1'cm0s 3" y 5’ de I-':'p3C'.'

Vip3'C-C2: E) ' TTTHTTTAATAGRAACGTTTTCP-AATGPsTATATG—3"

(SEC. ID. N”: 22}

Vip3CI'1: 5' -CACCATGAACAAGAATAATACTABATTARGCACAAGAG-

3' (SEC. ID. N°: 23}

Se obtuvieron dos genes vr'_n3C completes. E] gen vr'p3-C del aislado cle B: C536 se designcfi vip-3C(a). y e] gen
w'p3C. aislado Lie C.'.1-674 5e desigmfi 1..-ip3C(bjI. Vip3(.'.(a) y v.-'p3(.'.(b) difiel'e11 en un nucleélido en la pusicién 2213
{véasc SEC. ID. N”: 1), dc-ndc vip3C‘.(a) comprcndc cl nucleélido ‘‘a“ en la posicién 22l3, codificando por lo {auto cl
aminoaicido Glu en la posieién ??-8 dc SEC. ID. N“: 2, 3' dondc w'p3C[b) cornprcndc cl nucleétido “g” en la posicié-n
2213, Cudificando par 10 lanl-0 Gly en la pusit:iL’)11 738 de SEC. ID. N°: 3.

Iran genes vip3C(a) 3' v:'p3C(h) se clonamn cada mm en los; vectores de exp:-esifin pF,Tl0l}D—Top0 y se designaron
pNOV39l 1 3* pNUV391II). se deposjtamn en celulas DH5:r de E. coli, 3-‘ ohtuvxeron Jos rmmeros de registro NRRL B-
30552 )1 NRRL B-30553, 1‘ESpECUVaJ'I1Bl‘ltE.

Eicmplo 4

Cfonacién con co'sm."d'o def gen figiz compfero

Sc aislé cl ADN total dc A1372? lratando células lccién cultjvadas l'CSL1SpC11didfl.S en Tris 100 mM dc pH 8, EDTA
10 mM 0011 2 1‘ngJn1l Lie lisozima duranle 30 minutes :1 37°C, Se le agregé pruteiuasa K a una cmlc-en11'a.cic3n final
de 100 pgfml en .‘$DS al 1%, EDTA 50 mM, urea 1 M 3» 5e incubfi 55°C. Se le agnegé un volulnell igual de 11:11:31-
clomfo1'm0—a.ln::oh0l isoamflico. La mucstra sc mczclf) suavcmclltc durantc 5 minutes y 5-: ccntrjfugfr a 3 K. Esta so
repitié dos veces. Después la fase acuosa se mezclé con 0,? vnltimenes de isopropano] 31 se cenI1'ifug('u. E1 sedirnento
de ADN se lavé Lres veces eon elanol :11 T09? 31 se re5uspe11di(3 suavelnellle en 0.5 X TE. Se Ln1la.1'0n 12 pg de ADN
con 0.3 unidadcs dc Sazzdxi pm‘ gg dc ATJN a 37°C en un vnlumcn dc I00 _ul. Sc tomarnn mucstras a intcrvalos do 2
minutes durante 10 minutes. Después se agregé un vculumen U10 de 10 X TE y las rnueslras se calemaron durante
30 n1inuI.os- a 65°C para inacti-.rar la enzima. Las mueslras se somelierun a electmforesis para determiner qué fraccién
cstaba en el range due 40 kb 3’ esta mueslra Se use en la Jigacifnl.

3] vector uisnlidu Supe1'CUs (Stralagene, La. Julla, CA) 5:: prepim’: seglin deecribe el fabricanle ulilizando e1 siliu
de clonacién Bamfll. Lil Supenfjos preparado a 100 ngfml se ligrj con el ADN ABE? pleviamente digerido :01] Sr2.r.r3A
en una pi‘-nporcié-I1 de 2:] en un V0-lumen due 5 pl clurante toda la noche a fi"(I. La mezcla de ligacién Se empacé usando
Gigapack XL III [SI1‘a.ta.gene) seglin describe el fabricante. Los fagos ernpacados se infectaron e11 células de E. coff
XL-IMR (SLralageue) segfin des::1'ibe el fab1'ica11te. La genoleca de césmidos se sembré en placas de L-agar con 50
pgfrnl de lcanamicina que se iucuba.ron 16 horas a 37"|L‘.. Se repiearon 200 colonias 3? se cultivaron para cletectar la
presencia del gen 1-‘£'p3?..

Leg 200 clones dc césmido sc analizaron p-or PCR para dctcctar la prcscncia dcl gen v.v'p3Z usando cl ccbador
Vip3ZA: S’—GCCAI I IATGGAT'TTCCCACTCGTATC—3’ (SEC. ID. N“: 28) y e] cebaulw Vip-3ZB: 5'—TCCTTTGA—
TACCCAGGTGTAATTTCAG-3‘ (SEC. ID. N‘: 29).
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Sc dcmostrc’: quc un clou dc césrnido, dcsignado 5g, comprcudfa cl gen w'p3Z (SEC. ID. N°: 3) quc codifica la
protefna Vip3Z (SI:'.(_‘.. ID. N“: D).

Ejernplo 5

Cr;r:3rr:.rr_'ca'r5n def gen 1-'_Q3-C.‘ r;pIr'm:'zado para mafz

St: prep-an’: uu gm um}:-3C opiilnizado para rnaiz de acuerdo con cl ])1‘Ov‘..'('}(.III1'J.i¢.‘-[1|.|’.II divulgado en la patents Lie los
Eslados Unidos 5,625,136, ius:orpo1'ada on cslc documcnlo por rcfcrcncia. En cstc p1'o-ccdimicnto, so usan los codoncs
prcfcridc-5 dcl mafz, cs dccir, cl coddn linico quc codifica con mayor frccucncia csc aminoaicido on cl mafz. E1 codon
prcfcrido del IIHIIZ. para un iJ.[]IIllU‘c1I.lIL1Up&11'l1CUIi1l' SB de1'iv'c1 dc secuemzias Llc genes wuucidas Llel u1a1".:. El usu dc-:1 L:u-L.1(n1
del rnaiz para 28 genes dz: plantas dc ITIHIZ Se &:11:.‘u&:nI1'a en Murray er a.'’. (1989, Nucleic Acids Res. 17:4'T"7—498).

Se preparar-on 105 genes vip3C(a) y vip3(I(b‘_J sintéti-cos que codifican la secuencia de anunoéciclos descrita en SEC.
ID. N”: 2. En las pusiciunes 2213 _v 2214 do SEC. ID. N°: 3. cl gen sinlélico v1'p3C(a) com]:-rende 11uc1oc3Lid05 “a" _v
“g“, 1'cspcctivamc11lc, qua codifi-can cl aminozicido Glu on la position 7'38 dc SEC. ID. N“: 2, 3? cl gen sjntc"tico v:}n3C
(b) cornprende nucleotides “g” y “a”, respectivamente, que codifican el anfinoacido G1}; en la posicion 738 do SEC.
ID. N”: 1. L05 genes sinlélicus vip3C(:1) y w'p3C(b) so clonarun pol‘ sepurudo en 103 vectores dc expresién pET10l."'D—
Topo 3' 105 vectores resultmtes so designaron pNOV39'D5, que se deposito en células BL2l do E. as-If y obtuvo el
utimcro do rcgislro NRRL 13-30554, 3; pNOV3906, quc so dcposilo cn células BLEI dc E. con" 3.? obtuvo cl mimcro do
registro NRRL B—30555.

Ejernplo (3

Bfocnsayo dc Ia pm1e:'na I/ip3C

Se vertid la dicta del gusano ::oL1ado1' grasie-11to (BioSe1'v, l-"1'em:htown, NJ) on placas de Paul dc 50 mm. La dicta
sc dcjo cnf1'iaJ' 3' so agrcgaron con pipcla 200 yl dc suspension dc células do E. coir‘ quc comprcndian pT~IO-V3905,
pN0\/3906, pN(J-V3910 o pN(J‘-K3911 sobre la superficie cle la dieta. L.a solucién se dispersé un'1formen1ente con un
asa baclcriana dc modo que la susp-ensién cubriera loda la superficie de la dicta. La superlicie se dejci secar bicn.
Sc colocarou larva; dc prim-21' iu5.ta.1' do has cspccics dc lcpidoptcros iudicadas en la tabla siguicutc con un ccpjllo dc
punta fina. Cada especie se analizé pot separado. Se reg1-stro la rnortalidad de las lanras, al igual que la oculrencia do
inhi‘t>iciL’u1 de la aIirne11lar.;idn y el r.:1'ec:imienl0, 3 dias y 5 dfas después de la illfeccién de la dicta con las lar-«as. Una
mucslra quc coulcu1’a células dc E. coff sin un vector dc cxprcsidn acluo Como oontrol negative. La protcina Vip3A
Lambién so pucdc a.ualiza.r on cl mismo biocnsayo con fines comparativos 0 para cstc cjclnplo, los datos dc V1'p3C so
compararon con el espectro de acrividad conocida cle Vip3A.

L05 rcsullados SC 1nucsI1'a.I1 en la tabla 8. La actividad insccticicla 5:: obsc1'\-'6 cin-co dias dcspués dc quc sac infcctaran
las placas con los inseclos. L05 dalos muestran que \«’ip3C‘(a) (cle pNOV39l 1 y pNOV3905) y Vip3C(b) (de pNOV39l0
y 3906) lienen un ::spe¢_'I1'(1de arslividnd mas. Hl'I1'|'II1()[1I:|eIH1t"1XI'l'li-I V1'p3A. I:I.~'.p11Ieh:Js1amh1'én indicarnn qne In lnxina
Vip'.3C no es activa contra cl insccto bcucficioso para -2] ambicntc Damms piexippmr.

IABLAS

‘Insects probado fMortalidad del:Espectro do
' -insecto en % gactividad do

o__m____mW___.._______m .m. I b

_Vip3C[a) :Vip3C[bI “P33

Agrotis ipsilon =lOG :1DO +

ifielicoverpa zea .75“ 575a §+

"He-liothis .80 550 -+
vircsccns

:_SpGdoptera E100 ‘loo 5+

_exigua

_Spodqptera IO“ 70a +
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del Espectrogiinsecto probado -MortaJ.idad dei

E iinsecto en % actividad de{
2 "mmmm___”mw“_”m_. Ha _ b

= §"Jip3C[a) ;Vip3CZ(b) _VlP3P‘
V . : ._ . E H... . H

gfrugiperda _

§TrichQplusia ni %100 1100 f-

Pectinophora :50?’ 5603 --

§?_‘?_§§%’§?f.“iT£l_? -I 0 0 0 -I 0

icochylis hospes 90 :90 +

Homeosoma E4 0a :30fi 5+ 5
Ielectellum i i _ i

iostrinia _100 100 -

gnubilalis

:P.£ute.E.1a S100 130 _~
glxylustella I

§“See observes que los insectos sobrevivientes teni-an unag

isevera inhibicién de la alimentacién y el crecimiento.'

EDA "'+" indica una especie de insecto que es sensible a5

!Vip3A. A "—" indica una especie de insecto poco sensible;

So no sensible a Uip3A. I

Ejemplo ‘I

Cmarién dc pfanms de‘ mi: rmnsgénfco (me comienen 91 gm 1:.-'23C

Se: eligit’: w'p3(". oplimizado para lnafr. (SEC. ID. N“: 3) pam Ia lranslhnnacicfin en plantar. de main. Se Lran_l'.I'1I'id- un
casctc dc cxprcsién quc contcnia la sccucncia vip3C(a) a un vector adccuado para la transformacicm do men‘: mcdiada
pt;-r Agrobac:tcr1'um. Para esle e_je[11pl0, 1111 casete dc expn::si611 c:ou1p1'cndié ademzis del gen w'_u-3C(a), cl p1‘OII]DIO1‘dC la
ubiquitina clel maiz y el Lerminador nos que son conocidos en el area, a1 igual que el gen de la fosfomanosa isomerasa
{PMI) para la sclcccié-n dc l1'11ca5 lmnsgémcus (Negrollo ea‘ :1!. (2000) Plant Cell Reports 19: 798-803). El vector
vcsullantc sc dcsigné IJNOVEI49 (SEC. ID. N“: 30).

T_:1 In-in5fnI'ma::i('1n (It: r;-.mhri0m:5 (If: man’! i111T|:1d1J1‘0.~: 5:: I-::2Iliu-{(1 csencialmtntc seglill d::scI‘ih1:11 N-egrnllu H :1},
2000, Plant Cell Reports 19: 798-803. Para cstc cjcmplo. todos los collstituycntcs do 105 medics fucron los dcscritos
en Negrotto er :1}. nlencie-nado antes. No obstante, se pueden sustituir diverse-3 constituyentes de 103 medics. por otrosn:()n0L:idc:-2;.

La cepa LBA4404 QJSB L) de Agmbrzderfum que comenfa el plasmido de L1‘an5t'0r1nacic’m de la plama se cu1t'1vc'a en
media sélido YEP [extraclo de levadura (5 g;’L), peplona [10 331.), NaC'.l (5 gJ‘L), agarlfi gfl, pH 6,8) durarue 2-4 (Has a
28°C. Aproximaclamcntc 0.8 X 10" Agrc;I:ar.*Ier1'um so suspcndicron en medic I.S—inf CO1":]p]CmCl1|.3.d-O con As I00 ,uM
(Negrotto er a!.,(2OOU) Plant Cell Rep 19: 798-803). Las bacterias se Indujeron prexiarnente en este medio durame 30-
60 mi nulc:-5.

L05 cmbrioncs inmaduros del genolipcu de maiz A138 5:: separaron dc la cspiga a los 3-I2 dias de Vida y 5::
culucarun en LS—inf + A3 100 ,uM. LU5 ernbriu-nee se eujuagaru-11 con mevdiu de 1'nfe::t:iC1-:1 Ieciéu pl't3].)i:l.l‘iidU. Después
se agregé so-1u:.‘i611 de Agmbacrerfum y 105 cmbliunes se agilamn p-or vérlicc duranle 30 segundos y st 105 dcjé
scdimcntar con las bactclias duraulc 5 minutes. L05 c:mb1'i0nes se transfirieron dcspués con cl cscudenlc hacia arriba
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a mcdio LSAS 5; so cultixraron (:11 la oscurldad durantc dos 0 lrcs dfas. A cor1tinuacién, 5c transfiricron cntrc 20 3' 25
embriones por placa de Petri a medic: LSD: complementado con cefotaxima [25-O mgll) fr nitrato de plata (L6 mg;']) 3'
SB cullivamn en la uscundad a 28°C duranle ‘JO diam.

Los embriones inmaduros que pro-zlujeron callos emlwiogénicos se transfiriemn a medic LSD 1 M 0,5 S. Los
cullivos 5:: 5clecci011aIo11 en est: medic duranle 6 scmanaa con un past) dc subcullivo a 1213 3 aclnanas. L03 callus
ac-hrcvicutcs ac Iramfiricron a media Reg] complcmcntado con man-asa. Dcspués dc cultivar en la luz (régimcn dc 16
horas dc 1uzf8 horas de oscuriclad). se Ira.nsfir1'er0n los tejidos vercles a medic Regfl sin regulatlores clel crecimiento y
St illcubaron durantc ] a 2 semanas. Se 1.ransfm'e1‘on las plaululas a cajas Magenta GA—7 {Magenta Corp. Chicago Ill.)
quc conlcuian media Rcg3 y ac cultivaron en la luz. Dcspuéa do 2 a 3 acmanas, ac analizaron las planlas par PCR para
dctcrminar la prcscnc1'a dc gcncs PMI )7 dc] gen 1-:'p3C(a]-. Las plamas posilivas cn cl cnsayo dc PCR sc Lransfiricron
al invcmaL1e1'0 3' as Its allaliafi la lesislcllcia a. 13.5 plagas Lie lepidL'1ple1'0-5.

Irljemplo 8

Anriiisis dc p!‘mrm.9 dc mafz rrasrsgénico

Lus plunlus st: muestreurm a medidu que cram lrusplunladas desde las cujas Magenla GA—7 ul aueln. El mueslreo
col1s'1st'1<_‘r en corlar dos pequefios lrozos dc hojas (aprox. 2-4 cm de longitud) y cola‘-car cada trozo en una placa dc Petri
poqucfia. L05 controlcs ncgativos fucron 0 him plantas Lransgénicas con rcsultado dc PCR ncgalivo para cl gen v:;03C‘.
ta) del mjsmo experimento, 0 plantas no trausgénicas [de un tamafio similar al de las plantas de pruebajn que estaban
sieudu cullivadas en 1:1 filulrtfin.

Sc inocularon rnuestras dc hojas de cada planta con barrenador del rnafz europeo [03rrEmh .°m£=.-Tafis) 0 con gusano
cogollero (Spodoptera fl'rJgJ7p5'rtfa) colocaudo LO larvas the primer instar en cada trozo de hoja. Luego las placas de
Perri se sellamn ajustadamente.

A [05 }4 (Has :16 la itlunsulacichl se recogiwon los clatos. J:',l po1'ce11laje dc morlalidad de las lawas se calculéjurlto
con una cvaluac1'c‘:n visual clcl clafio dc las hojas. El dafio por alimcntacidll so calificfi Como all-3, moclcraclo, bajd 0
ausenle y se le din un valor numérico de 3, 2, 1 0 U, respernivamente.

L05 rcsultados quc so mucstran en la tabla 9 indican quc las plautas dc mafz L1'ansgc'uic0 cc-mprcndcu cl gen vip3C
(a) y expresan la proteina \/ip3C(a), son insecticidas para el barrenador del maiz europeo (ECB, por sus siglas en
inglés) 3; para el gusanu cugullem (PAW, par sus siglas en ingles).

TABLA 9

Suce EN“ cleglvjortalida

. _,__ ___... __ _ _._ _ . ...

Clasificacj. :Mortalidad TClasificaci-

 
 

so épl ant Ed de'I ECB ‘fan due} dafio ldel FAW 'c'm del dafio‘a .

.557". .12.‘A - I In

.557 ELZIUIBN 71'ob%;«f ”’1oo% % M No“

5.557. " agkié” ‘ ' ‘ %'f'1"&5}3'é~.§' " on-H

-55% .. .. _ ._ _i._b_D_;_______ ._

as:-gaa“ “ ' ” ‘ ” -1069; 0 M
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Esuce N° deimortalida §Clasificaci Mortalidadgclasificacifi
"so plant id del ECB gén del dafioidel FAW ién del dafioi

a E . .

5.9.133 ‘NEG 0 :10 ;0% -10

1:.jemp-109

]1'.'9.rr'mt.'.' '1*?p3 hfbridas

Vip3(‘. es [mica para Osrrr'r1ia nubifafis (ba11'erIaL1r.ir del mafz europcuj y Piurefia .t'yfo.s'r.eI1‘a (palumilla dorm dc
diamante), en taiito que las toxinas hon1o'lc-gas a V1133, por cjemplo, V’ip3A(a), Vip3A(b) y \v'ip3A(-2) no lo son. Vip3C
y Vip3A difieren principalmente en Iaregiéli (I—termina1 de sus respectivas saecnenciar. de aminoacidns particularmente
en la regiéii desde el annnoacidaa 661 al aminoaicidu 738 de la SEC. ID. N”: 2. Para demuslrar quc esla regién C-
tcnninal dc Vip3C es la por-rién dc la toxiiia Vip3C rcsponsablc dc Ia actividad contra cl 1'JB.lTC[1E-l.C1-Dl‘ dcl maiz curopco
y la palomilla clorso de diamante, Lina Ic-xina hfbrida que comprendia la regién C—terminal de Vip3f_‘., desde el mimero
L11: aminnéicidn 661 :51 nL'ln'It:r0 de amino-aicidti 783 dc SEC. ID. N°: 2, sejunlé en la di1'er.:r.:i:’:11 dc arniriu a carhuxi con
la rcgién N-tcnnina], dcsdc cl niimcro dc aminoécido 1 al niimcro dc amiiioacido 660 do SEC. ID. N”: 5, dc Vip3A.
L-lsla toxiua hfbrida so clesigmf) Vip3A-C.

Se construyé una rnolecula de aicido iiucleico qua codificaba Ia Ioxina hibnda \r'jp5A—(:, usando dos pasos de PCR
com 105. cebadores siguienles:

v1p3A—N: 5'—ACCATGAACAAGAATAATACTAAATTAAGCACAAGAG—

3'{sEn. TD. N”: 24)

vip3a2U50: 5'—TAAaGTTATcTCCCcAAGcTTCaTcTCCA—3' (sac.

ID. N“: 25}

vip3c—c1: 5'-AATGGAGATGAAGCTTGGGGAGAT—3' (SEC. ID.

N°: 26)

Vip3C-C2: 5'—TTTATTTAATAGAAACGTTTTCAAATGATaTATG-3'

(SEC. ID. N‘: 2?)

En cl primer paso dc PCR so usarou 105 ccbaclc-res Vip3A—N (SI;-"C. II). N": 24} 5-’ Vip3A2050 (SEC. ID. N": 25) para
gcncra.r un fragincntn dc £i.1J1‘0X1.1I1i].dii.t'I1|.)111I|C 2.0 kb dcl cxutino 5’ dcl gcn w'p3u'\. qnc codifica la rcgi-:‘m N—tcrmina.1.
y se usamn I05 cebadores V’ip3C—C1 (SEC. ID. N°: 26) y Vip3C—C3 (SEC. ID. N°: 37) para geuerar un fragmento de
ap1'-nximadainentt: 0.4 kb dcl cxlrerno 3‘ dc] gen vr'p'5(j, que codiiica la 1'egi-:3n L‘.—lt:1'I1'IirIa1. I-in cl stguiido past) (It: PER.
cstos dos fragmclitos so combinaron Como moldcs para 105 ccbad-arcs Vip3A—N (SEC. II). N’: 24) 3: Vip3C—CZ'. (SEC.
ID. N“: 2?) para genera: un gen hfbridn w'p3A—v:'p3C cle aproxirnadamente 1.4. designado vip3A—C.

Sc prcpard un gen hfbrido in-‘p3A—w'p3C{b), cuya sccuciicia so cxpoiic cn SEE. ID. N°: 10. E] gen hibrido 1>.r'p3A-
C‘. se cloné en pETIOID (N0-vagen). y el vector resultante se designé pNCIV39I2, 3' se lransformé en DH5a de E. co-If
para la uxpresidn. Esle -.:1-on dc E cob, {NRRL 13-30551), se volvié a p1'oba.1' cL)nI.1'aIas especi-es dc inseclos indicadas en
la tabla 10. Se usfi la pruleina Vip3C'. COITIU ::L11ilmlcLimparaIivL=. L05 dalus 5:: compararon -L;-Lin cl cspccliv dc aclividad
couocido dc \r'ip3A.

L05 rcsultados que 5:: inurcsLran an la tabla 10 ::r.=1i11iina1i quc la rcgiéii C-lcrrninal dc Vip3C. dcsdc cl niimem
dc aminoacido 661 a1 Inimcro dc amiuoacido ".188 do SEC. ID. N°: 2. cs suficiculc para confcrir actividad contra cl
barrenador del mail europeo y la palomilla dorso de diamante a la Ioxina hfbrida.
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TABLA10

gmortalidad
linsecto en %

:Insecto probado del Espectro

iactividad

;vip3A~c vip3c{bJ” :Vip3AF

Qflgrotis ipsilon 3100 "100 :+

%Helicove:pa zea @100

gyeliothis _50 !5C +

§V{’?f??E§“

Espodqpcera :80 ?1c0 ;+

575“ '+

gexigua

Espodqptera _70a

gfrugiperda

§TriChoplusia ni :80 §1C0 ;+._. ._______._. __._ ___ .. _ __._ ‘._. _ __ _._..._ __ . _ __ __.. _. ..__..... . ._. __ __ .. ._. . .. .

iPectinophora 080
Egossypiella

§Cochylis hospes .100 :90 §+

Efiomeosoma 405
gelectellum

Eostrinia 100 3100 3-
inubilalis : Z

§Plutella 100
Exylostella

€100 €-

Ease observé que los insectos sobrevivientes tenian una§

§severa inhibicién de la alimcntacién y el crecimiento.

Ebnatos del ejemplo 6
! . J . . .
ECA "+" ;nd1ca una especle de lnsecto que es senslble a

deg

deg

§Vip3A. A "—" indica una especie de insecto poco sensible

E0 no sensible a Vip3A-
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Ejemplo 10

Rerombiriaciriri in 1=iim dc genes 1'33 poi‘ i).:Jr'ajaci9 dd ADN

Uno de los genes rip} de la presente inveneicm (SEC. ID, N“: 1, 3 0 1]) se amplitiea por PCR. El fragmento de
ADN resullanle es digerido medianie ll'£il£i1'I1ll':]1l0 con DNasaI eseneialmenie segiiii se describe e11 Siemirier at :11.
PNAS 91: l0747"—l07'5] (1994), 3‘ los eehadores do PCR se separan de la menela de reaeeion. Se lleva a cab-0 una
reaccitfnn cle PCR sin cebadores seguida ale una reaecicm the PCR con cebadores. ambas segfln se cleserilt-e en Stemmer
:2: cu‘. (1994). Les lragmenlos de ADN 1'esul1.a.nles se clonan en pTRC99a L'P|'iarmac:ia, N° Lie c:a.1..: 275007-01) y se
I1'anst‘-orman en E. Cali cepa SASX38 mediante eloetroporacion usando el pulsador de genes Eiorad y las eondieiones
dcl fabrieante. Las baelerias lransforrnadas se cultivan en medic duranle toda la noehe y se les deterrnina su actividad
iilaeclicida.

En una i'eaecic':n similar, fragmenlos dc ADN amplificacle-s por PCR que eomprenden Lino de 105 genes w'p3 descri-
tos en este doeumento (SEC. ID. N“: l. 3. 5. T, 9 o 11. o sus mutanles). y fragmentos de ADN ainpliiicados por PCR
que comprenden al menos uno de los virus genes 1=ip3 desciilos en esle doeumenlo (o sus mulanles) se recumbinan in
who y se recupeian las varianies 1'esu1lanIes coir mayores propiedades insecticidas segiin se describe a eontinuaeion,

Para aumenlar Ia divemidad de la gennleea de genes vip3 barujadns, un gen 0 genes vip3 (denurninudns genes
prirriarios) se barajan usando barajado de oligoiruele-faiidos siniéticos. Se sintelizan irniltiples oligoiiueleotidos (p. ej.,
2, 5, 10, 20, 50. 75 0 100 o mas) correspondientes a la al menos u11a region dc cliversidad. Esos oligonueleolidos se
pueclen barajar directamente 0 se pueden recornbinar con una o mas de las familias de zicido nucleicos.

La secueneia de oligonucledtidos se puede tomar de oLro genes i-'ip3 denominados genes seeuirdarios. Los genes
secundarios tienen un cierio grado de homologia con los genes primarios. Exisien varias rnaneras de seleccionar paries
de 105 genes seeundarios para la sintesis de oligonuclef-tidos. For ejemplo, se pue-den seleccionar porciones de genes
seeundarios al azar. El proeeso de harajado del ADN seleccie-nara ]-as oligonuclemidos que se pueden ineorporar en
105 genes barajados.

I.asp01'einnes seleccionadas pueden ser de cualquier lo-ngitud en Lanro sean adecuadas para sinrelizar. Le-5 0lignnu-
cleéticlos también se pueden designar basandose en la homologia entre los genes primaries y secundarios. t-Ls neeesario
un cierio grade de hornologia para el eruzamienlo, que debe ocurrir enlre los fragmenlos de ADN duianle el barajado.
Al mismn ‘iiempo, se desea una gran heierogeneidad para la dl\'C1'Sld:1d de la genoleea dc genes harajados. P01‘ olra par-
te, se puede seleceionar una porcién espeeifica de los genes seeundario-s para la sintesis de o-ligonuclesotidos baszindose
en el oonoeimieiilo sobre la relaei-on enlre la seoueneia de la pmleina y la funci-on.

La presenle inveimion ha divulgado que el dominio C-terminal de Vip3 es en pane iesporisable del espeetro de
aetividacl de las loxinas Vip3. Cuande el espeeiro inseetieida es modificado por la iiiveiieién en eurso utilizando la
lecnologia tie barniudo del ADN, la region C—1erminal de la seeuencia de nucleotides de los genes secundarios se
puede seleceionar corno Lina region blanco para sintetiza.1' oligoiiueledlidos ulilizados en un procecliinjento do barajado
de oligonucleotidos

Dado que la. aclividad insecticida de la protefna Vip3 dcpcnde, al menos en pane, dc la region N-terminal. la region
N—terminal cle 105 genes secundarios se pu ede seleccionar para barajado de eligonuelecfitjdos a fin de obtener una mayor
aetividad inseeticida.

En un aspecto. 105 genes primaries w'p3C(a) 3* i-'ip3C(h) se harajan con varies oligonucleotidos que son sinLetiza—
dos basaiiidose en la secueiicia del gen secundario vip3A. Vip3C(a) y 1:.r'p3(.'(IJ) son mu}-' homélogos, pero v.-'p':‘iA es
susiancialmente diferenle de esos genes. Pm‘ ennsiguiente, es deseahle harajar 1-ip3A junta eon vfp?-(I{a) y‘ 1.-ip3(I[h‘_i
para aurnentar la diversidad de los aeidos nucleicos recornbinantes baraja.dos resultantes. Se seleceionan porciones de
la secuencia i—-ip3A, que son suslaneialrnente clifererites de las poreiones COl‘l‘BSp-OI'ldlE.‘l'llBS de iJip’3-C.(a) y m'p3C(b), y
se sinieiiza una serie de oligonucleotidos de S0-mar que eubren esas porciones. I;-sos oligonucleétidos se barajan eon
vip3C‘.(a) y irip3C(b). Luego seleceiona una eierta eanti-dad de clones de la genote-ca de genes barajados y se exami-
11a11 para de‘ierminai' la cliversidad poi‘ inapeo de restriceion Se prev-é que la diversidad sea mayor que la irornralnrente
espeiada para el barajado de i:ip3C(a) 3: v.ip3C(b) solos.

Ejemplo ll

Deteeciciir de aim 11-zndimienm tie ac‘Iii'idad insecticide

Se cribaii genotecas de genes vip3 barajados en E. col! 0 en Baciifus rirrir.-‘ngiensis para deter1n.ina1' la actividad
inseelicida. Se repiean eolonias con un Q-bot (Beekman), se eoloean en un medio de oullivo en un forrnaio esiandar
de 96 pocillos 3' se cultivan durante loda la noche. Cada clon se dislribuye en una capa sobre la superfieie de la dicta
de un in-secto en Lin fnrmalo de 96 po-eillos y se deja seear la superfine. -Opcio-nalrnente, se agregan mezelas de células
Lransformadas a cada pocillo para au mentar la canlidad de clones probados en la ronda. cie -cribado iiiicial. Por ejernp-lo.
cribar 100 clones por pocillo y usar 10 000 poeillos proporciona un cribado de 10° clones.
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Sc agrcgan varias larvas ncouatas dc un insccto blanco, pot cjcmplo, Hez':'oI.-‘ifs w'ne?.~s'cre.I:.9. Heffarwsrpa zed 0 Spo-
d¢:pIL'rufrugip¢'m'u, a cada pocillo. La placa se cubre con una membmna permeable a] aire que retenga las larvas en
los pocillns e11 105 cuales Iuemn C.()l(J-L:i1Lli15. Después de 5 dials Ins pncillns sue €Vi1lfi.d.l'J pa.1".1 dr:'Le1'mi11a1' la canlidad dc
dieta consumida 3? 0 la mortalidad de] inseclo. Les clones de 105 pocil]-as que indjcau que se consurnié poca dieta 0
nada yin aquellos en los que se observa una gran mortaiidad de] insecto se seleccionan para anailisis posteriores. Se
dcbcria l'3I1I‘.30I1ll'::I.l'(.]1JB varies :.']o11es lienen mayor aclividad contra el illscclo blanco.

Ejernplo 12

Clonaciéii con Césmido dz! gen E'g3C compfero

Sn: aislfi cl ADN total de (‘.1674 (NRRL B—30556]I Iralandu células recién cullivudus resusp&:11:Ji:Jas :11 Tris 100
mM do [311 8, EDTA 10 m.M con 2 mgfml dc lisozima duramc 30 minutes a 37°C. Sc 1:: agrcgé protcinasa K a una
concentracién final cle 100 pgfml en SDS :11 1%. 1:}1)'1'A 50 mM. urea I M y se incubé 55‘*C. Se le agregé un volumen
igual dz: fe110l—clu1'ufo1'mu—alcuhn1 isuarn1'1ic0. La mueslra se mezulci suavemcntt: duranle 5 minutus 1-.’ 5|: cenlrifugd a
3 K. Eslo st rcpitié dos vcccs. Dr:*.5pL1és la fasc acuosa so mczclé con 0.? voltimcucs dc isopropamtul 3' so ccntrifllguzi. El
sedimento cle ADN se lavé tres veces con etanol al 70% y se resuspendié suavemenle en 0.5 X '11:‘. Se tratamn 12 pg
dc ADN cnn 0.3 LIl'lll_lLl(_lB."a dc S'au3'/1 pm‘ pg dc ADN :1 37°Ct:11 un volumen dc l00_;1l. Se I-I11T18I(J-l'I muesatnlsa '.1inL&:1'vn|n:~a
de 2 minutes durante 10 minutos. Después 5:: agregé un volumen U10 de 10 X TE )1 las muestras se. calcutaron durautc
30 minutes a 65°C para inactivar la cnzima. Las mucstras 5:: somcticron a clcctroforcsls para dctc1'mina.r qué fraccidn
estaba en el range de 40 kb y esta muestra se us-:3 en la ligacién.

E1 vector césmido SupcrCos (Stramgcnc, La Jolla, CA] SC prcparé scgfin describe (:1 fabricamc utilizando cl sitio
dc -:1-onacién B:.m1HI. E1 SuperCo5 prcparado a 100 ngfml 5:: ljgé con el ADN dc C1674 p1‘e\-'iame111e digerido con
S.-.m3/L en una proporcién the 2:1 en un volumen de 5 ,ul duranle toda la noche a 6"C. La mezcla de ligacién se empacé
usando Gigapack XI. III (Stratagene) segfin describe el fahricanle. has fagos empacados se infectarc-n en células de E.
(POH XL—1MR (St1‘a.tageI1e) segfin describe el fabricante. La gen-oteca. -de césmidos se sembnf) en placas -cle L—aga.r can
50 ,ughI1l dc kallamiciua que se ll1i2Uba.l'Ol] 16 horas a 3?"C. Se 1'epica1'I:m 200 colonias y se culllvaron para cleleclar la
prcscucia dcl gen 1-‘:'p3C.

L05 200 clones dc céslnido se analizaroll [J01 PCR para deteclar la [Jl'I:SI:llI.'la del gum I.=Ep3C usando [Us ccbadorcs
cspccificos dc -.>."p3('.‘.

Se <ier1m5Lr-L3 que dos clolles de ccismido ::u11le11J’an la secuencia dc cudillcacién de m'p3-C. Dcspués de varias colndas
dc sccucnciaci-u:’>n so confirms’: quc la sccucncia era la sccucncia quc sc cxponc cn SEC. ID. N°: 31. Esta sccucncia dc
codifica-:i(311 dc w'p3C sc dc5.ig11(3 w'p3C-12108 y codifica la pmt-.:I11a Vjp3C-12168 (SEC. ID. N”: 32).

Eicmplo 13

Him-m.cajun dn Vfp5['.'—:72?6;'s’

Se analizaron células de E. c-oh‘ que cornprendian un vector cle expresién (p'1‘rcHjs; Invitrogen) qua comenia la
sccuencia dc codificacién dc -L-:'p3C— 12168 para detcrminar la aclividad biolé-gica usando cl pmtocolo descrilo en cl
cjcmplu 6. Lat; c_~'.pocic.~; dc iliscctos prubadas fucm-11: baJ‘1'::n:1.dL)1' dcl rnafx. curu-pm (ECB), gusano cngolluma [F/XW),
gusanu cc-rtador grasiento (BCW), gusano cogoller-3 del tabaco (TBW) y gusano elolero (CEW). Se registré la mor-
lalidad de las larvas, al igual que la 0cur1‘encia dc i11hibicién de la alimenlacién y el cnecinljenlo, T dias después de
la infeccifun de la dieta con las. larvas. Una rnue:-'.tra que czrmtellfa células de 1:". (.'m'r' con un vector de exp1'esir':-I1 vacio
[pTrcHi.~;) actué oomo control neg-,ativo. Las células de E. calf que expresan la 6—endotoxina. Cry1Ab 3* las células de
E. (‘off qua expresan la pmlefna Vip3A también se analizaron en el mismo bioensayo para comparar el espectro de
actividad.

L05 resultadcus se muestran en la tabla 11. L03 dates mueslram que Vip3C—l2168 tiene. el mismo espectm de
aclividad que una combinacién dc Crylflb y Vip3 A.
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TABLAII

izcs jaw lncw irnw Eczw

§cry1Ab Z100 ,0 10 -03 B

‘vip3A :0 me 100 '83:’ 100

:Vip3C-12168 100 @100 "100 92*“ ;100
l?Tr(:I-lis (ver:.t0rvac_:’1o} E0 10 -0 IE

aTnhibit:ic'm Ciel Crecimiento; bInhibicifim de la?

galimentacién

Ejemp-1014

1/p3 C.‘-I 21158 oprimizado para ma.-'3

Una secuencia de co-dificacidn de w'p3C‘.-12168 optimizado para maiz se designd de acuerdo con el procedinfiento
clescritu en el ejemplo 5. La secuencia de llucleétidos de la secuencia de codificacinfm de I-'Ep3C—l2l68 optilnizado para.-up
rnaiz se 1'r1uesLra en SJ:',('.. ID. N”: :3.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula dc écidn I1ucIc1'c:n aislada quc cnn'Ip1'cndc una sccucncia dc nuc1cd~lidns quc codifica una tnxina
que es acliva contra el barrenador del mafz europeo, donde dicha secuencia de nucleétidos:

(a) tieue una secuencia complemcnraria que se hib1'ida con los uucleétidc-s 1931-2367 dc SEC. ID N°:l en 7%
Llu: dodecilsullhlo dc sodjo (SDS), NaPO4 0.5 M, EDILA 1 mM a 50°C con lavado an 0.1 X SSC, SDS :11
0. I ‘E’?-2 a 65°C; 0

(III) as isocodjficantc con la secuencia dc llucleétidos dc [:1]; 0

(-2) time al mcnos 95% do idculidad dc sccumcia C011 SEC. ID. N“: 1',o

(Li) uodifica una so-::ucncia dc aminuaicidos quu licnu 11] moms 91% do idclltidad dc sucucncia can SEC. ID. N”:'3

2. La molécula dc aicido llucleico aislada dc acuerdo con la r&:iv1'11dica<.'1'6n I que K.‘011'Jpl'BI1dl# I05 nucleélidos 1981-
2367 do SEC. ID. N":1 0 SEC. II). N”: 3.

3. La molé-cula dc zicidu nucleic-0 aislada dc: acuerd-0 con la leivindicacidn 1 que comprende la secue11cia dc nu-
clcélidos quc 5c cxponc on SEC. ID. N“: 1, SEC. ID. N“: 3, SEC. ID. N“: 10, SEC. ID. N”: 31 0 SEC. II}. N’: 33.

4. La molécula de écldo nucleico aislada de acuerclo con la reivindicacidn 1. dnnde Llicha secuencia cle nucleétidos

cudifica la secucncia dc uminuaicidos quc se txpu-nu: en SEC. ID, N°: 2, SEC. ID. N°: 11 0 SEC. ID. N“: 32.

S. La molécula de aicido nucleico aislada cle acuerdo con la reivilldicaciéll I. donde dicha toxina comprende los
amimaicidos 631-788 de la secuencia dc aminozicidus dc SEC. ID. N”: 2.

6. Un gen quimérico que comprende una secuencia promotora hete1‘éloga unida operativamente a la mc-lécula de
aicido nucleicn dd: cualquiera dc lari reivindiuacintnes l :1 5.

7. Un vector recombinante que comprende el gen quimérico de la. reivindicacifin 6.

8. Una célula huéspcd uansgélnica quc comprcndc cl gen quimérico dc la rciviI1dicacir'>n 6.

9. La célllla huésped lrallsgénica de acuerdu can In reivintlicacidn 3, que es una célula ha::1::1'ia11a.

10. La célula huésped transgénica de acuerdo con la 1'eivindicaciOn 8. que es um: célula vegetal.

11. Una planla lransgéllica qua wmp1'::11d:: la célula vegelal u'a11sgén1'::a de la reivindicacién 10.

12. Una semilla transgénica de la planta transgénica de la reivindicacién ll, doncle. la sernilla transgénica com-
]JIi:l'ldi: la secueucia de aicido nu::1-aicu de la reivindicacidn 1.

13. Una to-xina aislada que es activa contra el barrenador del maiz europeo, donde e1 extreme C—Iermina1 de
dicha lnxina cnmprende Im; amincaeicidtm 661-788 dc SEC. IT). N“: 2, y dicha Luxina cumprende una xecucncia de
mninoaicidos qua:

a) tiene al menos 91% de icleul1'-zlad con SEC. ID. N“: 3'. 0

b) as producida per la cxprcsic’J11 dc una molécula dc écido nuclcico qua: comprcndc una so-zucncia dc nuc1c6-
tidos que ‘Lienen una secuencia cornplcmentaria que se llibrida con [05 nucleétidos 1981-236'? dc SEC. ID.
N": 1 en 7% de clodecilsulfato de sc-clio (SDS), NaPO-4 0.5 M, EDTA 1 mM a 5U"(_‘. con lavado an 0.1 X
SSC, SDS a] 0.1% a 65°C; 0

c) as producida por la cxp1'esié11 de una molécula dc sicido nucleico qun: n:01'np1'endc una secuellcia cle nuclea-
tidos quc cs isocodificalllc con la sccucncia dc L1uc1cC'>tid0s dc (1)); 0

d) as producida por la cxpresiéll dc una rnolécula dc zicido nucleico que ::01'np1'endt: una sccuencia dc nuclei}-
tidos quc licnc a] mcnos 95% dc idcntidad dc sccucncia con SEC. ID. N”: 1.

14. La toxina aislada dc acucrdo con la rcivindicaciém 13 quc comprcndc la sc-zucncia do aminozicidc-3 quc so
cxponc en SEC. ID. N“: 2, SEC. 1D. N“: 110 S -.C. I 1-. N”: 32.
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15. La toxiua aislada dc acucrdo con la 1'civiudicaci6n 13, dondc dicha toxina cs producida por la cxp1'c5ic’>n dc una
molécula de aicido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidc-s que se exp-one en 51:13.. lD. N“: 1, SEC. ID.
N°: 3, SEC. ID. N”: If}, SEC. IT). N”: 3] (}SEC.1TJ. N":33.

1 6. La Ioxina aislada dc acuerdo con la 1'eivincli::a¢i<‘:n 13 0 una 103-zina codilicada per una xnolécula de aicido nuclei-
co dc acucrdo con la rcivindicacién 1, doude dicha loxina liene aclividad conLra un i11sbct0 lepidéplcro scleccionado
dcl gmpra quc consistc cu Plrrrella.:jw'osIeIlr1(pa10mi1]a dorsn dc diamante), Sp0d0preraf114gEpenfl: (gusano cngollcro),
Agmm ipsifora (gusano c-nrtador grasiento). Helfcoverpa zen: -tjgusano elotero). Hehorhis b'f?‘ESC€rIS (gusano cogollero
del tabacu). Spodopr-era cxigua (gusanu suldadn de la rcmnlacha). Pccrfrrophora go.9s_vp1'cHa (lagana rusada). Tric}10—
pI.'.r.s'.='a m' (gusauo lhlso mcdidor dc la col), CocF:_vI.='s haspes (polilla dc bandas dcl girasol), 5* Homeosoma efecrefizam
(polilla dcl girasol).

17'. La luxina aisludu dc ucuerdu IJUII la reivindicacid-n L3 0 una luxilla cudilicada pur una rnulécula dc aicidu
11u::lcico dc acucrdo con la rcivindicacién 1, dondc dicha tc-xina cs producida por uua ccpa dc B:.1c1'Hm' rhuringfensis
seleccionada del grupo que con-siste en Cl67'4, clesignada co-mo registro NRRL B—3U':35Er; y C536. designada co-mo
legistru NRRL B—3055';'.

18. La toxina aislada de acuerdo con la reivindicacién L3 0 una toxina codificada per una molécula de écido
llucleiw dc acuerdu cuu la Ieivindicacién 1, damde: dicha loxillu es producida pm‘ un clon de E. Coir" seleccionudn dc]
grupo quc consislc cu pNOV39'l0, designado cc-mo registro NRRL 13-30553; pNOV39ll, designado Como regislm
NRRL B-30552‘. pNOV3906, dcsiglmdo come rcgislro NRRL B-30555; pNOV3905, dcsiguado Como Icgistro NRRL
B—30554; y pNOV39l2, designado Como registro NRRL B—3055 1.

19. Una composicién quc comprcndc una cantidad cficaz para controlar jnscctos dc la toxina dc acucrdo con la
1‘Ci\€jfldiCflCifJl1 13.

20. Un método para pro-ducir una plzmta transgénica resistente a los insectos, que comprende introducir la molécula
dc aicido uucleico de acuerdo con la 1\=.i\-‘imlicacién 1 en una célula. vegetal; y vegellerar una planta transfonnada a partir
de dinsha rcélula vegelal, doncle dlcha plaula tL'aJ1sfD1'n1arla cs rcslstenle a los irlsectos.

21. Un rnétodo para contmlar un inseam que cornprende surninistrar a dicho inseam una camidad eficaz de la.
loxina de acucrdo cc-11 la re1'vi11diCa::i611 13.

22. Una to-xina hfbrida activa contra el barrenador de] maiz europeo, qua cc-mprende una regilfin ca.rboxi—termina1
de una loxina Vip3 unida en la -d1're::ciOn de amino :1 caxboxi a una regién a.miI1o—1.erminal de Luna Loxilla Vip3 diferenle.
doudc dicha rcgiéu ca1'boxi—lc1'minal ::ornp1'cudc 105 aminosicidos 661-783 dc la SEC. ID. N“: 2', y dondc dicha rcgién
ami11o-terminal ticuc al mcnos 8592: do idcutidad con 105 alnmoaicidos l--060 dc SEC. ID. N“: 7.
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LISTA DE SECUENCIAS

-.<120> Nuevas toxinas Vip3 y métoclos de uso

<1 30> 6U'163PC'l'

-:l50> US 601362250

-:l51'> 2002-03-06

-7.160;-33

<l70> Paleulln v::rsiLi-11 3.2

<:2J0} 1

<2] 1:» 2367

<:3J2> ADN

<3] 33- Hacifhrs 1‘Ir1rr:'ngier1si.'.'

4220)

4.221.: :;aJ‘aulc1'isli:;a_misc

<2’_’2:> (l)..(23IE-F!)

<323:> Secuencia de codificacifm de vip3('. naL1'va_
Una “1"" en la posicién 2213 rep1'es1:11la cl lluclcélidu g 0 ‘.1.

4-100; 1

atgatcnaaa

aatgqcattt

QICJCBQQEQ

atttctggta

ttaaatacag

aatqatgtta

attacatcta

tacttaagta

cttattaact

gaaannttbg

tcqcctgctg

aaaactqacq

aataatttat

gcgaaaacaa

ctaclaucqa

attgattata

ltaatactaa

atggatttgc

qtaatctaac

anttggatqg

aattatctaa

ataacaaact

tgttaagtqa

agcaattgca

cnacacttac

aaganttaac

atat tcttga

ttqa t-qqt tt.

tcgwcattc

9t99¢39t93

aaqcttttct

cttctattat

attaaqcaca

cactggtatc

cttaqacqaa

Qqtllltfiqfi

gqaaatctta

cgatgcgata

tgtaatgaag

agaaatttct

tgaaattaca

ttttgctaca

tgagttaact

tfiflnttttac

aqctttaaaa

agtaggaaat

tactttaaca

gaatgaacat

aqawccctac

aaagacatta

atcctaaaqa

aqcttaaatg

aaaatcgcaa

aatacgatgc

caaaattntg

gataaattag

cctgcatatc

gaanccqctt

qalttaactg

cctaatacat

acbgcttcag

qtttataatt

acatgccgaa

ttaaatuagg

uqaqttttat

tqaatatqat

atcaqcaqct

ntcttltcgc

atgaacagaa

ttcatatata

cgctaqqtct

atattattaa

aacgqattaa

tanaaqtaaa

anctagcgaa

tccacuatgt

aattaattqc

tcttaattgt

aatta tcagg

aaaalgagqa

000329

tuattatttt

ntctaaaacq

accaaatqaq

acaggqnaac

tcnagtctta

tctacctaaa

qcaaatngaa

cgtaaatgtt

atatgtgaat

aeaggataqc

aagtgttaca

aatcutaqga

taaagaaaut

atraacagct

cnnagcnqgt

atttagagta

60

120

13a

240

300

350

120

480

540

600

660

120

180

340

900

960
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aacahcctt:

aqtgatgaag

gaantqngcn

tatcaaqttg

tgtccigntc

gtaattacta

aatttttatg

qlififfifiifit

atcagtgau

aguttnatta

agcaataaag

aacgqgtcca

qtagatcata

ttttcacaat

qttanaggaa

gatacaaata

gatttaaaqg

aaatttacaa

ccéaattctt

ttqqqqdcnt

atnaqcttta

tttqaacqn:

hcunntaatn

tcltttgall

4210‘; 2

<:E112> 738

<:213> PRT

ctacactttc

atqcaangat

atgattcant

ataagqattc

aatctgaaca

aaattqattt

Attcetctnc

atlqaacqtt

cntttttqnc

ctttnacntg

aaactaahtt

tagaagagga

=399C§0ifit

ttattqgagl

anccttctat

ataatttaaa

gaqtgtattt

ttttaglaat

qqattacgac

atgqgacctt

ctgcatcagq

gcaaccttat

cugqattnta

acgtttctat

<213> Barilus .rhIrr':'I1gfc'r1s:'.':

<220>

<.:Z’21> C‘.ARAC'.TERfSTICA_MISC‘.

<22}; (l]..(7'38)

<:323> Toxina Vip3(‘.
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bugtacttth tctlat¢cta

gattgtgga: qctaaacuaq

cacagtntta angtatatg

cctatcggaq qttatttatq

aatatattat iclflltllfil

cactaauaaa atgaaaactt

aggaguaatt gacttaaata

aaqtgctaut gatgatggag

tccgatalnt gggtttqqcc

taaatcatat ttaagaqaac

gatcgtccca ccnagtggtt

caatttagag ccgtggaaag

gaatgqaact aaaqctttat

taagttaaaa ccqaaaactq

tcatttaaaa gatgaaaata

agattatcaa actattacta

aattttaaaa agtcaaaatg

haagcctgcg gaggltttat

tccnggggct Igcatttcag

tnqacaaaqt ctttcattaa

accatttaat gtgacgqtaa

gtcttcaact Jgtcltattt

tgtaqnnctt tcccgtcqct

tiiatal

attatgagaq

gacatqcatt

aggctaagct

gtuatacqqn

tagtattcc:

taaqatatga

Igaaaaaagt

tgtatatgcc

tccaaqctga

tactgcbag:

ttattagcaa

caaataataa

atgttcataa

agtatqtaat

ctqgatatat

Hltfittttaz

gagatqaagc

taagcccaga

gaaataaact

acagttatt:

gaaattctag

ctggqacntt

ctcotqgtqa

Xaa en la posici<"n1 ?38 es el a1ni1m:i:.:ido Glu 0 el amilloécido GI}-‘.

‘I

000330

ngttnlnggn

qqttgqgtt:

aaaacaaaat

taanttattt

aaatgaata:

qqtaacagcq

ngnatcnagt

attagqtgtc

tqnaaattcn

aacaqactta

tattgtaqaq

gaitgcgtat

Gfiicqgafifia

ccnatatact

tcattat.-18.:

tacaqgaact

ttggggagat

attanttaat

tttcattaac

aacttatagt

ggtagtatta

caaaactgnn

tqqtcatntn

1020

1030

1110

1200

1260

1320

1330

144D

150D

1560

1520

1630

17R0

IBDD

1360

1920

1990

ZDGD

2100

2160

222fl

2280

2340

2367
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nan Ly: Ann Ann Th: Ly: Lou sex In: Axg Ala Leu Etc 5:: Phe

Asp Ty: one man

G1“
50

nan

Gln

LEN

by:
130

Lcu

I19

Lflu

210

613

Ran

Lys

20

nan Met
35

I13 Leu

11:

LYB

Glf Val nan

1hr G1“

val Len
100

His Ile
115

Gln Han

Gln Glu

Ann Se:

Val Man
130

L95 Val
195'

Glu Leu

Phe Glu

Leu Phe

Glu Asn
260

Len
B5

Asn

Ty:

Ile

Thr
165

Glu

Lyn

Th:

Phu

613
215

Val

Ely

Pb:

nan

Gl!
70

Se:

LEM

Ila

5::
L50

L95

Glu

Ty:
230

Ly:

I1!

Lyn

Gin
55

53:

Val

Pgo

135

up

Thr

Phe

Leu
215

Leu

3::

Th:

Th:
40

Gin

Len

Glu

Han

-Lys
120

Set

Glu

Glu

Set
200

Ala

Asn

593

'1

G1!

33?

Len

Min

11:

R53
105

11a

nau

LED

Ile

Glu
135

Set

Ly:

Th:

Leu

sly
265

10

Phe

Th:

Len

LEE
50

LY!

Th:

Gin

asp

110

Len

Pro

SE!

Ehe

Lys
250

SEE

600331

fill

sly

has

Len
75

1.3,-5

Len

SGE

I1:

I12
155

Pro

Th:

Ala

?aL

Hifi
235

Th:

Glu

Thr my

Ely nan

Glu
60

110

I1: Ala

11¢

ASP

Net

Glu
140

Ila

fill

9h:

Asp

Thr
220

Rla

Vii

R1:

his

Leu
125

Ty:

fish

Ty:

Ala

I12
205

L95

val

SCI

Gly

11¢
Bfi

Lfiu

505

Ran

Ile
.110

Sn:

leu

Val

Gin

Th:
19D

Lou

Ran

Met

Glu

270

15

Ly:

Th:

G19

Gly

Glu
95

ESE

Se:

ASH

My
175

Glu

val

Leu
255

Val

35?

Lea

Ly:

Ran
B0

Gln

Th:

Val

by:

Hal
ISO

Ila

Th:

Glu

Val

Sly
240

112

TV:
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Man

Llu

52:
305

Bsn

Lyn

PEG

val

Ly:
335

PIG

Th:

Glu

Glu

Phi

Th:
290

I12

11:

Vil

Ely

PIO

Asn

LED

11:
150

Th:

Lou
2T5

Th:

Met

Len

Lys

H15
355

561:

Asp

Glu

Am
135

Len

Set Glu

11¢

9:9

Ely
310

nla

val

Leu

Gin

Tyr
420

Dan

Set

Th:

Glu Ran Sc:

Lcu LG“
515

500
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Val Len

Ax; Ly:

Glu His
310

Th: hen
325

S9: Asp

Leu Val

Ty: Glu

Glu
390

Set

Set Gin
405

Val I12

Glfl Val

nan Ly:

Ila Man
#70

Phe
435

LOU

Ila Th:

Th:

Lou
295

Leu

5::

Glu

Ely

3?5

Val

Gln

Th:

Th:

Lys455

1hr

I16

his
200

LED aln A13 Ly:

Lou G13 Lou

fish

Han

Phe
360

I19

Ile

Lys

410

Lyn

FED

Th:

Leu
520

Ly:

Th:

315

Glu

Len

Ty:

I12
425

flfin

Val

I1:

Leu
505

SCI

Glu

Eh:
330

Ly:

Met

Tyr
410

Eh:

Gin

Val

490

Th:

Ash

4

000332

Ala

Lys
315

act

58!

Gin

Esp
395

Thr

Phe

ryr

Ser

T3:
135

sly

Cy:

E17
300

Glu

flan

I13

nan

H58‘
380

Th:

flfifl

Th:

up

52:
460

Net

Phe

Ly.-.

Elu

2&5

Ila

Glu

Pro

Val

5::
445

Gin

Pro

SCI

Th:
525

Pha

Phl

Han

Glu
350

HEE

Gin

Ly:

Ile

Lys430

SC!

Ala

Leu

Leu

Tyr
510

'L?5

hen

RI;

Ty:
335

Ala

Ile

Val

IOU

Val
415

Net

Th:

Gin

Ely

Gin
495

LOU

Len

Th:

Th:

val
320

Thr

Pho
non

Phe

Val
130

fill

Ila
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VIL

Glu
545

vaL

Th!

Leu

Ala

Lnu

Gly

51y
105

I1:

Ile

Glu

Pro
330

Glu

Glu

Lys
610

Lfiu

Len

Lau

Ala
690

Th:

5::

K83

Ber

Leu
110

Pro Se:

NIH

H18 Tht

Ely

Ty:
555

Asp Glu

Ly: Asp

Lys G19

660

Sat Pro
675

set 11:

Pht

Phe Thr

Val
no

G19
?55

Th:

Sc:

val 5:: 11: Lys
785
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513

Lou

51y
565

Phe

Ila

Ian

Ty:

val
E45

Lks

Glu

Se:

Gin

725

Phe

Phe
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Phe Ile sex

Glu
550

Gly

Se:

Gin

Th:

Gln
630

Phe

LOU

Set
110

Set

Glu

Lys

SEC

535

FIG

Val

Gln

Gly615

Thr

LEU

Th:

11¢

E95

Leu

313

lug

Th:

Gly
??3

‘Mr

Ian

Phe

Th:
600

Tyr

113

I1:

113

680

Lys

Se:

P15

803

Glu
160

Ely

<

we

619

I1:
535

Vol

I19

Th:

Leu

Leu
665

9:0

LEG

Len

Eh:

745

56!

G1!

11¢

Ala

Th:
51D

Gly

His

by:

Lys
550

Glu

Asa

Pb:

359

?30

Ban

Ann

G1!

300333

Val Glu Ian

nan
555

Ely

Tyr

H59
635

Set

11¢

SCI

11¢

Sex
715

Vdl

Ban

H13

540

Ran

Ala

Lys

Glu
620

Phe

Gin

Th:

3::

Tht

I12
wen

Lou

Lflfl

PIG
605

ASP

Thr

ASH

Pro

11:
6&5

Leu

SEE

Val

SI:

G1!
765

Set

Ely 3::

Ian Ala

Ty: Val
575

Ly: Pro
599

Se: 11:

Th: Han

1hr 51?

Sly Asp
655

Ala Glu
670

Th: Th:

G1? Th:

Th: Ty:

Arq Asn
735

Th: Set
150

Leu Ty:

Phe Glu

I13

Tyr
560

Hi!

Lys

B13

Asn

Thr
640

Glu

Pro

Rsn

5&1
120

Set

Hi:

Val

Asn
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<:223> Sccucncia dc codificacidn dc vjp3C optimizado para maiz.
Una ‘‘r‘‘ en Jar. pn.~‘.ici(me.\: 3313 3-‘ 2214 represenla el nuclecitido g n a.

<.400> 3

ahgnncalga

aacggcatct

9‘°3C¢99¢9

atcagcgqca

ctcaacaccg

aacgacgtga

atcacctcca

tacctctcca

ctcatcaact

gnqaagttcg

tccccgqccg

aaqaacgacg

aacaacctct

gtgaagacct

ctgcagqcca

atcgactnca

aacatcctcc

tccqacgaqg

qaqatgtcca

taccaggtgo

tgcccggacc

gtgatcacca

iacttctacq

9l§9¢¢939t

itctccgaaa

acancaccna

acgqattcgn

gCaacctcnC

aqctcqacqg

agctgtccaa

acaacaagct

tgctctccga

agcagctcca

ccaccctca:

agqaqctqac

acatcctcua

tggacggctt

tcqgccgctc

ccgqctccg:

agqccttcct

cctccatcat

cgaccctctc

acgccaaqat

ncgactccat

acaaggactc

ggtccgagcn

agatcolctt

aCt¢Gtc03¢

accqcaccct

ccttCDtCIC

getctceacc

caccggcaac

cctcgacgag

cgtgaacgqc

ggagatcctc

cqacgccatc

cgtgatgnag

gqagatcagc

cgagatcacc

cttcqccacc

cgaqctgacc

cqagttctac

cqccctcnag

99t9U9C€i9

CIECCCEHCQ

gaacqagcac

caacaccttc

vitcutguaa

caccgtqctc

cctctccgag

gatltaatac

CGCCQIQEIQ

cqqcgaqatc

ctccgccaac

cccqatcaac

cgcgccctcc

aaggacatc:

atcctcaaga

hccatcaacq

aaqatcgcca

aacaccatgc

caguactacg

gacuaqctcg

ccggcctacc

qaqaccaccc

qagctqaccq

ctcaacacct

accgcctccq

qtgtacaact

acctgccgca

ctcaucaagg

tccaacccga

qcuangccgq

aaggcqtacg

qtgatctacg

accaacaaca

atgaagaccc

glcctcaaca

gacgacgqcq

QQCIICQQCC

6

000334

cgtccttcat

tgaacatgat

accngcagct

acctcatcqc

acgaqcagaa

tccacatcta

ccctctccct

acatcatcaa

agcgcatcaa

tcaagqtqaa

agctggncaa

tccacgacgt

agctqatcgc

toctcatcgt

agctcctcgg

390399399‘

actacgccaa

gccacgccct

aggccaaqct

gcgacnccga

togtgttccc

tccgctacga

agaagaaqgt

I: gtacatgcc

tcclggccga

cgactncttc

cctcaagacc

cctcaacqag

CCHQQDCBBC

ccaggtqctc

cctcccgaag

ccagatcgag

cgtgaacgtg

g teeqtgaac

qaaqqactcc

gtccqtgacc

93t99t9¢§¢

caaggagaac

gctcaccgcc

cctcqccggc

gttccgcqtg

99t953999C

cgtgqgcttc

caagcagaac

caagctcttc

gaacgaqtac

ggtgancqcc

qgaqtcctcc

gctcggcgtg

cqaqaactcc
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120

130

240

300

360

420

130

540

E00

560

T20

?SD

310

EDD

560

1020

1030

1110

1200

1260

1320

1330

1449

1500
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cgcctcntca

tccancaaqq

aacggctcca

gtqqaccaca

ttctcccaqt

Qtflfllfififlfil

gacaccaaca

gacctcaagg

aaqttcacca

ccgaactcct

ctcggcacct

atctccttca

ttcgagcgct

tccaacaaca

tccttcgaga

<3ll> EJTO

4312) ADN

-:3l3> Bazntiflris :‘.I’mn'r:gi€r1sI'.s

<22U>

<"_’21:> camclcristi::u_misc

<222;~(13_.(237m

<12};-« .~;::r.:LI::ncia ds: <:0(li|'u:a-.:i('>I1 naliva dc \.'ip_"rA[:1}_

<4UU>4

ntqaacanga

aatggcattt

ga 11 acagg I5 Q

atttctggta

ttaaatncag

natqatqtta

Ittacctcta

tacttaagta

cttattanct

gaaaantttq

tctcctgcag

ccctcacctg

agaccaaqct

tcgaggagga

ccqacoicqt

tcatcoacqa

agccqtccnt

acaacctcna

qcgtgtlcct

tccttqaqat

ggatcaccaa

acggcacctt

ccgcctccgg

ccaacctcat

ccgqcctcta

acgtgtccat

ataatactaa

atqgatttqc

gtqatctaac

aatcggatgg

nnttatctna

ataacaaact

tgttgaqtqa

aacaattgca

ctacacttac

Aggaattaa:

atattcttga

ES 2 344 691 T3

cnagtcctha

cutcqtqccq

caacctcgag

gaacgqcacc

caagctciau

ccacctcaag

ggactaccag

catcctcaag

caaqccqqcc

cccgggcgcc

ccgccagtcc

cccgttccac

gtcctccacc

cutguacctu

caagtag

attaaqcaca

cnctgqtatc

cctagacgaa

ggtgaatgga

ggaaqtatta

cgatqcgata

tgtaatgaaa

agagatttct

tqaaattaca

ttttgctaca

tgagttaact

ctccgcgagc

ceqtccgqct

ccgtggnagg

aaggucctct

ccqangaccg

gaeqngaaca

accatcacca

tcccagkucg

qaqqacctcc

tccatctccg

ctctccctca

qtgaccgtqc

tcccacatct

tcccqccgct

agagccttac

aaaqacatta

attttaaaga

agcttaaatg

aqqattgcaa

aatacqatgc

caaaattatg

gatanqttgg

cctgcgtatc

qaaactaqtt

gagttaactg

‘I

(500335

tqctcctcgc

tcntchccaa

ecancaacaa

acgtgcacaa

aqtacqtqat

ccqgctacat

agcqcttcac

9°9359599C

tctccccuua

gcaacaagct

actcctnctc

gcnactcccg

ccggcacctt

ccqgcqqcgq

caagttttat

tqaacatgat

atcagcagtt

atcttatcgc

ntguqcannq

ttcggqtata

cgctaagtct

atattattaa

aaaqgittaa

caaaaqtaaa

aactaqcqaa

CBCCQICCIC

catcgtgqaq

gllcgcctlc

§§3¢99¢Q§¢

cclqtacacc

ccactacgng

caccggcacc

¢t9999c9a€

GCEOBECBIC

cttcatcaac

cacctactcc

cgrrgtgctc

caagaccgaq

eqgccacatc

tgnttattnt

ttttaaaacq

actaaatgat

acaqggaaac

tcnagtttt:

‘C5.’-GCCUEC-H.

gcaaatagaa

tgtaaatgta

atatatqaac

aaaqgatqgc

aagtgtaaca

1560

1620

1680

1110

IBDO

IEEO

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2230

2300

235?

GO

120

180

210

3¢0

360

£20

189

540

600

660
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aaaaatgatg

aataatttat

gtgaaaacaa

ctqcaagcaa

attglttata

aacatcctcc

aqtgatgaaq

gaaittagti

tatcaagtcg

tqcccagatc

gtaattacta

aatttttatg

9¢l§C995fit

atcagtgaaa

agattaatta

agcaataaag

aacgggtcca

gtagatcata

atttclcllt

qttaaaqgaa

gatacaaata

gauttaaagg

aactttztta

acnaataatt

=°999a99‘=

gtqtattttt

tttgaaaaaa

qagaaagata

gtacattttt

cflflb 5

<:E11> 739

£313} PRT

hggabgqtct

tcgggcqttc

gtgvfiistal

aagcttttct

cttctattat

ctacactttc

atgcaaaqat

atgattcaat

ataaggattfi

antctgaaca

aaattgattt

nttcttutac

atagaacqtt

catttttgac

octtaacatg

annctanatt

tagaaqagga

Cflggcgflflgt

tblttgglgt

aaccttctat

ataatttaga

gagtgtattt

ttttqgaaat

ggacgagtuc

gaqggattct

ctgtgttcgg

gntatatgag

flcttltatat

acgatgtctc

£31 32> Bur*i.H:.*3 I."::rr:'rrg1'erz.9.".=;

<220}

<22 > CTr’\Rx\CTI_;RI(STIC/\_MlSCT1

4222>(l}{789}

<E'_‘3> Toxina Vip3A

ES234469lT3

tgnattttac

Igcttt;n:a

ggtcggaaat

tlctttaaci

gaatgaacat

tantactttt

qattgtqgaa

tacagtatta

cttatcggaa

aatctattat

cactaaaaaa

aggagaaatt

aagtgctaat

tccgattaat

taaatcntat

gatcgtcccg

cnntttagag

gaatggaact

taagttaaaa

tcatttaaaa

HQELEBCCEI

aatnttaaaa

taqtccttct

gggatcaact

aaaacaaaac

aqitgctnat

cgqtgctaaa

aqdgctttct

tattaagtaa

ctnantucut

achgcatcgg

gtttataact

acntqccqlt

ttaaataagg

tctaatccta

gctanaccaq

aaagtatatq

fittatttatg

acaaataaca

atganaactt

gacttaaatn

Bltfiltgfigfi

999ttt99C¢

tcaagagnac

ccaagtgqtb

ccgtggaaag

aaagctttnt

ccglallctg

gatgaaaata

actattaata

agtcaaaacg

gaaaagttat

aatattagcg

cttcaattag

gtaaggatta

gatgtttctq

caaqqgnata

8

000336

tccacgutgt

alttaattac

tcttaattqt

aattlttnqg

aannagagga

attatgcaaa

qacatgcacc

aqgctaagct

gtgatatgga

tagtatttcc

taagatatga

agaaaaaagt

tgtatatgcc

tccaagcnga

tactgctagc

ttattagcaa

caaataataa

atgtccataa

Igtatgtaat

ctggatatat

aacqttttac

gagacgaagc

taagtccaga

gtnatacnct

atagtttttc

gaaattctng

gaatqttcac

atttatatgq

aatgqtagga

taaagaaaat

attnacngct

cttaqcagat

atttaqagta

agttaaagga

qattgqgtnt

aaaacaaaat

naantcattg

aaatgaatat

qgtaacagcg

agaatcaagt

qttagqtqtc

tuaaaattca

aacagaatta

tattgtagag

gaatgcgtat

Gfiacfiflaflflfl

¢caatatact

fcattntgaa

tacaqqaact

ttgfififlafiat

attaattaat

cactctttat

aacttataga

Qfilifitgtti

tacaaaattt

tggtcctatt

T20

180

310

900

960

1020

1DflD

1140

1200

1260

1320

1350

1110

1500

1560

1629

1550

ITQO

1500

1350

1320

1980

2010

2100

2160

2220

2230

2310

23?D
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HI: 3-

60
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Hit

I10

Leu
55

Len

I31’!

Met

50:

Len

RI-I1

Glu
50

ASH

G]. n

be-u

Lys
130

L011

Ila

Se:

Th:
210

Lys

Thr

Val

115

Gln

Gin

JEEP!

Val

by:
195

Glu

Pha

ASE.

Phi
20

Net

Len

Val

611.]

100

Val

Gln

SE!

130

Val

Lou

Gin

H.511

I19

Han

Del.)
35

R511

Ty:

Ty:

I19

Thr
165

Glu

Ly!

Th:

Phe

ES 2 344 691 T3

Th:

G1 9

Ban

G13
TO

561:‘

Len

Illa

Sit
150

L211

Ly:

Ly:

Glu

Ty:

Lye

Ila

Ly:

Gin
55

Sec

Lys

Val

Pro

Leu
135

ESP

Th:

the

LEI]
215

LEIJ

Len

Ty:

T111‘
40

Gln

Len

Glu

.H.SI‘I

Lys
120

Sex

Glu

Glu

G1}
200

Ala

ASH

9

SE!

619

Asp

L£'l..I

flan

Ila

RSI!
1G5

113

IJELI.

L31!

Ila

Glu
185

Se:

DY3

Th:

10

Put

Th:

Len

Len
90

Th:

Gln

13?

1T0

Lou

Pro

501'

Pb:

000337

nzg Ala

Ila Th!

G1? G1?

Asn_A3p
6D

Leu 11:
15

Lys Ila

Leu Asp

Sc: Nat

Ile Gin
14D

11¢
155

Ile

Pro Ala

Th: Phe

Ila Hap

Val Th:
220

His Asp

Len

Ala

Ala

file

Leu
125

Ann

T9:

Ala

I1:
2D5

Val

Se:
15

P10

Lys

Th:

Gly

Gin Gly

nan Glu
95

I1:
110

H.311.

Set

Len 5::

Val Asn

Gln
175

In: Glu
190

Leu Asp

nan Asp

Me 1: Va].

Phe

Len

Ly:

Han
B0

Gln

1hr

VH1

Val
160

Thr

Glu

Val

G1 1,!
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225

Asa Ann

Th:

fish

LBU

Set
305

Ran

LE3

Pro

Val

Lys
335

Pro

Th:

Glu

465

I19

Ly:

Phe

Thr
290

Ile

I10

val

sly

L2!)
370

PIG

Ash

Len

Ila
¢5O

Th:

SEE

Lau

Glu

Ldu
2?5

Th:

Hot

Lau

Lys

355

Lye

Se:

Glu

Arg
435

Leu

Glu

Phe

hsn
260

Ill

hsn

Pr:

Ely
3&0

All

Val

Leu

Gln

Ty:
420

Ty:

Lau

Se:

Th:

ES234469lT3

230

61y Axg
2d5

Val

Val

Glu

Thr
325

5&1‘

Leu

Ty:

Set

53!
405

Val

Glu

nan

Ala

Phe
485

Lys

Lau

Ly:

H13
310

Leu

AJP

Ile

Glu

Glu
390

Glu

Ile

Val

3::

Th:

Thr

253

Leu

3|:

Glu

Ely

375

Va!

Gln

Th:

Thr

Lyfi
455

Th:

Ala

Slr

ZED

LIE

A511

nan

ESP

Phe
360

Lys

11:

11k

Lys

Ala
140

Ly:

Pro

Leu

613
265

Let}

Th:

Ala
345

Glu

DELI

Tyr

Ty:

Ile
425

Azn

Val

G1!

[13

10

000338

235

Lys Thr
250

Set Glu

Gln Ila

LBLI Pall.

Blu Lys
315

SC:
330

Ly: Met

11¢ Sex

by: Gin

G13 Asp
395

Ty: Th:
110

Asp Phe

Phe Ty:

Glu Se:

Val Tyr
175

flsn G1?
190

R1:

0:1

Lys

300

Glu

Han

Ile

nan

.I.S‘.l'l
JED

Met

nan

Th:

33F

50!
460

Net

Phe

Ber

Ila

Glu

Pro

val

365

Tyr

Lys

SE]:
us

Glu

Pro

Gly

Glu

210

Phe

Phe

Ian

Glu
350

361

Gln

Lye

Ile

Lys(30

5&1

Ala

Len

Leu

Leu
255

Val

Leu

11,-:

“I9

Ty:
335

Ala

11:

Val

Len

Val
415

Hat

Th:

Glu

G1?

Gln
495

210

11!

Ty:

Th:

Th:

Val
320

Ala

Lvs

Th:

LEU-
£09

Phe

Ly:

Ely

Val
430

R13
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40

H3

Gin

Val

Glu
S45

Val

Tht

Len

RSI!
625

Ala

Len

Sc:

Ely
T05

Val

SE1‘

Len

MP
195

Gin Ann

Lcu
515

Lsu

Pto
53a

Pro

Glu Asp

His

513

Glu Ty:
595

L95 Asp
610

Len Gin

Len Ly:

Trp Gly

Se:
6?5

Len

Th: nan
690

Ile Len

Ty: Phe

Gln Val

Glu Hut
155

sex Gln
170

V31 5::

so:
500

Lou

Asa

Th:

Gly
530

Val

Gln

660

Pro

11¢

Ly:

SEE

Leu
740

ES 2 344 691 T3

Axg Lgu 11¢ Th: Lou

Ala

cly

LBH

513
565

I1:

Ile

Rflh

val
645

FISH

Glu

592

Gln

val
725

Phe

Th:

Pha

Glu
550

G1?

SCI

Gln

Th:

Gin
630

Ty:

Phe

Len

Gly

Asn
110

SE!

Glu

Leu
520

up

Ili
535

set

Pro Trp

Val Asn

PhaGin

Tn:
600

Ty:

91g
515

Ty:

Th: Ile

Len Ile

I10 11¢

11:
630

Th:

Gln

sly Asp

Lys Azq

505

Se:

nan

Lya

I1:
535

val

Ila

Han

LEE

Leu
665

Th:

Len

Len

hla

Ty:
1&5

Th!

Ffln

11%

Eli

Th:
570

Ely

His

Lys
650

Elu

flan

Th:

339

130

Met

cya Ly:

GluLys

Gin
5&0

Val

R55
555

Lyn Ala

Lyn

Ely Lys

Gin
620

T3:

Phe
635

Se: Gin

Ila sex

Asa

Len Tyr
700

Se: Phe
T15

Val Azg

Se: Gly

SE!

Tn:
525

Asa

Len

Pro
605

Asp

?h:

flan

Pro

Thr
635

Gin

53].‘

Ile

Ala

Ty:
510

Ly:

Gly

nan

Ty:

Ly:
590

SEE

Th:

Th:

G13

5!:
670

S2:

Sly

Th:

M9

Lys
150

Lin

Lin

SD12

nla

Va:
5?5

Pro

Ile

Han

Gly

655

Gin

Th:

Gly

I10

11¢

Ty:
550

H13

H15

H5fl

Thr
640

Gin

Lye

Ely

A:g

TYI 339

nsn
735

Asp

120

Set

Val

Phe Th: Th: by: an: Glu Lys asp Asa the Ty: lle Gin165150

Gly nan nan Len Ty: Gay Gay Pxo 11¢ Val His Eh: Ty:

11: Ly:

TT5

1

000339

796
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<2l3> ALJN

<:213> Baciflus 1J'::u‘:'n\s;u'.«m5is

<310>

4.311.“: ::ara::le1'i.<.Lica_mie9c

(.323? (l]..(236-4)

<:223> sccucncia dc codificaciéll nativa dc '.*ip3B.

44003 6

atgaacaaqa

aatqqcatt:

oatacaqgtq

atttctggta

ttnaatacng

aatqatgtta

nttacltcta

tacctaagta

cttattaact

gaaaaatttq

tcccctgcaq

aanaatgacg

ascaatttat

qtgnaaacaa

ctgcaagcaa

attqactlta

aatatccttc

agclltgaaq

uaaatgaqca

tatcaagttg

ataatactaa

atggatttgc

gaaatccaac

aattggutgg
aattatztaa

ntancanict

tgttalstga

aacaattqcg

ctacacttac

aaqatttaac

atattcttga

tggatggttt

tcgqqcqttc

9t9flC39t9a

iiflcttttct

ctttcattat

ctacactttc

atgcatngat

atgattciat

ataaagattc

ES2

attaaacqca

cactggtatc

cctaqacgaa

ggtanatggg

ggaaatctta

tantqcgttn

tqtaatqaaa

aqaantthcc

tqaaattaca

ttttgctaca

tgagttaact

tgaattttac

agctttaaaa

ggtaqgaaat

tactttaaca

gaatgaauat

taatactttt

aattqtggaa

cacaqtatta

gttatcagan

344 691T3

nqqqcctta-:. cqagttttat

nugacatca zgaacangat

uttttanaaa ntcaqcaqtt

agcttaalcg Itcttatcgc

Iaaattgcaa atgagcagaa

tatacaatgc ttcacatafa

caaaattatq cnctaaqtct

Qacaaqttnq atqtcattaa

cctgcgtatc aacggatgaa

gaanccactb taaaagtaaa

gagttaactg nactagcgaa

cttaatacnt tcca¢gatgt

actqcttcgg aattaatcqc

qttlzataatt tcttanttgt

acatgccgga aattattagg

ttagataagg aaaaaqagga

tctaatccta actatgcaca

gctanaccag gatutqcttt

aaagcatatc aggctaaqct

Ittaitctatg atqatataqn

12

000340

tqattatttt

ttttaaancq

attaaatqaq

Icaggglahc

tcaagtatta

tctacctaaa

gcaaat as:aa

cqtqantqta

atatgtaaac

aaagaatngc

aagtgtaaca

aatggtagga

taaagaaaat

at ten acagct

cttagcagat

ittbagaqta

agctaaagga

gqtbgqottt

aaaacsaqat

taaattattg

60

I20

130

240

300

360

120

180

5¢D

600

660

720

780

810

900

960

1020

1030

1110

I200
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tgcccggatc

gtnnttacta

aatttttatq

qaaqcaqagt

atcaqtgnaa

aaattagtaa

agtaataaag

antggqaact

gtaqatcata

ttttcacaat

gcaaagggaa

gatacaaata

gattcttcag

aactthacta

tcagatgctt

agtaatgtga

atgaacttta

tttgaaaaaa

gccaataata

ttccggaatt

<3]’3> PRT

<3l3> B.:J-L‘.-‘Mrs IImringa'ms.r's

<220;

aatctgnacn

aaattacttt

attcttutac

atagtacgct

catttttgac

ntttlacatg

aaactaaatt

tflqigflfllfll

3a99¢E9¢9t

ttattqqaga

aaqcttctat

atqqtttaga

gagttcattt

tttcagaaat

Ggfittifiitfi

atggaacttt

atgtgaatgg

attatccgca

ccgggttgta

tttcglttaa

<22] > C/\RAC‘TERl'S TIC‘.A_MIS(‘.

c222>[1). (T8?)

-(123) Toxinu Vip3B

<400>?

Hat Asn Lys nsn nan Tnr Ly: Leu nan n1a nrg Ala Leu Pro Se: Pne1 5

ES 2 344 691 T3

Iltltlttit

tnctaaaaan

aqggqatatt

nagtqctaqt

tccaattaat

taaatcatal:

gattqtccca

aaacttagag

aaatqgaact

taaqttgana

tcttttgaaa

agattttcaa

aatatttaat

tnggctttcc

tcaqgqaact

tcqacaaaac

atttgccaag

qctttcacct

cqtagagct:

utga

acaaataaca

atgaatagtt

gatctaaatl

actgatggag

qqgtttggaa

ttaagagaqg

cctattqqtt

ccgtggnaag

aaagctttat

tcgaaaacag

gatqaaaaaa

accattacta

agtcaaaatg

gaagatttat

tggatctcag

ctttcgttag

qtgacaqtaa

aaaqatattt

tctcgtttta

10

ttqcttttcc

taagatatga

aqacnaaaqt

tctatltqcc

tcgtaqtcga

tattattagc

ttattagcaa

caaataacan

atqttcataa

aatatgtaat

atggtgactg

aaagttttat

gcgatqaagc

tangtcctgi

gaaattcact

aaagctattc

gaaattcccg

ctqaaaaatt

catcqgstee

Ile Asp Ty: Ehe nan sly Ile Ty: Gly the Ala Th: G1

11! net Asn net 112 Phe Ly: Th: asp Th: Gly Gly Han Lea Th: Leu

20

35

25

Q0

13

000341
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ltggatttgc

qtgatctaac

aattqgatqg

aattatctnn

¢ttnig;aca

cactggtatc

cctagacgan

gqtqaatfiua

qgnlatatta

agagccttnc

aaagacatta

attttaaaga

agcttaaatq

aaaattqcaa

2|

000349

Th:

Phe

Len

Han

Glu
715

Ian

Ala

Glu

11:

Asp
155

caugtttta:

tgaacatgat

atcaqflflfitt

atctcat¢§c

atgaacaaaa

Ly:

11¢

Sir

Ila

Val

Ty:
130

Ual

Lyn

Ian

:13
Gas

Met

52:

Ly!

Gin

Se:
?G5

Lau

Sal‘

Pht

Gin
510

Pro

Gly

Thr
150

Tn:

Phe

Leu

Ian
655

SB:

11¢ Ely

Set Phe

sly

Asn Ely
T20

Leu
135

Gin 5::

Mat 11¢

Pail‘! Asp

va1 Lys
ano

tqattatttt

ttttaaaacg

actaaatqat

aCHQQQ3£3G

tcaagtttta

ED
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aatqatqttl

attacctcta

tactzaagua

cttnttaact

qaaaaatttg

tctcctgcag

aaaaatgatg

aataatttat

qtuaaalcaa

ctgcaaucaa

attgattnba

aacatcctcc

agtqatgaag

Gaaattaqta

tatcaagtcg

tgcccaqatc

gtnattacta

anttttnntg

¢l39¢G93fit

atcaqtqaaa

agattaatta

agcaataaag

aacgggtcca

qtagatcata

atttcncaat

qttaaaqgaa

gatacaaata

qatttaaagg

aaltttacaa

ccqaéttctt

ttgqggacaa

ataagcttta

tttqaacqaa

tccaatanca

tcatttgaaa

<2l0> ll

<211> 738

4213} PR1

{E13} Socumcia artificial

ataicanact

tgttqagtqa

aacaattgcl

ctncacttac

aqqaattaac

atattcttga

tqgatggttt

tcggqcgttc

Etfififilfitfli

aaqcctttct

cttctattat

ctacactttc

atgcaaaqnt

atgattcaac

atnaggattc

aatctgaaca

aaattgattt

lttcttcthc

ntagaacqtt

catttttqac

Etttaaaatg

aaactaaatt

tagaagaqga

¢¢99¢99¢9t

ttattggaga

aaccttctat

ataatttaqa

gagtgtattt

ttttaqlfiat

gqattacgac

atgggncctt

ctgcatcagg

gcaaccttat

ES234469lT3

cgatgcqata

tgtaatgana

agaqntttct

tgaaattaca

ttttuctaca

tgagttaact

tgaattttac

agctttaaaa

qgtbuqaaat
tactctanca

gaatgaacat

taatactttt

qgttgtgqaa

tacaqtatta

cttatcggaa

aatctattat

ca¢taaaaaa

aggagnante

aagtgctaat

tccqattnat

taaatcatat

gatcgtcccg

caatttagag

gaatggaqct

taaqttanaa

tcatttaaaa

aglttatcaa

aattttaaaa

taagcctgcq

tccaggggct

tagacaaagt

accntttaat

gtcttcanct

ucgglttata tgtagaactt

ncgtttctat taaataa

aatccgabqc

caaaattatq

gatangtzgg

cctgcqtatc

Uiaactaqtt

gagttaactg

cttaatacat

actgcatcgg

fitttataact

ncatgccgan

ttaaataagg

tctaatccta

qctanaccag

aaafltatatg

gttatptatg
acaantaaca

atganaactt

gacttaanbn

9it§it9999

fiqetttuacc

ttaaqagaa:

ccaagtggtt

ccqtggaaag

aqaqctttat

ccgaaaactg

gatqaaaata

actattaata

agtcnaantg

qaqgatttnt

aqcatttcag

ctttcattaa

gtgacqgtaa

agtcatattt

ttoqqgcata

cgctaagtct

ntnttattna

aaaggattaa

caaaaataaa

aactngcqna

cccacgatgt

aattanttac

tcttaattgt

aattattagg

laaaaagaqqa

atcatgcaaa

gacatgcatt

aqgctaaqct

gtgatatgga

tagtatttcc

tangatatga

ngnanlnaqt

tgtatntgcc

tccaagccqa

tactgctagc

ttattagcaa

caaataataa

qtgttcataa

aqtatgtaat

ctggacatan

aacgtttta:

gagntgaaqc

taugcccaga

gaaacaaact

acagttattc

gnaattctag

ctggqacatt

tctacctnaa

gcaaatagna

tgtaaatqta

atntgtgaac

aaaqqatgg:

aagtgtlaca

aatgqtaqqa

tanagnaaat

attaacaqct

cttagcagat

atttagaqta

agttaaaqga

qattgggttt

anaacaaaat

taaattattg

aaatqaatat

ggtaacaqcg

aqaatcnaqb

qttagfltfltc

tgaaaattca

aacagactta

tattgtagag

gaatgcgtat

9939993493

ccantatact

tcattatgaa

tncaggaact

ttgqqgaqlt

attaattaat

tttcattaac

aacttatuqt

gggngtntta

cgaaactqaa

tcccgtcgct ¢B99t§§t§g nggtcatata

22
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360

I20

H30

510

600

E50

?20

780

310

500

960

1020

1080

1110

1200

1260

1320

1380

1140

1500

1560

1620

1680

1140

1300

1560

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2319

236?
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145
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5212

.I\.§l'.I.
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Glu
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flan

Gln
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Lys
130
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11:

5Q!

Ly;

Tyr
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Val
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Ann
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val

Glu

Leu
100

Val
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SI!

Jinn
130

Val
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Ly:

Hart

55
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Ile

Thr
155

Elu
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Th:
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Phe
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Ely?O

SCI
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Ala

Sex
150
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Lyn
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Ly:

11¢

Eln
55

Set

by:

Val

PIG

135

“SP

Th:

Phi

“SP
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Ty:

Th:
40

GII1

1.911

Glu

Ian

L38
120

51].‘

Ly:

Glu

Glu
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Ran

I19

105
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135
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Luu

IIBLI
90

Th:
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P20
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Ala
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Se:

I1:
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PTO

Thr
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Th: Ely

Fly
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up no
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I19 Ila

Ele his

Ila

Hat Lou
125

Glu
I40

Tyr

:19 Fun
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AlaPhe

Rap Ila
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Ile
30

LBLI

SR!

Gin

A31’!

11¢
110

Ser

LELI

Val

Gln

Th:
190

LED

31::
15

Ly:

Th:

51.3.:
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95
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Ash

RIG
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Gin
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Leu
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nsn
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385
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Tht
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Ely
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Ila

Ile

Val

sly

Leu
370

HEP
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Asa Glu

Len lag

Ila
450

I95

Glu Len

Phe Glu

Lau Phe

alu Asn
260

Leu 113
275

Th: Cy:

Hst nan

Len Pro

by: Gly

His
355

Ala

Lys val

Se: Leu

Gln

Ty:
420

T93
435

Asp Leu

Th:

Pb!

613.!
245

Val

val

I-=9

Glu

325

3::

Leu

Ty:

53$

Se:
{D5

Val

GLu
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ES 2 344 691 T3

Gin

Tyr
230

319

Lyn

Lye
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310

Leu

Ila

Glu

390

Gin

11¢

Val

Lys

Leu
215

Leu

30!

Th:

Th:

Leu
295

Lou

Se:

Glu

sly

El:
375

Val

Gln

Th:

Th:

Lys
455

200

Ala

Asn

362

299
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Rfifl

Rah

Ly:

11¢

Ile

Ly:

Thr

Lau

sly
265

Len

my

Lys

Th:

11:
345

Glu

Lau

1-,]:

31¢
425

hsn

Val

M4

005352

52!:

Lys
250

Set

Glh

Len

Glu

Phe
330

Ly:

I13

Ty:
110

Pha

Elu

Val

His
235

Tht

Glu

hi:

Ila

Lys
335

-58:

Met

52:

Gln

355

Th:

Phe

Se:

Thr
220

‘JP

All

Val

Lys

300

Glu

fish

112

Ran

Asn
330

Net

H5)!

Th:

Sex
160

205

Val

38!

Ely

285

11:

Glu

P10

Val

JLSI1

Lys

hsn

Met

Glu

Asn
230

9h:

up

Phé

Ash

Glu
350

Set

Gln

Lys

11:

Ly:
130

Val

Lau
255

Val

Lau

my:335

R13

Iie

Val

Len

Val
415

Hot

SI! SUE Th:
145

Glu Ala Glu

V31

Gly
200

110

Ty:

Eh:

Th:

Val
320

Ala

Lys

Th:

“SP

Leu
400

Phe

Lyn

G1!
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Gdu
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Iys

Th:

Lnu

525

up

Ala

LEU

sly

Ely
705

Th:

SE1

Glu

LIE

Pro
530

Glu

Glu

by:
610

Len

LED

LED

630

This

Leu

(511:

Ian

Lau
515

Pro

35?

H15

Ely

Tyr
595

N

Glu

Ly;

Gly

52!
575

SE:

phe

5:: Ala

Phn
485

Th:

St:
500

L6“ All

Se: G13

Han Len

Th: Ely
565

G1} 11¢
53¢

Val I1:

Glu Ran

Gly Val
545

589
660

LY5

Pro Glu

11: Se:

Gin

ES 2 344 691 T3

110

Lou

Len

Th:

Phe

Glu
550

SE!

Gln

Th:

Gln
630

Ty:

Phe

Ififl

Gly

58!
T10

H.-up A.-up sly Va). Ty:

Th:

11:

Ila
535

Pxo

Val

Gln

Ty:

Ely
S15

Th:

LEH

‘I'M:

Ile

Ann
635

Len

Pro

Tn:

520

Set

Tm

HJU

Pha

Th:
600

Ty:

I12

I12

11:

Ian
630

Lyn

Set

25

I19

Leu
505

531

Ran

Ly:

Ile
535

Val

III

Ran

Leu

Leu
665

PED

Lcu

Leu

115

Asn 613I90

Th; C35

Asn Lyn

I12

Ala

Th:
510

El!

Ly:

Hi:

Lys
650

Glu

fish

Pho

ham

000353

val

559

L35

Ely

-ry:

hrq
635

$E£

Ile

5E[

11:

Sex
715

by:

Glu

Glu
540

Asn

Ala

Ly:

Ly:

Glu
€20

Phc

Gin

Tm

Ian
100

Ty:

Pro

Gly

5::

Th:
525

nan

L35

LEU

Lau

PEG
605

Th:

R55

Pro

Ila
635

LOU

St!

Len

Lau

T9:
510

Lyn

G19

Lys
390

322

Thr

Th:

sly

610

Th:

Th:

51y

Gln
£95

Leu

SE?

Ala

Val
515

Pro

Ile

613

up
655

Glu

Th:

Th:

Ty:

val
180

Ala

51¢

Ile

Ty:
560

H15

H15

Ash

Tht
6&0

G10

flan

sex
120
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Lyn

«:223> cclwadm hacia adclantc IF
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-:2l0.“> L3

<31 1> 35
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<113> Secuencia artificial

4:320}
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<-100> 13
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ctcaacatag aggtaatttt aggtagatat acccg

<310> 14

-:311::- 25
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<3l3:> Sccucncia artificial
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gatgatgggg tgtatatgcc gttag

<:310> 15

<:311;: 25
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<22'3> Cchador 4R
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<:220‘;~

4323:» Cebador T7
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4.1312‘; ADN

«£132» Socuciicia artificial

-3.2202-
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tttatttaat agaaacgttt tcaaatgata tatg
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£2232: Ccbador Vip3Cn
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tttatttaat
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gcagtttatc
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gaqtattttq
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9'I*!"“'-‘S99
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tctacagttt

ctatataata
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ttqtcacact

tacqaataat
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tatcttttta

cttcatccat
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qataatgagc

tgtttgaagt

ataatctata
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tttattagta
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aanactll“
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gtttgtgtta
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ttcatacgct

gtgttucttc
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CDtICGtCCG
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ttcggugcqc

tcauqqtacg

cggtecatgg

tgtgttagat

ctgattqcta

gcagacqqqa

ttcctttatt

ttgtcttqgt

tgtttcalac

tcatngttac

9lt9¢999tt

tggtgtuqtt

cctqgtqcat

gtttangatg

gatgcntata

tctattataa

gcatatgcag

ttgqtactgt

caccatqaac

cttcaacqgc

gaccqacacc

cgagatcagc

caacctcaac

gctcaacqac

gaaqntcacc

3|

000359

tnttttngt:

aattaaacaa

gtagwtaatg

clgcaqegtc

gaccfictctc

tfiflfltfiicgg

caccggcagc

cgtaataaat

acacacacac

ccqctcgtcc

ttagggcccg

ucgtgctgct

acttgccagt

bcqatttcat

bcnatatatq

tqtqatqatq

tacctggtgg

gnnttgnuga

ttncbgatgg

fifificfigtcflt

ttattaattt

gatggaaata

catgntqgca

taaacaagta

cagctatatg

ttcttttgtc

aaqaacaaea

atctncqgct

ggcggcaacc

gqcatqctcq

accqagchgt

gtgaacaaca

tccatgctct

tttttattta

atacccttta

ceagcctgtt

gagtcqggcc

gaqagttccq

agcggcagac

3359999933

agacaccccc

daccaqatct

tccccccccc

gtagttctac

agcgntcgta

qtttztcttt

gatttttttt

ccqtqcactt

tgqtctggtt

atttattaat

tgntggatgq

ntatncagng

Lcattcgttc

tggalctgta

tcgatctagg

tatgcagcat

cgttttataa

tggatttttt

gatqcecacc

ccaagctctc

tcqccaccqg

tcacnctcga

acqqcgtgaa

ccaaggagat

agctcgacqc

ccgacgtgat

{B0

510

500

660

720

730

$10

500

560

1020

1030

llifl

1200

1260

1320

1380

liifl

1500

1560

1620

1630

ITQD

1800

ISEO

1920

1989

2040

2100

2160

2220

2230

2340

2400
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gaagcagaa:

cagcqacauq

caccccggc:

caccgngacc

gaccgauctfi
ntaccteaac

caagaccgcc

cnacgtgta:

caccacctgc

gcacctcaac

cttctccaac

gglqgflfifllg

gctcaaggtg

cgaqgtgatc

ctaca¢caac

gaaqatqaaq

gatcqacctc

caacqacgac

caacggcttc

cnacctccgc

gccgccgtcc

cgagccgtgg

GICCQEQQCC

caaqccqaag

fifiagqflfigig

ccagaccatc

caaqtcccag

QQCCUIGQQC

cqcctccatc

qtacctctcc

caacqtgacc

cncctcccac

uacqccctct

ctcgacatca

taccagcgca

nccctcnaqq

accgnqctgg

accbbccacg

tccgcgctga

aacttcctca

cgcnagctcc

3399393499

ccgaactacg

ccggqccacg

tacgaggcca

tacggcgaca

ancntcqtqt

nccctccqct

aacaagaaga

ggcgtgtaca

ggcucccagg

gagcugctcc

ggcttcatct

aaggccnasa

ctctacgtgc

accgautacq

aacnccqgct

accaagcgct

aacgqcqacg

ctcctctccc

hccgqcaaca

ctcanctcct

Qtgcgcaact

atctccqqca

ES234469lT3

ccctccagnt

tcancgtgaa

tcaagtacgt

tgaaqaaqga

ccaagtccqt

acqtqaeqgt

t¢Q¢GlI§9I

tcgtgctcac

tcgqcctcg:

aggagttccq

ccaaggtgaa

ccctcgtggg

aqctcaagca

ccgacaagct

tcccuaacqu

acqaqqtgac

aqgtggagtc

tgccgctcqg

ccgacgngaa

tcgccaccga

ccancatcgt

acaagnncga

acaaggacgg

tgatccaqta

acatccacta

tcaccaccgg

8993339???

aggagctgat

agctcttcat

actccaccta

cccqcagwgt

ccttcaagac

cgugtacctc

cgtgctcatc

gaacgaglag

ctcctccccfi

qaccaagaac

ggqcaacaac

qaacqtgaag

cgccctgcag

cggcatcgac

cgtgaacatc

qggctccgac

cttcgagntg

gaactaccag

cttctgcccg

gtacgtqatc

cgccaacttc

ctccgaqgcc

cgtqatctcc

ctcccgcctc

cctctccaac

ggagaacqgc

ctacgtggae

cggcttctcc

caccgtgaaq

CQRQQBCBCC

caccgacctc

cqacaagttc

CEICCCQIBC

caacctcggc

ctccatctcc

gctcttcgag

cgautccaac

32

000360

tccaagcagc

acctccaccc

cucgaggagc

gcfigacatcc

gacgtggacg

ctcttcgqcc

ncctccggct

gccanqgcct

tacacctcca

ctcccqaccc

gaggacgcca

tccancgact

9t§93C3399

gaccagtccg

accangatcg

tacgactcct

gagtaccgca

gaaaccttcc

atcaccctca

anggagacca

tccatcqagg

ancaccggcg

cngttcatcg

gq¢naqccqt

aacaacaacc

-aggecstet

accatccctg

tcctggatca

accaacggca

ttcaccgcct

cgctccaac;

aacaccqgcc

tccagqaqat

tcnccqagat

tqancttcgc

tcgncqagct

qcttcgagtt

qctccgccct

C5Glg§tQ9§

tcctcnccct

tcatgaacga

tctccaacac

agatgatcgt

ccatcnccgt

actccctctc

agcagatata

acttcaccaa

ccaccggcga

ccctctccgc

tcaccccgat

cctgcaagtc

agctcatcgt

aggacaacct

9°9t9lfl¢§9

gcgacaagct

ccatccacct

tC34QQ&CCfl

acctcatcct

aqatcaagcc

CCJCCCCQGQ

ccttccgcca

ccggcccgtt

tcatgtcctc

tctacgtuua

2160

2520'

2500

2540

ETDU

2150

2020

2330

2940

3000

3000

3120

3180

3200

3300

3350

3420

3030

3540

3600

3660

3?2D

3100

3040

3300

3900

4020

1030

1140

4200

4250

4320
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gctgtcccgc

gatctgaqct

ttaaqattga

gttanqcatg

nhtagagtfic

taggataaat

ttgcatqcct

catgtctaag

tttatctatc

tncaataatn

acaattqagt

tccttttttt

catttagggt

tctattttag

tttagatata

attaaaaaaa

9¢¢§tC93C9

gaagcaqacg

aacgttggac

gccgqcacgq

ttcccaccgc

caccctcttt

caaatccacc

tctctacctt

qttcatgttt

gatqcgacct

aatcctggga

cgttgcataq

gtcggqtcat

gqtcqttcta

gatctgcatg

atcgatctng

tttttgttcg

cgctccqgcg

ccagatcccc

atcctgttqc

taataattaa

cgcaattatn

tatcgcqcgc

gcagtgcaflc

ttataaaaaa

tttatacata

tcagtgtttt

attttgacaa

ctgcaaatag

ttaqgstsaa

cctchaaatt

aaatagaata

ctaaggaaac

agtctaacgg

gcacggcntc

ttgctccgct

cagq¢99G=t

tccttcgctt

ccccaaccbc

cgtcqgcac:

ctctagatcg

gtgttagahc

qtacutcaqa

tgqctctagc

ggtttqgttt

cttttcatgc

gatcggagta

cqtgtgccat

gatafigtata

cttggttgtg

ES 2 344 691 T3

§5!9¢§9°°3

qaatttcccc

cggtcttgcq

catgtaatqc

catthaatac

ggtgtcntct

9t93¢¢°9§t

ttlccacnta

tatttaaacc

agagaatcat

caggactcta

cttcacctat

tgqtttttat

aagalnacta

aaataaagtg

atttttcttg

acancancca

tctgtcgctg

gtcgqcatcc

tctcctcctc

tcccttcctc

gtgttgttcg

gncgcttcaa

gcgttccggt

cgtgtbtgtg

cacgttctqa

cgttccqcag

gnccttttcc

ttttttttgt

gaattctgtt

acatattcat

catgttgatg

atgatgtqgt

eatctccttc

gatcgttcaa

atuattatcl

atgacqttat

gcgatagaaa

atgttactag

cgtgcccctc

ttttttttgt

ttactctacg

ataantgaac

cagttttatc

ataatacttc

agactaattt

aanctctatt

actaaaaatt

tttcgaqtaq

gcgaaccagc

cctctggacc

agaaattgcq

tcacggaacc

gcccgccqta

gagcgcacac

ggtacqccqc

ccatggttag

ttagatacgt

ttgctaactt

acqggatcqa

tttatttcaa

cttggttgtg

tcaaactacc

agttacgaat

cgggttttac

qtggttueqc

33

000361

93§33¢9¥9t

acatttggcn

tablltttct

ttatgagatg

aunaaatata

ntcgggaatt

tctagagata

cacacttgtt

aataatataa

agttagacat

tttttagtgt

ntccatttta

ttttlgtaca

ttagttbttt

aaacaaatac

ataatgccag

aqcgtcgcqt

nctchugagn

tqscsgaqce

qgcagctacq

ataaatagac

acacacaacc

tcgtcctccc

ggcccggtag

9¢t9Ct39¢Q

gccagtqttt

tttcatqatt

tatatgccgt

atgatgtgqt

tggtggattt

tgaagatqat

tgatgcatat

ggtcgttcat

ecatcaaqta

ataaaqtttc

qttqnattac

ggtttttatq

gcgcgcaaac

gggtaccagc

atgagcattq

tgaagtgcag

Lctatagtau

ggtctaaagq

gcatqtgttc

ttagtacatc

tctattttat

tatttaataa

cctttaagaa

CCtfitCB&&C

cgggccaagc

gttccgctcc

gcagacgtga

ggggattcct

acoccctcca

agatctcccc

CCCCCCCCCC

ttctlcttct

ttcgtnchcg

ctctttqqgq

ttttttgttt

gcacttgttt

ctqgttqqqc

attaattttg

qgfitggflflflt

acagagatgc

tcgttctcga

4330

44:0

«son

4560

1620

4660

4149

4800

«use

4920

4930

504a

5100

5150

5220

5250

5340

5400

5450

5523

5530

5640

5100

575a

5320

seen

5940

HOOD

5050

6120

also

5240

5300
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tcggaqtaga

tgtgtcutac

gtntacltgt

tcatatqctc

tttuatcctq

cctgccttca

tgtttggzgt

aactatgcct

aqccagccga

aatgccgccg

¢¢=9€‘9l99

gcaqcacaqc

gccaaagaaa

aaccacangc

gnattttccq

cactttttac

at9¢4q99t9

CiGG9t9¢‘¢

ctqttctccc

ttcqctgaaa

gataacgtgc

aatgtgaaat

gcagaactqq

gabaaagaaa

gcaacgttgt

qqcgccaacg

aagctgbaag

cgacctgcaq

ggtcttgcga

atgtaatgca

aittaatacg

gtgtcatcte

ntn:tgttt¢

atcttcatag

tgatgtqggt

nlaccttqag

atatacttqq

tacqctattt

tacttctgca

gggguaqcaa

tggccgnqct

gagatatcgt

ccgttgccaa

cactctccat

ntgccqcaqq

cqqaqctggt

agattqtctc

ancagcctga

naqanaantc

cgtggcaaac

cuctacngct

caccgcacqc

tqcqtccfivc

tcqaagtcaa

Acttcccgat

ccaccactaq

ggaaaggttc

aatcaccggt

agcttactqa

atcqtncaaa

tgattatcat

tgacgttatt

cgatagaaaa

tgttactaqa

ES 2 344 691 T3

aanctacctq

ttacglgttt

tttactgatg

tacctatcta

atgatqqcat

atttgettqq

gggatccccg

aacggcgctg

flt9§¢t999¢

ttcactgcgt

acqctttggc

tcaggttcat

tatcccgatq

ttttgcqctg

cctactccag

tgccgaacgt

ccgcgcgctg

gattcgttta

vaatfitantg

ttacctqcaa

tc:gacgcct

accggztaac

tccagtggat

ccagcaqagt

tcagcagttn

gactgtcaaa

aaaaattaac

catttqgaan

ataatttctg

tatgagatgg

caaaatatag

tctgctagcc

gtgtatttdt

aagatggatg

catataaatc

ttntaataaa

atgcagcagc

tactqtttct

atcatgcaaa

accgaacttt

qcacatccga

gatgtgnttg

gasctgcctt

ccaaacaaac

gatgccqccg

acgcctttcc

ccggtcgcag

ttaagcgaac

gcgattctaa

atttctqant

aaatcgaacc

ggcgtggcgc

alltacattq

caqttgttga

gattttgcct

gccgccattt

cagcttaaac

99¢9€¢9B¢°

atctcttgct

taaagtttct

ttgaattacg

qtttttatga

cgcgcaaflct

ctgcaqgaaa

14

00-0362

tiattttgga

gaaatategn

atgqcatntq

cnaqtetgtt

Latatghgga

tttqtcqltq

aactcattaa

atggtatggn

aaaqcagttc

ngaqtgataa

tcctgttcaa

acaattctga

aqcqtaacta

ttgcgatqaa

gtgcacatcc

tgttcgccag

aatcggccct

tttacccgga

ctqqcgaagc

tggaagtqat

atattccqga

cccagccqgt

tctcgctgca

tgctctgcqt

cgggtgaatc

gtttagcgcg

BGECCQQUFQ

taaqattuaa

ttaagcatgt

ttagagtccc

agqataaatt

tttaccqgtg

actgtatqtg

uctaggatag

cagcntctat

ttataattat

ttttthtagc

ctcaccctgt

ctcagtqcaa

aaatcngtcc

acgagtqcag

ntcgactctg

agtattatgc

aatnggtttt

taanqatcct

cqcqtttcqt

ggcgattgct

cctgttgaat

cgatagccag

agacaqcqgt

galqttcctq

gqcaaactcc

actggttgc:

gaaacaaqgt

tgaccttagt

cqaaqucgat

agugtttatt

tgtttacanc

ctcgatccgt

tcctqctqcc

aataattaac

gcaattatac

atcqcgcgcfl

cccgqgcggc

S350

512$

6480

6516

6600

666$

STZO

STIO

6840

GEOO

6960

7020

7DBO

114G

720C

1260

7320

1330

7440

1500

7550

7620

1630

1710

1800

1860

T920

T980

SDIO

3100

3160

3220
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cngcatqgcc

caltltntcc

ccactcqata

§C3¢99t9C4

nggtcgtnna

ttcttgcgcc

atcatccggc

gaccitqlqg

catcqagcgc

tggcgqcctg

tgaaacaaeg

gagcgagat:

g¢gt:at:ca

nggtatcttc

aqaacatagc

acagqatcta

ggctggcgat

cgqcfinantc

gtatcagccc

ctcacqcqca

aqtcggcaaa

cgcacgacgc

aagcgtttca

qcatttttqt

atngtacacc

ttganlggtg

cttnttattg

cagttcacal

qgtcgtgaag

ataattatca

gcaagtgatt

gccttqcqcq

gactgqa CHE:

gtntccgcll

tgccacclgc

uaqqcaqccc

ccnntgcttc

tcactgcnta

gacatcataa

tcgtataatq

gaagcgttga

catctcqaac

aagccacacn

cggcgagctt

ctccgcgctg

gctaagcqcg

gagccagcca

gttgccttgq

tttgaqgcgc

qagcgaaatq

9¢9=¢9lfl99

gtcatacttg

gatcagttgg

taaagcccta

=9999‘959¢

cttgtaacaa

CitCCUCQqE

cttcacgtga

lgccgttgna

aataccttac

gagtactctc

atgggctcga

gtqgcalccq

ttatcgctaa

tgcgccccaa

ttaatctcag

ES 2 344 691 T3

tgtgttntta

cngccaacag

accagaatta

ngttgtctua

ctccccgacc

attcncatut

tggcgtcagq cagccatcgq

attcgtgtcg

cggttctggc

tgtggaattg

tcqccgaagc

cqacgttqct

gtgntattga

tgatcaacga

tlgaxgtclc

aactgcaatt

cgatcgacnt

taggtccagc

taaatgaaac

tagtgcttac

ahgtcgctgc

aagctaggaa

aagaatttgt

geggitctcc

ccataggcga

cgattgngaa

caqccqcaat

anatttctca

acncgttctt

gqtccacgcc

ttccgcgncg

gatcgttcqt

ccttqaggag

gccgttcaqt

cqttgtccqc

gcaacqtcqc

ctennggcgc

aaatattchq

tgagcggata

ntcgactcaa

uqccgtacnt

Lttqctqqtt

ccttttggaa

cattgttgtg

5993933399

tgatctqgct

UUCQUEGQBB

cttaacgcta

gttgtcccgc

cgactgqgca

ggcttntctt

tcactncgtg

gtacccccgg

tctcctaaa:

tttttgtcat

tctgacqaac

agcgctgtga

cttgtcgatg

ttcaaagtgq

gtcgatgtcg

aatctggcgg

icggataaag

atcagaqaut

tccaaaqacc

ttgatqtccg

1%

600363

gcgtcalttt

oucaactcus

ttgacaactt

aaqctqtggt

acteecgttc

aaatgagcbq

acaatttcac

ctatcagagq

ttgtacggct

¢¢U9t9'¢¢9

acttcqgczt

cncgncgaca

cagcgcaatg

atcttqctga

ctctttgatc

tqqaactcgc

acttggtaca

utggagcgcc

ggacaaqaag

aaaggcgagn

qggatctggc

clatagtngc

aaaattgaaa

tgcccattta

acaaqggttc

acgacgtcgc

ccgcggtagc

tgqttgttga

caaagtctga

ttqttgcact

ttctagcacg

gacqqtcttt

Iagctggcgg

qtttacnccn

cacaaaatcl

atcancqact

atqqctqtqc

tggataatgt

ttgacaatta

a¢nggaancn

taqttggcgt

ccqcagtqga

tatgqcttqa

cccctggaga

tclttcugtg

acattcttgc

caanngcaiq

cggttcctga

cqcccgactg

qcgcagtaaa

tgccggccca

atcqcttggc

tnaccaaagt

tcccaacqea

tgtuucctcg

tacttggttc

QCLUGBQECQ

agattttaga

tatgcggcat

cgacaqcacc

tctaaattta

tattccaatc

¢9iG¢t3993

cnttcgqqtt

ttqttccact

tgagqtgaaa

BZBD

8349

BGDD

3450

3520

B530

Bfiifl

B700

BT60

8320

S330

8940

9000

9060

9120

9180

921G

9300

9360

9120

9190

9549

9600

9550

9720

B780

9340

9900

9960

10020

10030

1fl14U

1fl2DD
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cttncqqcaq

tcgcgcqagc

atagatqttc

ctgataaaaa

9999993993

gcaaaccatc

tgaaggccgc

cgtggcnlqc

cgccgtcgat

tctatgacgt

cgaagcqtga

aggtttccgc

cggtttccca

gccgcgtgtt

giiigclgia

tgcagcgtac

tgnttngccg

agctugctga

ttcaccccqa

gcagcgccgc

9939595599

acctgccgga

qctaccgcau

taqqgcaaat

cgtucattgg

agccgtacat

atttttccgc

cataactgtc

tgcgctecct

tggctgqcct

iccqccggcq

tcqccccatc

gtqauttcdi

aacttctaat

tcattttgag

cagcaagaqq

tggcagcctg

cggcccggtl

gcaqqccgcc

ggccgctqat

taggaagccq

gggcaccegc

ccgicgagct

lfiflfiflcfiflfifi

tctaaccgaa

ccgtccncac

agacqacctg

gaagaaggcc

:taca0gatc

ttggatgtac

ttactttttq

aggcaaggca

agagttcaag

gtacqatttg

cctqatcqag

tqccctagca

gnacccaaag

tqqqaaccgg

ctaaaactct

tggccagcgc

aegccccgcc

acggccaggc

ctgaqgtctg

atccagccag

ES234469lT3

tcttctcctc

tgccaqtugu

gctgcgccgc

tqccqgttat

agccaattcc

caaatcggcg

cagcggcaac

cgaatccgca

cccaagggcg

gatagtagca

99C0590t93

qqcatggcca

tccatqaacc

9ttQ¢§9¢¢9

gtagaaacct

aagaacggcc

gtaaagagcg

cqcqagatca

atcgatcucg

gaagccagat

aagttctgtt

‘39§l09lg9

ggcgaagcat

gqggaaaaaq

Ccgtacattg

tcacacatgt

ttaaaactta

acagccgaaq

gcttcgcgtc

aatctaccag

cctcgtgaag

aaaqtgaqgg

qcqtttttaq

gtacgcqacg

aaacttgaqg

ttctttgacg

cagatccccg

°99°9¢t§99

gcatcqaqg:

aagaatcccg

acgagcaacc

geatcazgga

tccqctacga

Qtfitfitfifigfl

qatuccggga

tactcaagtt

qcattcggtt

gcctggtgac

aaaccgggcg

cagaaggcaa

gcatcggccg

ggttgttcaa

tcaccgtgcq

CUQQQCQGQC

ccgccqgttc

gtcgaaaagg

ggaaccggaa

aagtqactga

tta0na=tct

agctgcaaaa

ggcctntcgc

ggcgcggaca

iiflgtfittgfi

aqccaagqtt

36

000364

HCQGHGCCCG

agqaggttta

caqatccqtc

cggacgtgca

5995355993

tgatqacctg

aqaagcacqc

qcaaccgccg

ngnttttttc

cgaggacgtt

qcttccagac

ttacqacctg

aqagaaasga

ctqccqgcga

aaacaccacg

ggtatccgag

gccggagtac

gaacccggac

ttttctctac

gacgatctac

caaqctgatc

tggcccgatc

ctaatgtacg

tctctttcdt

cccgtacatt

tataaaagaq

taaaacccgc

aqcgcctacc

qqccqctggc

agccqcgccg

tqactcatac

gatgagagct

cgacqttct:

tgacaggagt

Bagccctcaa

ggtttcgcac

9t9afiC9QE¢

gtgguglagt

cccggtgaat

9C39¢¢§9t§

gttccgatgc

ttccqtctgt

999¢i=9t!9

gtactqatgq

gacaagcccg

gccgatgfifig

cacgttgcca

ggtgaagcct

atcgagatcg

9t§9t9i¢9Q

cgcctqqcac

gaacgcagtg

gggtcaaatq

ctagtcatgc

gagcagatgc

gtgqatagca

gggancccaa

aaaaaaggcg

ctggcctgtg

cttcggtcqc

cgctcaaaaa

tcgccactcg

caggcctgaa

ttfittgtflfig

10260

10320

10330

10110

10500

10550

10620

10630

10740

10500

10860

10920

10930

11010

11100

11160

11220

11230

11340

11000

11460

11520

11530

11610

11?fl0

11750

11320

11330

11940

12000

12050

12120
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tgqacfiiqtt

qatgcgtgat

ccgtcaagtc

anactcltcg

tttttgaaaa

gficaagatcc

tttcccctcg

cggtgagaat

tgcgtattgg

tgcgqcqagc

ataacgcagq

ccgegctgct
gctcangtca

gaagctccct

ttctcccttc

tgtaggtcgt

gcqccttatc

tggcagcagc

tcttgaagtq

tgctqaagcc

ccgctggtag

ctcaagaaga

gttaagggat

ggaattaatt

gcccttttaa

tatatcctqt

qcgqagnatt

cgtttggaac

attgqgcgca

<1l0> 31

all]? 3367

-:1l2>ADN

ES 2 344 691 T3

gqtgattttg aacttttgct ttqcchcggi

ctqatccttc aactcagcaa

agcgtaatgc

agcatcaaat

tctgccaqtg

gaaactgcaa

aqccutttct qtaatgaaqg

tgqtatcqqc ctgcgattcc

tcaaaaataa

ggcaaaagct

gcgctcttcc

ggtatcagct

aaagaacntg

gqcgtttttc

Eflflfitfigfifia

cgtgcgctct

999!-scat!

tcqctccaag

cqgtaactat

cactgqtaac

qtqgcctaac

agttaccttc

cqgtqqtttt

tcctttgatc

tttggtcatg

cctgtqgttg

atatccgatt

caaacactga

Lagggagtcn

tgacagaacc

cugaattcqa

<113> Badflrrs I."mri'ngr'errsr'.9

4220}

<3’1| 3- c3J'acle|'is[ica_m1'5c

~:122>(])__(2367)

ggttatcaag

ctgcattaat

gcttcctcgc

cactcaaagg

tgngcaaaag

cataggctcc

aacccgacag

cctgttccga

gcgctttctc

¢t9995t9t9

cgtcttgaqt

aggattagca

tncggataca

ggaaaaagaq

tttgtttgca

ttttctacgg

agnttatcaa

gcatqcacat

attctaataa

taqtttaaac

cgttacgacc

gcaacgctgc

qctcqgtac

<:223> Stscuellcia dc <.'odi['1::a<:i6u dc V'ip3(‘.—l2168

aagttcgatt

ttacnaccaa

tttattcata

aqaaaactca

qactcgtcca

tgagaaatca

gaatcggcca

tcactgactc

cggtaatacg

qccaqcaaaa

qcccccctga

gactataaag

ccctgccgct

atagctclcg

tgcacgaacc

ccaacccqgt

9a9¢9a99=3

ctagalgaac

ttqqtaqct:

agcagcagat

ggtctgacqc

aaaggatctt

acaaatggac

acgctctttt

t9aa99¢9Q9

cccgccgntg

aggaattggt

17

b00365

a¢9§¢=t9¢§

tattcaacaa

ttaaccaatt

tcaggattat

Ccuagacagt

acancaatac

ccatgagtga

‘=9c9=9§9U

qctgcgctcg

gttatccaca

ggccagqaac

cgagcatcac

atnccagqcg

taccggatac

cfigtaggtat

ccccqttcaq

aagacacqac

t0t399¢99t

aqtatttqgt

ttgatccqqc

tacgcgcaqa

tcagtggaac

cacctagatc

gaacggataa

cuctzaggtt

aaacgacaat

acgcgggaca

agcagcggcc

ttqt¢gggaa

agccgccqtc

ctgattagaa

caataccata

tccataqqat

aacctattaa

cqactgaatn

a§39959!tt

gtugttcgqc

gaatcagqqg

cgtaaaaagg

aaaaatcgac

tttccccctg

ctgtccgcct

ctcagttcgg

cccqaccgct

ttatcgcca:

gctacagagt

atctgcgctc

aaacaaacca

aaaaaaggat

gaaaactcac

cttttgatc:

accttttcac

tacccgccaa

ctgatcatga

agzcgttttu

atttaaatca

12160

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12550

12720

12780

Q2840

12900

12960

13020

13030

13140

13200

13260

13320

13330

13440

13500

13560

13520

13530

13?40

13900

13329
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44005 3]

itgaatatqa

aatqqcattt

gatncaggtg

atttctggta

ttaaatacaq

natgatgtta

nttacatcta

tacttangta

cttattaact

qaaaaattcg

tcgcctgctg

aaaaatgacg

aataatttat

gtgaaaacaa

CCSCEBQCER

attqattaua

aacatccttc

agtgatgaag

gaaatqagca

tatcaaqttq

tgcccagatc

qtaattacta

aacttttatg

9ll9¢9939t

atcaqtgaaa

agattaatta

aqcaataaag

aacggqtcca

gtagatcata

ttttcacaa:

atattactal

atqqatttqc

qtaatctaa:

aattqgatqq

aattatctaa

ataacaaact

tgttaaqtqa

agcanttgca

ccacacttac

aagaattaac

atattcttga

ttgatgqttt

tcgqqcgttc

Qtfififiagtflfl

aagcttttct

cttctattat

ctacactttc

atgcaaagat

atgattcaat

ataaqqattc

antctgaaca

aaattgattt

attcttctac

atagaacgtt

catttttgac

ctttaacatg

aaactaaatt

tagaggagqa

C“99C9939t

ttattggaga

ES 2 344 691 T3

attaaacgca

cactggtatc

cttagacgaa

ggtauatqgg

qgaaatctta

cgatgcgata

tqtaatgaag

agnaatttct

tgaaattaca

ttttgctaca

tgagtcaact

tganttttac

agctttaaaa

agtaggaaat

tactttaaca

gaatgaacat

taatactttt

gnttgtggaa

cacagtatta

cttatcgoaq

aatatattat

cactaaaaaa

aqgagaaatt

aagtgctaat

tccgataaat

taaatcacat

gatcgtccca

caatttagaq

gaatggaact

taagttaaaa

agqqccctac

aaagacntta

atcctaaaga

agcttaaatq

aaaattgcaa

aatacgatgc

caaaattatq

gataaattag

cctgcatatc

qaaaccactt

gaattaactg

cttantacat

accgcttcag

gtctataatt

acatqccgaa

ttnaataagg

tctaatccta

gctaaaccag

aaagtatatg

qttatttatg

acaaataaca

atgaaaactt

qacttaaata

gatgatggag

qggtttggcc

ttaagagaac

ccaagtggtt

ccgtggaaag

aalgctttat

ccgaaaactg

18

00-0366

cgagttttat

tqaatatgat

atcaqcagtt

atcttatcqc

atgaacaqaa

ttcatatata

cqctaagtct

atattattaa

aacggattaa

taaaagtaaa

aactagcqaa

tccncgatqt

aattaattgc

tcttaattgt

aattattagg

aaaangagga

attatgcaaa

gacatgcatt

aqgctaaqct

gtgatacqqa

tagtattccc

taagatatga

aqaaaaaaqt

tgtatatgcc

tccaagctga

tnctgctagc

ttattagcaa

caaataatna

atgttcntaa

agtatgtant

tqattatttt

ttttaaaacg

actaaatgaq

acagqqaaac

tcaaqtctta

tctacctaaa

gcaaataqaa

cgtaaatqtt

acatgtgaat

aaaggatagc

aigtgttaca

antggtagga

taaagaaaat

attaacagct

cttagcagat

aettagagta

agttaaagga

qqttgggttt

aaaacaaaat

taaattnttt

aaatgaatat

qgtaacaqcg

agaatcaaqt

attaggcghc

tggauattéa

aacagactta

tattgtagng

gaatgcgtat

993¢99399i

ccantatact

SD

120

150

240

300

360

Q20

£80

S40

E00

E60

T20

T30

3&0

900

950

1020

1030

1140

1200

1250

1320

1330

1§40

1500

1560

1520

1680

1140

1300
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<3J0> 32

<3ll> 788

<2l2> PRT

gttaangqaa

gataccauta

gatttalagg

aantttacaa

ccgaattctt

ttggggacaa

ataaqcttta

tttgncgna

tccaataata

tcatttgaaa

naccttctat

ataatttnaa

glgtgtattt

ttttaqanat

ggattacgac

atqggacctt

ctgcatcngq

gcaaccttat

ccgqattnta

acgtttctat

<213> Bm‘f.F!'u3 I!mringa'e‘nsr's

<".’20>

<32] > CTARACTERTS TI(‘.A_MISC‘.

<322> U) (783)

<:123> Toxina Vip3C-12168

<400> 3 3

11¢

Ila

50

Len

HSH

HER

33F

Met

Glu

nan

Gin

Leu

Hat Asn Asn

Ty: Phe Asn
20

nan Met Ile
35

Ila Leu Lys

61y val. Jun

Glu Leu
85

Th:

Val Lcu Ann
100

His
115

Ile Ty:

ES 2 344 691 T3

Th:

G1?

pne

HEN

G13
10

53!

Lou

tcatttanaa

agattatcaa

nnttttllal

taagcctgcg

tccaggggct

taqncaaagt

accatttaat

gtcttcaact

tgtagaactt

taaataa

Lys

Ile

Ly:

Gln
55

53!

Lye

Val

P10

gatgaaaata

actattafita

agtcnalatg

qagqacttat

agcatttcag

ctttcattaa

gtgacggtaa

aqtcatattt

tcccgtcgct

Len Ala
10

ASE

Phe

Th:
40

Th:

Gin Leu Leu

nan

Glu LBH
9G

11¢

nan Hfln
IDS

Ly:

Lys 119 Thr120

19

b00367

etgqatatat

aacqttttac

gngntglagc

taagcccagq

gaaatallct

acaqttattc

gaaattctag

ctgggacatt:

ctwtccwa

Arg Ala

Ala Th:

Gly Gly
45

Asn Glu
60

Leu 11:
15

L38 Ila

Leu Asp

Sat Met

Len

G1?

Asn

112

All

Ala

Ala

Len

tcattatga:

taclggalct

ttqgggagat

attaattaat

tttcattnac

aaattatagt

ggaagtatta

caaaactgaa

tqgtcacata

PS9 521 Phe
15

11::
30

359

Lin Th: Leu

sex sly Lys

Gln Ash
80

Ann Glu
95

Glfl

I1:
110

Ash Th:

set Val
125

1360

1920

1990

2040

2100

2160

2220

2230

2340

236?
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H11:

Girl
145

LOU

Lyn

Th!

Leu

225

H511

Ma

Man

IA1:

SE:
305

Jun

Lys

Pro

Va].

Ly:
130

Lou

Ila

Ty:

I-an

Thr
219

Ely

Han

Lyra

Fhn

Thr
290

11!:

11¢

Val

G13;

Len
3'H‘.|

G191

G111

Val

Lys
195

Glu

Phe

Leu

G114

Leu
215

Thr

Met

Lam

His
3 55

L38

RSI‘!

6111

Set

130

Va 1

Leu

G1 1.:

E111:

nan
260

I19

A:-n

Pro

my
3!!)

Ala

V9.1.

119

Thr
165

G111

'J'h.r

Phe

G13!
24.5

Val

Va].

51 u.

Thr
325

SEE

Len

ES234469lT3

ma

Sex
150

1.21.1

Lys

Lys

Glu

Ty:
230

His
310

L{U

Va 1

Glu

Leu
135

MP

Th!

Phfl

LB'l.l
21.5

LELI

331'

Th:

Th:

Leu
295

Lcu

5&1‘

l3I.'I.l.

G-ly

sun L-cu Gin 11¢

Lys

Glu

E111

SE!
200

Ala

HSI1

Ala

Set

280

Len

Pull}

I he

Glu
185

SE:

1.3:

TB:

LEI1

61.}:
265

L011

Sly

Lys

Stan Th:

Phe
360

Ma -13:
33'5-

L311

40

000368

3'-UP

110

LEI]

PIO

Se:

Fhe

L35
256

3::

E11:

Leu

61 1.1

PhI
330

Me t.

119
155

FED

Thr

Ala

Va 1

His
235

‘Th:

GJ. u

J‘-\.‘I.a

Ala

Lya
315

SC!

313].‘

G1 11.

6.1.1: Ty: 1-on Sea:
110

Ila

3|-LI

P‘-1'12

Thr
220

Ma

Va].

339
300

Glu

3.‘!-n

Ile

I311

380

A511

'1')‘:

All

Ila
205

Ly:

Val

3&1?

Ile-

G1 1.:

Pro

Va].

365

T3:

G11:

Th]!
19!‘)

Infill.

nan

Met:

Glu

270

Eh-a

Eh:

Han

E11:
350

S9:

G.1n

115

Ell)

Asp

Val

2515

Val

LOU

Tyr
335

11!.

1:13

W: 1

Lyn

‘M1
160

1214:

Th]:

511.1

Val

my
2&0

Ill:

Thr

Thr

Val
320

Ala

Th:

R-59
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H]

Lys
335

Pro

Th:

Glu

Glu

Val

Glu
515

?al

Ly:

Th:

Lee

625

Leu

11:
450

Th:

32?

élu

Len

Pro
530

Glu

Glu

Lys
610

Leu

nrq
435

Leu

Glu

Ran

Leu
515

FIG

His

Tyr
595

Asp

Ly:

Lou

Gin

Tyr
420

Leu

36!

Th:

set
500

Leu

SEE

R31’)

Th:

my
550

val

Glu

Me

so:

set
405

Val

Gln

Asn

Ala

Phe
455

Ala

Len

Gly
565

Phe

I1:

RED

Ty:

ES 2 344 691 T3

Gin
390

Glu

11:

Val

Ly:

{TO

Leu

LGU

Th:

Phe

Glu
S50

Se:

Glh

Th:

Gin
630

val Ile Ty: Ely nap

Gln

Th:

Th:

Lys
455

Th:

:1:

I19
535

Pro

Val

Gln

Gly
615

Th:

I12 Ty: Ty:

Ly!

440

Lys

Prfl

Th:

529

SEI

Thr
600

Tyr

11:

4|

IJC
125

val

Gly

Ila

Leu
505

Set

Asa

Gly

I19
585

Val

Ila

Thr

410

ii?

Phe

Glu

Val

190

Thr

Ran

Ila

Ala

Thr
570

G1?

His

Lys

000369

Th:
395

Th: hsn

Phe Th:

Ty:

Ber Set
4&0

Ty: Hat
475

sly Phe

cys Ly:

L35 Glu

Val Glu
540

Inn Asn
555

Ly: Ala

Ty: Glu
620

RIG Phe
635

Ann

Ly:

SE!
415

Glu

?IO

3::

525

Ran

Leu

Leu

Pro
605

ASP

Th:

Ly:

Ila

Lys
430

Len

Val
115

NH!

39! Th!‘

LEH

LEU

Ty:
510

Lys
590

Set

Th:

Th:

Glu

Gly

495

Leu

Leu

Se:

Ala

val
5?5

Pro

Ile

35R

Gly

Ph:
400

Eh:

Lyn

Gly

val
430

fila

11¢

Ile

T3:
560

His

LY5

His

nan

540
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<2J0> 33

N1:

Leu

619
705

I1:

Ila

Glu

hau

TFP

Leu

52!

Gin

Sat

Ly: Gig Val

ES234469lT3

Ty: Lau
645

660

SE:
615

Be:

Phfi

Pne

Ely
755

Ser
770

Val
15:

421]} 2367

<:213> ADN

4213“; Socuencia artificial

<220>

581 Ile Ly:

Gly Esp Ly:

Pro Glu

11: Se:

Phe

Bha Th:

Leu 112

Asn
695

Gly

SEE L80
710

set Gly

Glu

Th:Ly:

Se: Ely

<225> V1p3(.‘-[2168 optimimtio para mafz.

<400> 33

atqaacaaga

aacggcatct

gacaccgqcg

atcaqcggca

ctcaqcaccg

aacgacgtga

atcacct¢ca

tacctctcca

acaacaccaa

acggcttcqc

qcaicctca:

agctcgacgg

agctgtccaa

acaacaagct

tgctctccga

agcagctcca

qctcaacgcc

caccqgcatc

cctcqacgaq

cqtgaacggc

ggagatcctc

cgacgccatc

cgtgatgaaq

ggagatchgc

I1:

I12

fisn
680

Ly:

Se:

Pro

Se:

Glu
160

my

Len Ly:
650

Len Glu
665

Pro Ran

Len Phe

Asa

Phu
130

Leu
?45

Se: Asn

cgcqccctcc

aaqgacatca

atcctcaagn

tccctcaacq

aagatcgcca

alcaccatgc

cagaactacg

gacaagctcg

42

000370

Sef

tie

Se:

11¢

sex
?15

Val

Ran

His

cgtccttcat

tgaacatgat

accagcagct

acctcatcg:

acqagcagaa

tccacatcta

CCCtCtCCCt

acatcatcaa

Gin Asn Gly Hap Blu655

Pro Ala
6?O

Lyfi Glu Asp

Th: ProTry I13 Thr
535

Ian Len Ely Th: Asn
700

Set Th: Tyr Ser720

Th: VII SEC
735

Se: His59: rnr
750

SE:

Th: Ely Len Val
765

Ty:

Ila
730

so: Phe Glu nan

tqactacttc

cttcaagacc

cctcaacgag

ccaqggcaac

ccaggtgctc

cctcccgaaq

CCBQBCCQIU

cgtgaacgtg

60

120

180

210

300

360

420

450
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ctcitcaact

glgaagttcg

tcceeggccg

aaqaacgtcg

aacaacctct

gtqaaqacct

ctficflgqccn

atcgactaca

aacatcctcc

tccgacgagg

gagatgtcca

caccaqgtqq

tgcccggacc

gtqatcacca

aacttctaca

gaggccgagt

atctccgaaa

cgcctcatca

tccaacaagq

aucggctcca

qtqqaccaca

ttctcccagt

9t9ll999C‘

qacaccaaca

gacctcaagg

nagttcacca

ccgaactcct

ctcgqcacca

atctccttca

ttcgagcgct

tccaacaaqa

tccttcgaga

ccaccctclc

l99*9¢t9lC

acatcctcga

tguacqgctt

tcgqccgctc

ccgqctccga

qggccttcct

cctccatcat

cgaccctct:

acgccaaglt

acgactccat

acaaggactc

agtccgagca

agatcgactt

actcctccac

accgcaccct

ccttcctcac

ccctcacctg

agaccaagct

EGQHGQOQQB

¢G9fi¢9G¢fit

tcatcggcga

aqccgtccat

acaacctcaa

gcqtgtacct

tccttgagat

ggatcaccac

acggcacctt

ccqcctccgg

ccaacctcat

Ccggcctctl

ocqtqtccat

ES 2 344 691 T3

cqaqatcacc ccqqcctacc agcqcaccaa

cttcgccacc

cqagctgacc

cqaqttctac

cqccctcaag

QQIQQUCIIC

clccctcacc

gaacgagcac

eaacaccttc

95t¢9t99*9

caccgtgctc

cctctccgag

gatatactac

caccaagaag

cgncqagatc

ctccqccaac

cccgatcaac

caagtcctac

catcqtgccg

cancctcgag

qaacggcacc

caagctcaaq

ccacctcaag

ggactaccag

catcctcnag

caagccggcc

cccgggcgcc

ccgccagtcc

cccgttcaac

gtcctccacc

cgtqqagctq

caadtaq

gagaccnccc

qlgctglccg

ctcaacacct

accucctccq

qngtacaact

acctgccqca

ctcaacaagg

tccaacccqa

gccaag¢cgg

aaggtgtacg

gtgatctacg
accaacanca

atgaagaccc

qacctcaaca

gacgacggcg

ggcttcggcc

ctccgcgaqc

ccgtccgqct

ccghggangg

aaqgccctct

ccgaagaccg

QJCQRQBGCI

accatcacca

tcccagaacg

gaggacctcc

tccatctccg

ctctccctca

gtgaccgtqc

tcccacatct

tcccgccqct
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tcaaggtgaa

agctggccaa

tccncgacqt

auctgntcgc

ccctcatcqt

aqctcctcgg

394399399!

actacgccaa

qccacgccct

aggccnagct

QGQIGICCQI

tcgtgttccc

tccgctacga

acaaquaqat

tgtacatgcc

tccaggccga

tgctcctcqc

tcanctccaa

ccaacanuaa

acgtqcacaa

agtacgtga:

ccqgctacat

aqcqcttcac

Qfigaflgagfic

tctccccgqa

gcaacaagct

actcctactc

gcaactcccg

cuggcacctt

Cflg-QC ggcqg

gtacqtqaac

gaaggactcc

qtccgtgaau

qatqqtugqc

caaggngaac

gctcaccgcc

cctcqccqac

gttccqcgtg

§9t§33999¢

cgtgggcttc

caagcagaac

caagctcttc
gaacgagtac

ggtgnccgcc

qqagtcctcc

9C5C99¢9‘U

cgagaactcc

caccgacctc

catcgtggag

gnacgcctac

9Ga¢9§°99¢

ccagtacacc

ccactacqug

caccgqcacc

ctggqqcqac

gctgatcaac

cttcatcaac

cacctactcc

cgaggtgctc

caagaccgag

cggccucatc
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This International search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant according
to Article 18. A copy is being hansmitted to tire International Bureau.
 
 3 sheets.

E It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

This international search report consists of a total of

1. Basis of the report

a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of :

g the international application in the language in which it was filed

E] a translation of the international application into , which is the language of a
translation furnished for the purposes of international search (Rules l2.3(a} and 23.l[b})

b. D This international search report has been established taking into account the rectilication at‘ an obvious mistake
auflrorizcd by or notified to this Authority nutter Rule 91 {Rule 1'-13.6br'.r(a}).

c. D with regard to any nucleotide ancuor amino acid sequence disclosed in the inteme1.i¢-nal application. see 130:: No. I.

2. I: Certain claims were found unsearchahle (Set: Box No. 11)

3. D Unity olintrention is lacking (See Box No. Ill)

4. with regard to the title.

the text is approved as submitted by the applicant.

E] the next has been established by this Authority to read ss follows:

5. With regard to the abstract,

g the text is approved as submitted by the applicant.
E the text has been established, according to Rule 33.2, by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant

may, withhi one month from the date of mailing ofthis international search report. submit comments to this Authority.

6. With regard to the drawings,

a. the figure of the drawings to he published with the abstract is Figure No. 3

E as suggested by the applicant.
|:| as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure.

E as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention.
b. E] none ofthe figure is to be published with the abstract.

Form PC']‘i’lSA;‘2lt} {first sheet) (July 2009)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

 
 

D043 21/i'4(20ti6.0l,ll, D039 I I/ti6'{2l3'0-5. til‘)1

' .-_ to International Patent Classification UPC) or to both national classification and IPC
B. FIELDS SEARCHED

Minimum docunrentation searched (classification system followed by classification symbols)
D043 1l.il4:A47G 9300; A47G 9.!’-02; A6lG W05‘. B3213 5126

 
 
 
  
  

Documentation searched other than minimum docurncntation to the extent that such documents are included in the fields searched

Korean utility models and applications for utility models
Japanese utility models and applications for utility models
(Chinese Patents and application for patent}

Electronic data base consulted during the international search (name ofdata base and, where practicable, search terms used}
eKOMPASS-[KIPO internal)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Citation of dccurnent, with indication, where appropriate, of the relevant passages

JP ll.-309183 1'1 (lID'RIUCHI KYU ICE) 09 November 1999

See paragraphs [0001] and [tl0l0I—[0O13l

 

 

  
 
 
 
 
 
 
  

 
  
  
  

  
  
 
 
 

Relevant to claim No.

  

 US 6381779 B1 (‘I1-ll]lilPSON'. 'Ili[lll.'tS L.) 0? Hat? 2002
See claim 1 and figures 4-6

 US 5817391 A1 (ROCK: MOSHE et a1.) 06 October 1998

See column 1, line 56 - colunur 3. line 19

US 5765241 A1 {llitCDOT~iill.D; ROBERT ) 16 June 1998
See the whole document

D Further documents are listed in the continuation of'B-ox c. E See patent family annex-
‘ Special categories of cited documts: 'T" later document published alter the iroernational filing date or prioritji
“A” document dgfining the general, state ofum an winch is not considered date and not in conflict with the application ‘nut-cited to understand

to be ofparticular relevance the principle or theory underlying the invention
"E" earl icr applicafion or patent lnitpublished on or alter the imcmaional "X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be

filing date considered novel or cannot be considered to involve an inventive
*L" document which may throw doubts on priority Cl3ll'll(S) or which is step when the document is taken alone

cited to establish the publication date of citation or other W“ document of particular relevance; the claimed invention cannot be
special reason (as specified) considered to involve an inventive step when the document is

'0' document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other combined with one or more other such documcnonsuch combination
mean: being obvious to a person akilletl in theart

"P" document published prior to the inoen-rational filing date but later "&' document member of the same parent family
than the priority date claimed 

 
 
 

 
 

 

 

Date of mailing of the international search report

29 APRIL 2010 (29.04.2010)
Authorized officer

Date of the actual completion of the international search

23 APRIL 2010 08.04.2010)

Name and mailing address ofthe ISAIKR

Korean Intellectual Property Office
Government Complex-Daejeon, 139 Seonsa-to, Seo-
gu. Daejeon 302-'.-'01, Republic ofKorea

Facsimile No. 82-42-472-7140

  KIM, long Kyoo
 
 

  
 

Telephone No. 82-1-2-431-5593
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International application No. international filing date (day/monrhrjieorj Priority :late{day/moarhyear)

PCT/'US2009l0587l6 29 SEPTEER 2009 (29.09.2009) 29 snrrnmnna zoos (29.09.2003)
International Patent Classification (IPC) or - otb nation classification and [PC

 

 
  

D043 21/l4{2£|06.01)i, D031) Ib'00{200d'.0l)z'

Applicant

SHEEX LLC et al

1. This opinion contains indications relating to the following items:

E
if 2:’ Basis of the opinion

Box No. II Priority

Box No. Ill Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

Box No. IV Lack of unity of invention

Box No. V Reasoned statement under Rule rtsbis. l{a}[i) with regard to novelty, inventive step or industrial applieabiliry;
citations and explanations supporting such statement

Box No. Vi Certain documents oited

Box No. V11 Certain defects in the international application

Box No. VIII Certain observations on the international application  

 

  
  
  

  

 
 

|:||:i|:|Z!i:JEi|:i
2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary errarnination is made. this opinion will he considered to be a written opinion of the
International Preliminary Examining Authority ("TPEA") except that this does not apply where the applicant chooses an Authority
other than this one to be the IPEA and the chosen {PEA has notified the International Bureau under Rule 66. lbis(h) that w'ri|1:en

opinions of this International Searching Authority will not be so considered.

If this opinion is. as provided above, eonsidered to be a written opinion of the IPEA_ the applicant is invited to submit to the
IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3- months from the date ofmailing
ofFour: PCTr'lSAi'210 or before the expiration of22 months from the priority; date, whichever expires later.
For finiher options. see Form PCTIIS M220.

3. For fiirtiter details, see notes to Frrn PCTi'ISAf‘220.
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Name and mailing address of the ISAIKR
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' -‘F01, Republic of Korea

Facsimile ND. 32-42-472-T I40

Form PCT!ISA!23'i' (cover sheet) (July 2009)
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WRITTEN OPINION OF THE Inteinafional application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTf[_]s2 [)[]9;|}5s7145

Box No. I Basis of this opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of :

E the international application in the language in which it was filed 
D a translation of the international application into , which is the language of a

translation fumished for the purposes of international search {Rules i2.3(a) and 23.1(b})

2. D This opinion has been established taking into account the reetifieition of an obvious mistake authorized by or notified
to this Authority under Rule 9] [Rule 43-bis. 1(a)}

3. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed in the international application. this opinion has been
established on the basis of:

 

a, a. sequence listing filed or fin-nished

[I on paper
D in electronic form

 
 b. time of filing or furnishing

D contained in the international application as filed.

I:| filed together withthe international application in electronic form.

|:| furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

-1». CI in addition, in the ease that more than one version or copy of a sequence listing has been tlled or furnished. the required
statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the application as filed 03' (1065

not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional eommcnts:

Form PCT.u'iSAI23‘i' (Box No. in July 2009;
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 lnternational application No.
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WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bls.l(a){l) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (NJ Claims 1'17 YES

   
 

Claims

 Imemwnmam cmms WWW vss
Claims

 nmmnnnmnnmnn) ohms 147 ves
 

Claims

2. Citations and explanations :

Reference is made to the following document: 
 

 
 

D1‘. JP ll.-309183 A (lllCIRIUCl-II K‘r"U KK} 09 November 1999

1. Novelty and Inventive Step

 
  

  

  
  
 

 

  
   

    
 
 

 

  

  
 

  
  
  

1-l. Regarding claims 1-4
Host of the features of claim 1 are disclosed in D1 except for making the finished fabric at least 90
inches wide. However, it is considered to be a minor difference over the disclosure of D1. that are
merely matters of design option when the general knowledge in relevant field of the art is used.
Hence, no inventive step under PCT Article 33(3) is present in the subject matter of claim 1.

The additional feature of claim 2 is already disclosed in Dllsee claim 3}. The features added by
claims 3 & 4 are considered to be a minor difference over the disclosure of Dllsee paragraphs [00101-
[O0l3]), which fall under the general knowledge of a person skilled in the art. Hence. no inventive
step under PCT article 33(3) is present in the subject matter of claims 2-4.

 
 
 

1-2. Regarding claims 5-8
Host of the features of claim 5 are disclosed in D1 except for making the finished fabric at least 90
inches wide, circular knitting the fabric and stitching the fabric portions together. However, making
the finished fabric at least 90 inches wide is considered to be a minor difference over the
disclosure of D1, that is merely matters of design option when the general knowledge in relevant
field of the art is used. Circular knitting and stitching are considered to he a minor difference
over the disclosure of Dlfsee paragraphs [0010]-[Ut}13]}, which fall under the general knowledge of a
person skilled in the art. Hence, no inventive step under PCT Article 33(3) is present in the subject
matter of claim 5.

The additional feature of claim 6 is already disclosed in Dlfsee paragraph [U0tJ1lJ. The features
added by claims 7 & 8 are a simple addition of conventional technique in this field as occasion
demands. Hence, no inventive step under PCT article 33(3) is present in the subject matter of claims
5-3.

 

 
1-3. Regarding claims 9-12
llost of the features of claim 9 are disclosed in 131 except for making the bed sheet at least 90
inches wide. circular knitting the fabric. stitching the fabric portions together and heat setting
finishing. However, making the bed sheet at least 90 inches wide is considered to be a minor
difference over the disclosure of D1. that is merely matters of design option when the general
knowledge in relevant field of the art is used. Circular knitting and stitching are considered to he
a minor difference over the disclosure of Dlisee paragraphs [0010]-itl013]}, which fall under the
general knovledge of a person skilled in the art. Heat setting finishing without limitation of kinds
of the material of the fiber is a simple addition of conventional technique as occasion -demands.
Hence. no inventive step under PCT Article 33(3) is present in the subject matter of claim 9.

 
Continued on Supplemental Bolt

Form PCTIISA.-'23? (Box No. V) {July 2009)
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International application No.
WRITTEN OPINION OF‘ THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY pCTfUSzm}g,r053716

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficient.
Continuation of :

Box ll’

The feature added by claim 10 is a simple addition of conventional technique in this field as occasion
demands. The additional features of claims 11 it 12 are already disclosed in Dltsee paragraph [00103-
E0013]]. Hence, no inventive step under PCT Article 33(3) is present in the subject matter of claims
104.2.

 
  

  
  
  
  
  

 

1-4. Regarding claims 13+17
Host of the features of claim 13 are disclosed in D1 except for the finished fabric at least 90 inches
wide and the circular knitted fabric. However. the finished fabric at least 90 inches wide is
considered to he a minor difference over the disclosure of D1. that is merely matters of design option

when the general lmowledge in relevant field of the art is used. Circular knitted fabric is considered
to be a minor difference over the disclosure of Dltsee paragraphs [0010]'[0U13]J, which fall under the

general knowledge of a person skilled in the art. Hence. no inventive step under PCT Article 33(3) is
present in the subject matter of claim 13.

The feature added by claim 15 is a simple addition of conventional technique in this -field as occasion
demands. The additional features of claims 14. 16 E: 1? are already disclosed in D1(see paragraph
[0Cr101~[D013]l. Hence. no inventive step under PCT Article 33(3) is present in the subject matter of
claims 14-17.

2. Industrial Applicability

The subject matter of claims 1-17 is industrially applicable meeting the requirements of Article 3305:}
PCT.

Form PCTHSAJ23-7 (Supplemental Box) {July 2009)
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Date of ntailing ._fg2?.::'_1.'-':::r7»’ar.?7.-'_'],'.=z.ar',l
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY

(Chapter I of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 443m-)

Applieanfs or agent's file rcfereiicc FOR FURTHER ACTION See item 4 belowSH EEX‘1 PCT
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S EEX LLC

This international preliminary‘ report on pate11tabilit}*-[Chapter 1) is issued by the International Bureau on behalf of the
Intemationa] Searching Authmity-' under Rule 44 bis. |(a).

This RFTPORT consists Or a tntul 01' 5 sheets, includiiig this ctwer sheet.

[ii the attaclied slicers, any rcferciicsc to the written opinion of the International Searching Al1l]‘10l'i‘l}-' sliould be read as a
reference to the iiiternutional prelimiiiarj,-' report on puteiitabilitjv f_ Chapter I) instead.

This report enntaiiis indie-utions relating to the Fnlltawing items:

13054 No. I Basis of the report

Box No. 1] Priority‘
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Box No. Certaiii defects in the inteniational application

Box No. Certaiii observatioiis on the iiiternatic-nal application
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SHEEX LLC et al
 

1. This opiiiic-11 colitains iiiditsatioiis relating to the l'o||o\.\-'ing itcrns:

IE

:I

:|

:|

El

:i

:|

:|

FURTHER ACTION

lfa deinaiicl for intemalionul preliniiliary exarniiiatiun is I'l't{I£lt.)_ this (J-]JiI'tIUl1 will be colisidercd to be a written opinion ofthe

International Prelilnilialjw Iixaniining Autli-rarity‘ ("II-II-IA ") except that this does not apply where the applicant chooses an Autltnrit}-'
other than this one to he the IPEA and the clioscn IPEA has Iiutificd the Inlcrnzllionall Btlrcntl under Rule 66. lbistb) that written
0[;'IiI1i0Il-S 0t't1iisI1ItcrnationaI Scarcliing r‘urthnritj~_«' will not be so considered.

130}: No. I liasis ofthe opinion

Box No. II Priority

Box No. III NuI1—cstz|bIisl11nI:11l ofopiliion with regard to novelty. in\-'L:nliw.: step and industrial alpplicaibility

Box No. IV LdI.'I-L 01' unitjr U1” im-'c11li011

Iinx No. V I<’.easc-ned statement under Rule 43bis.l{a)(i)\\-'it|1 regard to Il0\"6li}". inventive step or industrial applicability;
citalimis and r.:.\pla111ations supporting sur..:h statI:I11I:I1l

Bax No. VI Certain documents cited

Iinx Nu. VII Certain defects in the ilitemaliolial application

Box No. VIII Certain obscrvaliulis on lhn; ilitcmatiunal application

to

Ifthis opinion is. as pro\-'idI:d above. uonsidurcd to bu: 21 wrillcn opinion U-fll1cII’EA. the applicant is invitI.'L1 to submit lo the

IPEA a writteii I'¢p|_\’ togetlnzr. \\-'t’II:’:l't3 appropriate. with amendnnentss. betbrc the expiration ot‘3 inc-ntlis frurn the date ofinailing
of I"orIn POI"-‘ISA-‘22tJ or be Fore the expiration 0-t‘22 months train the priority date. \\-'I'IiGhE3\-'E3l' expires later.
For further options. sun: Form PC T.-“ISA-"320.

3. For further details. see notes to Form PCT.-‘ISA.-"220.

Namc and mailing address 01' the [SA-"KR Date of completion ofthis opinion Authorized ofliccr
Korean Intellectual Property ()f'tice
Governmelit C0mplex—DaejeoiI. I39 ,
Smnsfiml‘ Sw_gu_ Dacj-cm 302 28 APRIL. 2n10(2a_r_m.201(1) KIM. .Tc-ng K3 00

_ -T-‘tit. Republic ofliorea _
Facsinaleiqo. 32-42-472-7140 TcivphvncTJ0-33-43-431-3593
   
I"-"Orin I’CT.-"ISA-"'23? (cover slicet) (.I11l_\,-' 2009)
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International application No.
WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTfUS2[}09f0587 I 6

Box No. I Basis of this opinion

1. With regard to the language. this opinion lias been established on the basis 01':

X the international application in the language in which it was tiled

l:l a translatiotl of the international application into , whjelt is the language of a
translation furnislted for the purposes of international seaneh (Rules l2.3(a) and 23.1(b))

2. E] This opinion has been established taking into aeeount the rectification of an obvious mistake authorized by or notified
to this Authority under Rule 9] (Rule —’l3fu'.!;.l (a))

3. With regard to any nucleotide aI1d..|"0I' amino acid sequence disclosed in the international application. this opinion has been
established on the basis of:

a, 21 sequence listing filed or furnislied

El 01] paper

D in eloelronie forin

h. time oftiling or t'LIrnishing_

Cl contained in the international application as tiled.

|:| Iiled together with the international application in electronic tbrrn.

|:' ftlrnishcd sLI|:I-5eqLIcntl_\-' to this Autliority for the ptlrposes of search.

4. D In addition, in the case that more than one version or copy ofa sequence listing has been filed or furnished. the required
statements that the inforrnation in the subsequent or additionnl copies is identical to that in the application as filed or does

not go be)-'ond the appliezltion as filed. as ap]:aropI'lale_ were l1In1ished_

5. Additional eomnicnts;

Form PCT.-"ISA.-"237 (Box No. I)( Jul}-‘ 2009)
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International application No.WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT,r[_]s20[]9,r053715

Box No. V Reasoned statement under Rule 43lJis.1(a}(i} with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N)

inventive step (IS)

Industrial applicability (IA)

2. Citations and explanations :

Reference is made to the following documenti

Dli JP ‘ll-309183 A tltl0RlllCHl l{‘r'[.' Kill 09 November 1999

1. Novelty and inventive Step

1-]. Regarding claims 1-4
ltllost (if the features of claim l are disclosed in D1 except for making the finished lalnri-c at least 90
inches wide. However. it is considered to be a minor difference over the disclosure of D]. that are
merely matters of design option when the general knowledge in relevant field of the art is used.

Hence, no inventive step under PCT itrticle 33(3) is present in the subject matter of claim 1.

The adtlili-onal feature of claim 2 is already disclnsetl in Dlfsee claim 3). The features added by
claims 3 8: 'l are considered to be a minor difference over the disclosure of Dlisee paragraphs [0010]-
l0(_)l3ll, which fall under the general knowledge of a person skilled in the art. Hence, no inventive
step under PCT ii.1'ticle 33(3) is present in the subject matter of claims 2-4.

1-2. Regarding claims 5-8
lilost of the features of claim 5 are disclosed in D1 except for making the finished fabric at least 90
inches wide. circular lcnitting the fabric and stitching the fabric portions together. However. making
the finished fabric at least 90 inches wide is considered to be a minor difference over the

disclosure of D1. that is merely matters of design option when the general knowledge in relevant
field of the art is used. Circular lcnitting and stitching are considered to be a minor difference
over the disclosure of Dltsee paragraphs [l)(llU]-[U(l‘l3]). which fall under the general knmi-‘ledge of a
person skilled in the art. Hence. no inventive step under PCT Article 33(3) is present in the subject
matter of claim 5.

The additional feature of claim 6 is already disclosed in Dlfsee paragraph [O0Ul]). The features
added by claims 7 Si 8 are a simple addition of cunventicinal technique in this field as occasion

demands. Hence. no inveiitive step under PCT Article 33(3) is present in the subject matter of claims
6-8.

1-3. Regarding claims 9-12
lilost of the features of claim 9 are disclosed in D1 except for making the bed sheet at least 90
inches wide. circular knitting the fabric. stitching the fabric portions together and heat setting
finishing. lloirever, making the bed sheet at least 90 inches wide is considered to be a minor
difference over the disclosure of D1. that is merely matters of design option when the general
knowledge in relevant field of the art is used. Circular lmitting and stitching are considered to be
a minor difference over the disclosure of Dltsee [Jaragraphs [Ofllfl]-[0Ol3]}. which fall under the
general knowledge of a person skilled in the art. Heat setting finishing without limitation of kinds
of the material of the fiber is a simple addition of conventional technique as occasion demands.
Hence. no inventive step under PCT i‘irl.icle 33(3) is present in the subject matter of claim 9.

Continued on Supplemental Box

Form PCTIISA.-‘"237 (Box No. V) (July 2009)
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Irilerrialional application No.
WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY pCTfUS2009/0537 16

Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficient.
Confinuadonef:

Box 1:’

The feature atitled lay‘ claim 10 is a simple Hti(iil.i()n of t_'E)I1\-‘i-tl'Il.'lt)['I:-ii technique in this field as occasion

demands. The additional features of claims 11 & 12 are already disclosed in Dllsee paragraph l0010i-
[0013]i. Hence. no inventive step under PCT Article 33(3) is present in the subject matter of claims
10-12.

1-4. Regarding claims 13-17
Most of the features of claim 13 are disclosed in 01 except for the finished fabric at least 90 inches
wide and the circular knitted fabric. However. the finished fabric at least 90 inches wide is

considered to be a minor difference over the disclosure of D1. that is merely matters of design option
when the general knowledge in relevant field of the art is used. Circular knitted fabric is considered

to be a minor difference over the disclosure of Dlfsee paragraphs [0010]-[0Ol3]), which fall under the
general knowledge of a person skilled in the arL. Hence, no invenLive stcp under PCT ArLiclc 33(3) is
present in the subject matter of claim 13.

The feature added by claim 15 is a simple addition of conventional technique in this field as occasion
demands. The additional features of claims 14, 16 & 17 are already disclosed in Dltsee paragraph

[001G]‘[0013]). Hence, no inventive step under PCT Article 33i3i is present in the subject matter of
claims 14-1?.

2. industrial Applicability

The subject matter of claims 1-17 is industrially applicable meeting the requirements of Article 33(4)
PCT.

Form PC Ti'ISA«"23".r' (Supplemental Box) {Jill}-' 2009)
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This Acknowledgement Receipt evidences receipt on the noted date by the USPTO ofthe indicated documents,

characterized by the applicant, and including page counts, where applicable. It serves as evidence of receipt similar to a
Post Card, as described in MPEP 503.

New Applications Under 35 U.S.C. 11 1

lfa new application is being filed and the application includes the necessary components for a filing date [see 37 CFR

1.53(bl-{cl} and MPEP 506). a Filing Receipt (37 CFR 1.54} will be issued in clue course and the date shown on this

Acknowledgement Receipt will establish the filing date of the application.

National Stage of an International Application under 35 U.S.C. 371

lfa timely submission to enter the national stage ofan international application is compliant with the conditions of 35

U.S.C. 371 and other applicable requirements a Form PCT.*'DO;'EOl'903 indicating acceptance of the application as a

national stage submission under 35 U.S.C. 371 will be issued in addition to the Filing Receipt, in due course.

New International Application Filed with the USPTO as a Receiving Office

Ifa new international application is being filed and the international application includes the necessary components for
an international filing date (see PCT Article 1 1 and MPEP 1 310}, a Notification of the International Application Number

and of the International Filing Date {Form PCT:'RO.-"105) will be issued in due course. subject to prescriptions concerning

national security, and the date shown on this Acknowledgement Receipt will establish the international filing date of

the application.
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Attorney Docket No: 29712-()[l(l2[l(l2

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

Applicant 1 Susan Walvius etal. Art Unit : 3673

Serial No. : l3t’27l_,884 Examiner : Nicholas F. Polito

Filed : Oetobei-12, 2011 ConF.No. : 4645
Title : FABRIC SYSTEM

MAIL STOP AMENDMENT

Commissioner for Patents

PD. Box 1450

Alexandria, VA 22313-1450

INFORMATION DISCLOSURE STATEMENT

Please consider the references listed on the enclosed PTO-I449 form. Foreign patent

documents and non-patent literature are enclosed; cited U.S. patents and patent application

publications will be provided on request.

This statement is being filed within three months of the filing date of the application or

before the receipt of a first Ottiee Action on the merits. Please apply any necessary charges or

credits to Deposit Account 06-1050, referencing the above attorney docket number.

Respectfully submitted,

Date: December 6, 20] l ,"Frank L. Gerratanaf
Frank L. Gerratana

Reg. No. 62,653
Customer Number 26161

Fish & Richardson P.C.

Telephone: (617) 542-5070

Facsimile: (877) 769-7945

22'l52653.doe
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Attorney's Docket No.: 29? l 2-()[l(]2[l(]2

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

Applicant 1 Susan Walvius etal. Art Unit : 3673

Serial No. : l3i’27l_,884 Examiner : Nicholas F. Polito

Filed : October-12, 2011 ConF.No. : 4645
Title : FABRIC SYSTEM

Mail Stop Amendment
Commissioner for Patents

PD. Box 1450

Alexandria, VA 22313-1450

RESPONSE TO RESTRICTION REQUIREMENT

In response to the restriction requirement made in the action mailed November 17, 201 1,

identified Group 2 (claims 25-43) is elected for examination. The election is made without

traverse.

Please apply any necessary charges or credits to Deposit Account No. 06-1050,

referencing the above attorney docket number.

Respectfully submitted.

Date: November 30, 201 l XFrank L. Gerratana.-’

Frank L. Gcrratana

Reg. No. 62,653
Customer Number 26161

Fish & Richardson P.C.

Telephone: (617) 542-5070

Facsimile: (877) 769-7945

22'l4‘.’38].due

CERTIFICATE OF‘ MAII.Il"iG IIY EFS-VIFEB FILING

I hereby certify lhal [his paper was filed with the Palenl and Trademark
Office using the FFS—WFH system on this date: November 28. ZUI I.
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This Acknowledgement Receipt evidences receipt on the noted date by the USPTO ofthe indicated documents,

characterized by the applicant. and including page counts, where applicable. It serves as evidence of receipt similar to a
Post Card, as described in MPEP 503.

New Applications Under 35 U.S.C. 11 1

Ifa new application is being filed and the application includes the necessary components for a filing date [see 37 CFR

1.53lb)-(d) and MPEP 506), a Filing Receipt (37 CFR 1.54}will be issued in due course and the date shown on this

Acknowledgement Receipt will establish the filing date of the application.

National Stage of an International Application under 35 U.S.C. 371

Ifa timely submission to enter the national stage ofan international application is compliant with the conditions of 35

U.5.C. 371 and other applicable requirements a Form PCT.-‘DO.-‘E01903 indicating acceptance of the application as a

national stage submission under 35 U.S.C. 371 will be issued in addition to the Filing Receipt, in due course.

New International Application Filed with the USPTO as a Receiving Office

Ifa new international application is being filed and the international application includes the necessary components for

an international filing date {see PCT Article 11 and MPEP 1 310}, a Notification of the International Application Number

and ofthe International Filing Date {Form PCT:‘RDl'105) will be issued in due course, subject to prescriptions concerning

national security, and the date shown on this Acknowledgement Receipt will establish the international filing date of

the application.
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Application No. Applicanll s)

‘I3i'2?1.83£l- WALVIUS ET AL.

Office Action Summary Examine, A“ Unit

NICHOLAS POLITO 36?3

-- The MAILING DATE of this communication appears on the cover sheet‘ with the correspondence address --

Period for Reply

A SHORTENED STATUTORY PERIOD FOR REPLY IS SET TO EXPIRE 1 Iv1ONTH(S} OR THIRTY (30) DAYS.
WHICHEVER IS LONGER, FROM THE MAILING DATE OF THIS COMMUNICATION.

Extensions of time may be available under the provisions e13? CFFt 1_136{a]. In no event. however. may a reply be timely tiled
after SIX {Ej MONTHS from the mailing date oi this communication.

- ll NO period for reply is speciiied above. the maximum statutory period will apply and will expire SIX {Etj MONTHS from the mailing date of this communication.
— Failure to reply within the set or extended period for reply will. by statute. cause the application to become ABANDONED (35 Ll.S.-C. § 133}.

Any reply received by the Oflice later than three months after the mailing date of this communication. even it timely tiled. may reduce any
earned patent term adjustment. See 3? G-FR 1.?0=1{bl.

Status

 

1)E| Responsive to communicationisl filed on 12 October 2011.

2a)I:l This action is FINAL. 2b)|:I This action is non-final.

3)[:l An election was made by the applicant in response to a restriction requirement set forth during the interview on

_; the restriction requirement and election have been incorporated into this action.

4)|:I Since this application is in condition for allowance except for formal matters, prosecution as to the merits is

closed in accordance with the practice under Ex parte Ouayie, 1935 C.D. 11, 453 013. 213.

Disposition ot claims

5)E Claim{sj M isiare pending in the application.

5a) Of the above claim(s) isiare withdrawn from consideration.

Application Papers

10)I:| The specification is objected to by the Examiner.

11)|:| The drawing(s) filed oni isiare: a)I:| accepted or b)I:| objected to by the Examiner.

Applicant may not request that any objection to the drawingisj be held in abeyance. See 37 CFR 1.85ia).

Repiacement drawing sheetisj including the correction is required if the drawinglsj is objected to. See 3? CFR t.121{dj.

12)l:j The bath or declaration is objected to by the Examiner. Note the attached Office Action or form PTO—152.

Priority under 35 U.S.C. § 119

13)I:I Acknowledgment is made of a claim for foreign priority under 35 U.S.C. § 119(a}—{d} or (1).

all] All b)I:I Some ‘ c)|:| None of:

1.I:l Certified copies of the priority documents have been received.

2.|:l Certified copies of the priority documents have been received in Application No. j.

3.I:I Copies of the certified copies of the priority documents have been received in this National Stage

application from the International Bureau {PCT Rule 17.2(a}).

* See the attached detailed Office action for a list of the certified copies not received.

Attachment(sj

1} D Notice of References Cited (PTO-B92) 4) D Interview Summary [PTO-413}
2} El Notice of Draflspe-rson's Patent Drawing Review (PTO-943} P399’ N°l5}-“M3” Dataj -
3} El Infonttation Disclosure Stetementisj (PTO.-“SB-'08} 5} D M0399 0‘ |"7°“'|'|3J P313“? =°lF3F3|"3a“°|"

Paper l\|o(s}ii‘|V|ai| Date _ at El Other: .
US Pate nt and Trademark Oliice

PTOL-326 (Rev. 03-11]: Oltioe Action Summary Part of Paper No_iMai| Date 20111109
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Applicationfcontrol Number: l3f271,884 Page 2

A11 Unit: 3673

DETAILED ACTION

Election/Restrictions

1. Restriction to one of the following inventions is required under 35 U.S.C. 121:

I. Claims 14-24, drawn to a method of making, classified in class 28,

subclass 100.

ll. Claims 25-43, drawn to a bed sheet, classified in class 5, subclass 482.

The inventions are distinct, each from the other because of the following reasons:

2. Inventions I and II are related as process of making and product made. The

inventions are distinct if either or both of the following can be shown: (1) that the

process as claimed can be used to make another and materially different product or (2)

that the product as claimed can be made by another and materially different process

(MPEP § 806.05(f)). In the instant case the process as claimed can be used to make

another and materially different product.

3. Restriction for examination purposes as indicated is proper because all these

inventions listed in this action are independent or distinct for the reasons given above

and there would be a serious search and/or examination burden if restriction were not

required because at least the following reason(s) apply:

- the inventions have acquired a separate status in the art in view of their different

classification

- the inventions have acquired a separate status in the art due to their recognized

divergent subject matter
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ApplicationfCont1*o1 Number: l3f271,884 Page 3

A11 Unit: 3673

o the inventions require a different field of search (e.g., searching different classes

/subclasses or electronic resources, or employing different search strategies or

search queries).

Applicant is advised that the reply to this requirement to be complete fig

include (i) an election of a invention to be examined even though the requirement

may be traversed (37 CFR 1.143) and (ii) identification of the claims encompassing

the elected invention.

The election of an invention may be made with or without traverse. To reserve a

right to petition, the election must be made with traverse. If the reply does not distinctly

and specifically point out supposed errors in the restriction requirement, the election

shall be treated as an election without traverse. Traversal must be presented at the time

of election in order to be considered timely. Failure to timely traverse the requirement

will result in the loss of right to petition under 37 CFR 1.144. If claims are added after

the election, applicant must indicate which of these claims are readable upon the

elected invention.

Should applicant traverse on the ground that the inventions are not patentably

distinct, applicant should submit evidence or identify such evidence now of record

showing the inventions to be obvious variants or clearly admit on the record that this is

the case. In either instance, if the examiner finds one of the inventions unpatentable

over the prior art, the evidence or admission may be used in a rejection under 35 U.S.C.

‘lO3(a) of the other invention.
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Applicationfcontrol Number: l3i'271,884 Page 4

A11 Unit: 3673

4. Applicant is reminded that upon the cancellation of claims to a non-elected

invention, the inventorship must be amended in compliance with 37 CFFi 1.48(b] if one

or more of the currently named inventors is no longer an inventor of at least one claim

remaining in the application. Any amendment of inventorship must be accompanied by

a request under 37 CFR 1.48(b) and by the fee required under 3? CFR 1.17(i)_

5. The examiner has required restriction between product and process claims.

Where applicant elects claims directed to the product. and the product claims are

subsequently found allowable, withdrawn process claims that depend from or otherwise

require all the limitations of the allowable product claim will be considered for rejoinder.

fl claims directed to a nonelected process invention must require all the limitations of

an allowable product claim for that process invention to be rejoined.

In the event of rejoinder, the requirement for restriction between the product

claims and the rejoined process claims will be withdrawn, and the rejoined process

claims will be fully examined for patentability in accordance with 37 CFR 1.104. Thus, to

be allowable, the rejoined claims must meet all criteria for patentability including the

requirements of 35 U.S.C. 101, 102, 103 and 112. Until all claims to the elected product

are found allowable, an otherwise proper restriction requirement between product

claims and process claims may be maintained. Withdrawn process claims that are not

commensurate in scope with an allowable product claim will not be rejoined. See MPEP

§ 821_04(b). Additionally, in order to retain the right to rejoinder in accordance with the

above policy, applicant is advised that the process claims should be amended during

prosecution to require the limitations of the product claims. Failure to do so may result
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Applicationfcontrol Number: l3l'271,884 Page 5

A11 Unit: 3673

in a loss of the right to rejoinder. Further, note that the prohibition against double

patenting rejections of 35 USC. 121 does not apply where the restriction requirement

is withdrawn by the examiner before the patent issues. See MPEP § 804.01.

6. Any inquiry concerning this communication or earlier communications from the

examiner should be directed to NICHOLAS POLITO whose telephone number is

(571)270-5923. The examiner can normally be reached on Monday-Friday 8:30-5:00.

If attempts to reach the examiner by telephone are unsuccessful, the examiner's

supervisor, Pete Cuomo can be reached on (571) 272-6856. The fax phone number for

the organization where this application or proceeding is assigned is 571-273-8300.

Information regarding the status of an application may be obtained from the

Patent Application Information Retrieval (PAIR) system. Status information for

published applications may be obtained from either Private PAIR or Public PAIR.

Status information for unpublished applications is available through Private PAIR only.

For more information about the PAIR system, see httpii/pair-direct.uspto.gov. Should

you have questions on access to the Private PAIR system, contact the Electronic

Business Center (EBC) at 866-217-9197 (toll-free). If you would like assistance from a

USPTO Customer Service Representative or access to the automated information

System, call 800-786-9199 (IN USA OH CANADA) or 571-272-1000.

fNicholas Polite! IROBERT G. SANTOS!

Examiner, Art Unit 3673 Primary Examiner, Art Unit 3673

11f9f2011
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