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DESCRIPCIÓN

Fusiones pesticidas.

Campo técnico

La presente invención se refiere a nuevos polipéptidos de fusión pesticidas que tienen partes de unión y tóxicas.
También se refiere a procedimientos y materiales para la generación y utilización de dichos polipéptidos, y también a
ensayos y kits para el ensayo de la toxicidad de los polipéptidos.

Técnica anterior

Las toxinas derivadas de Bacillus thuringiensis (Bt) son bien conocidas en la técnica por tener propiedades insec-
ticidas. En la naturaleza, las moléculas de protoxina grandes (130-160 kDa) se solubilizan en el medio alcalino del
intestino medio del insecto. A continuación, las toxinas solubilizadas se dividen proteolíticamente en fragmentos más
pequeños (30-80 kDa). Tras la solubilización y activación de cristales de endotoxina delta, la toxina interacciona con
los receptores superficiales específicos de las células del intestino medio y forma poros en la membrana. El balance
iónico de las células se rompe y las células se lisan.

De particular interés para los usuarios de toxinas Bt son su rango de huéspedes, toxicidad a bajas concentraciones,
y la capacidad de insectos diana de desarrollar resistencia.

Se han descrito una serie de experimentos que investigan estos diversos puntos, con una visión de mejorar uno o
más de ellos con respecto a la toxina nativa.

De este modo, esta generalmente aceptado que la presencia de receptores específicos en la membrana apical juega
un papel importante en la especificidad de toxinas Bt (1). En dichas circunstancias, la potencia de la toxina puede
depender de la abundancia del receptor y su afinidad por la proteína y también de la capacidad de la toxina para
formar poros. Las proteínas cristales insecticidas CryIA(a) y CryIA(c) tienen un 82% de homología aunque la última
de ellas tiene una actividad insecticida 10 veces superior hacia Heliothis virescens y Trichoplusia ni que CryIA(a)
(4). El rastreo de homólogos y recombinaciones recíprocas entre estos dos genes indicó que los aminoácidos 335-450
en CryIA(c) se asocian con la actividad contra T. ni, mientras que los aminoácidos 335-615 en la misma toxina son
necesarios para intercambiar la especificidad completa de H. virescens (4).

En general, la especificidad de una proteína insecticida es el resultado de diversas funciones, incluyendo el proce-
sado proteolítico por las proteasas del intestino medio del insecto, funciones de unión al receptor y/o citolíticas (4).
Los resultados de las deleciones terminales de una proteína cristal insecticidad específica de lepidopteranos indicaron
que las deleciones hasta el décimo codón desde el extremo 5’ o el 645º codón desde el extremo 3’ no eliminó la
toxicidad (5).

Mediante mutagénesis dirigida de sitio, se ha determinado con ciertas dudas que las toxinas Cry tienen tres domi-
nios funcionales. El dominio I está implicado en la inserción de toxinas en la membrana y afecta en el canal iónico, el
dominio II está implicado en la unión al receptor y la inserción en la membrana, y el dominio III está implicado en la
función del canal iónico, la unión al receptor y la inserción en la membrana (6).

Se han realizado estudios de unión con dos endotoxinas Bt delta (Bt2, una proteína cristalina recombinante de
130 kDa de B. thuringiensis subespecie berliner) y Bt4412 (una proteína cristalina de 136 kDa de B. thuringiensis
subespecie thuringiensis) en vesículas de membrana con chapa estriada del gusano del cuerno del tabaco (Manduca
sexta) y la mariposa de la col (Pieris brassicae) (12). La proteína activa Bt2 (60 kDa) se une y mata insectos de ambas
especies, mientras que la proteína activa Bt4412 es altamente tóxica sólo para M. sexta larvae (12). En este estudio
se reveló que P. brassicae tiene dos sitios de unión distintos para las toxinas Bt2 y Bt4412, ya que las dos proteínas
competían de manera negligible por los sitios de unión de ambas (12).

Se clonó un receptor para la toxina CryIA(b) a partir de las células epiteliales del intestino medio de gusano del
cuerno del tabaco susceptible, M. sexta (13). El receptor, una glicoproteína de membrana de 210 kDa se determinó
que tenía una similitud del 30-60% y una identidad del 20-40% con la superfamilia de proteínas de caderina (13). Las
caderinas son glicoproteínas de membrana y se cree que median en la agregación y clasificación celular dependiente
de calcio (13). La función exacta del receptor no se elucidó. Se sugirió sin embargo que puede estar implicado en el
transporte de membrana, una función similar a la de la proteína de transporte de péptidos intestinales humanos tipo
caderina, que canaliza péptidos antibióticos a través de células epiteliales que recubren el intestino delgado (13). Las
toxinas de B. thuringiensis se cree que actúan principalmente en células epiteliales en el intestino medio de insectos
sensibles (13).

Se purificó otra proteína de unión a partir de M. sexta y se observó que tenía un tamaño de 120 kDa (14). La misma
proteína, aminopeptidasa N, se purificó a partir de vesículas de membrana con chapa estriada Lymantra dyspar (la
palomilla gitana) (14). Cuando se probaron de nuevo, CryIA(a), CryIA(b), CryIIA, CryIC, CryIIIA, CryIIB, CryID,
CryIF y CryIVD, la aminopeptidasa N purificada de L. dyspar mostró una actividad de unión negligible (14). En
cambio, se observó que la aminopeptidasa N purificada de M. sexta se unía a CryIA(a), CryIA(b) y CryIA(c) con fuerte
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afinidad (14). Esta disparidad en la actividad de unión de aminopeptidasa N no está resulta. En cambio, se especuló
que, o bien la proteína difiere según el insecto del cual se purificó o bien que las diferencias reflejan variaciones en las
sensibilidades de los protocolos empleados (14). Una plaga de las cosechas, la palomilla dorso de diamante (Plutella
xylostella) ha desarrollado resistencia a Bt en poblaciones a campo abierto, aunque los experimentos de selección de
laboratorio mostraron que muchos insectos pueden desarrollar resistencia a genes de Bt (17). Se observó que un gen
autonómico recesivo en P. xylostella confiere una resistencia extremadamente elevada a 4 toxinas de Bt CryIA(a),
CryIA(b), CryIA(c) y CryIF(16). Esto sugiere que dicha mutación que confiere resistencia a las cuatro toxinas de Bt
da lugar a rotura del enlace a una proteína de unión única que actúa como receptor paras las cuatro toxinas de bt (16,
18). Esto sugiere que la resistencia a incluso múltiples plantas que contienen Bt es una posibilidad real.

WO 91/17254 (los regentes de la Universidad de California) describen un procedimiento para mejorar el rango de
huéspedes o la toxicidad de toxinas insecticidas. Esencialmente, la proteína insecticida se combinó con la glicoproteína
específica de unión al epitelio del intestino gp64 derivada del virus de la polihedrosis nuclear múltiple (MNPV) de
Autographa californica. Se indicó que esta glicoproteína interaccionaba con los receptores superficiales de células
epiteliales, permitiendo la concentración y entrada en células del intestino medio. En una realización alternativa, se
sugirió que la proteína Cyt A podría utilizarse para aumentar la toxicidad. Se indicó que esta proteína se unía a
ácidos grasos en la parte lipídica de las células, rompiéndolas mediante un modo de acción del tipo detergente. Las
implicaciones para la resistencia, si es que hay alguna, no se describen.

Los dominios de unión en genes de Bt naturales también se han cambiado con otros genes de Bt para alterar
la toxicidad de las proteínas (véase, por ejemplo, De Maagd et al. (1996) Appl Env Microb 62 No. 5:1537-1543).
Tal y como se ha descrito anteriormente, por ejemplo, en referencia a (16), esta estrategia puede no proporcionar
propiedades mejoradas en cuanto a la posible resistencia.

A la luz de estas observaciones, se puede observar que los nuevos materiales pesticidas de toxinas, particularmente
aquellos que ofrecen una estrategia alternativa o alguna ventaja sobre los descritos anteriormente, contribuirían a la
técnica.

WO 98/18820 (Universidad de Carolina del Sur) describe composiciones que contienen toxina A de ricino (RTA)
para tratar el cáncer o enfermedades autoinmunes. La RTA se puede asociar de forma heterodimérica con una toxina
B de ricino mutada (RTB). También se describen dominios RTB fusionados a un ligando específico a un receptor
superficial particular de la célula.

WO 96/10083 (CIBA-GEIGY) describe proteínas pesticidas específicas de insecto de Bacillus, y plantas transgé-
nicas que las expresan. También se describen proteínas de fusión que comprenden la proteína específica de insecto
fusionada a una proteína auxiliar.

US 5.668.255 (Murphy) describe fusiones de (i) una parte de unión a célula, por ejemplo, toxina de la difteria
(DT) o IL-2, (ii) un dominio de translocación de membrana, por ejemplo, de DT, y (iii) una sustancia química a
introducir en una célula. Las fusiones proporcionan un sistema de liberación de una toxina/agente de seguimiento/otra
sustancia química en células diana para aplicaciones en la salud humana, basadas en principio en el mecanismo de
unión-translocación por el que la DT entra en las células.

US 5.763.245 (Greenplate et al.) describe una combinación de Bacillus thuringiensis CryIA(b) o CryIA(c) con 3-
hidroxiesteroide oxidasa para controlar insectos tales como lepidopteranos y gorgojo del algodón.

Descripción de la invención

Los presentes inventores han sintetizado genes de proteínas de fusión que expresan proteínas de fusión altamente
tóxicas. Estas proteínas comprenden un dominio de toxina fusionado a un dominio de unión heterólogo que potencia
la eficacia de la parte de toxina. El dominio de unión es preferiblemente uno que puede unirse de forma no específica
a membranas celulares sin romperlas, permitiendo de este modo la concentración y la inmovilización del dominio de
toxina en su sitio de acción sin la necesidad de que estén presentes receptores concretos. Esto se ha ejemplificado
utilizando un parte derivada de Bt y una parte de unión a carbohidrato, tal como el dominio de unión a galactosa del
gen de cadena de la toxina B de ricina.

La toxicidad del producto de expresión se ha demostrado que es superior para ser cualquiera de las partes consti-
tuyentes de la proteína de fusión, utilizando un ensayo nuevo modificado que emplea una línea celular de insectos y
una pareja de colorantes fluorescentes. Se desarrolló el bioensayo in vitro para la valoración de la toxicidad de los pro-
ductos génicos de fusión y se basa en el homodímero de etidio 1 y Calceína AM. Los dos fluoróforos se han utilizado
previamente principalmente en ensayos de toxicidad de células vivas/muertas (39). Estos aspectos de la invención se
describirán a continuación en el presente documento.

De este modo, en un primer aspecto de la presente invención se describe una molécula de ácido nucleico que
codifica un polipéptido de fusión pesticida que comprende

(i) un dominio de toxina
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(ii) un dominio de unión heterólogo capaz de unirse de forma no específica a una membrana celular sin romper la
membrana.

Por “pesticida” se entiende que tiene toxicidad contra alguna o más tipos de plagas, particularmente plagas de
invertebrados económicamente significativas incluyendo insectos y otros artrópodos, por ejemplo, arácnidos. Entre
insectos se incluyen todas las etapas de desarrollo del insecto. Entre las clases concretas de insectos de interés se
incluyen Lepidoptera, Coleoptera, Culicidae, Simuliidae, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera y Diptera.

Por “polipéptido de fusión” se entiende un polipéptido que comprende dos o más componentes que son heterólogos
entre sí, es decir, no son parte de una única cadena de polipéptido natural. Opcionalmente, se puede incluir una región
enlazadora que puede facilitar el plegamiento de los dominios en su conformación natural mediante la reducción del
impedimento estérico entre los dominios.

Por “toxina” se entiende un material que es tóxico para plagas, preferiblemente en una cantidad capaz de ser
ingerida por una plaga. La parte de toxina de la proteína de fusión puede ser sintética o de origen natural, por ejemplo,
procariotas, eucariotas (incluyendo hongos, plantas y animales). Se prevé particularmente la utilización de toxinas de
proteínas ya estudiadas (tales como toxinas de Bt o aloquímicos defensores de las plantas, por ejemplo, inhibidores
de proteasa tales como los de chícharo de vaca o soja) o partes de las mismas. Preferiblemente, éstas serán pesticidas,
pero no tóxicas para humanos y animales. La toxina será preferiblemente aquella que tiene su verdadero sitio de acción
en la membrana celular.

Las toxinas de Bt descritas anteriormente son particularmente eficaces como fuentes del componente toxina. En
las formas más preferidas del primer aspecto de la invención, la toxina deriva de un polipéptido cry de Bt. De este
modo, en una realización de este aspecto la toxina es cryIA(b) o (c) de Bt.

El dominio “de unión” del polipéptido de fusión se puede unir de forma no específica a una membrana celular sin
romperla y, de este modo, no tóxica per se.

“De manera no específica” en este contexto significa que no requiere un receptor específico particular. Esto tiene
la ventaja de que reduce la probabilidad de que la plaga sea capaz de desarrollar resistencia a la fusión a través de
una mutación en la secuencia de ácidos nucleicos que codifica un receptor de la toxina, como se cree que es el caso
con cierta resistencia de Bt (véase las referencias 16, 17, 18). Proporciona una estrategia alternativa a procedimientos
físicos que se puede utilizar para minimizar la probabilidad de resistencia desarrollando, es decir, mezclando plantas
transformadas con Bt con plantas no transformadas durante la siembre para minimizar la presión selectiva.

El dominio “de unión” es no tóxico per se, es decir, aunque puede aumentar la toxicidad del dominio de toxina, no
provoca en sí mismo una rotura significativa, o más preferiblemente ninguna rotura, en la membrana celular cuando
se utiliza solo en la proteína fusión. De este modo, la parte de unión actúa de manera eficaz para permitir que la toxina
ejerza su efecto, pero preferiblemente no altera el modo de acción del mecanismo de la toxina, proporcionando de
este modo una especificidad y respuesta más predecible. Esto es particularmente útil en realizaciones en las que la
proteína de fusión puede entrar en la cadena alimenticia de los animales y en las que la toxina se ha seleccionado
cuidadosamente para que sean no tóxicas para los animales.

Preferiblemente, el dominio de unión se une a carbohidratos que están presentes en la parte extracelular de todas
las membranas de células eucariotas en forma de glicolípidos y glicoproteínas. El dominio de unión servirá por tanto
para anclar la toxina en un sitio de acción en una amplia variedad de células.

Preferiblemente, las células forman parte del epitelio del intestino de las plagas.

En realidad, se prefiere que la toxina se inmovilice en el sitio de acción, pero incluso si la inmovilización efectiva
(irreversible) no tiene lugar, el uso del dominio de unión heterólogo aún actuará para aumentar la concentración eficaz
de la toxina en su sitio de acción en la membrana celular.

En una realización de este aspecto, el dominio de unión consiste en toda o parte de una lectina. Las lectinas son
bien conocidas en la técnica por su capacidad para unirse estrechamente a carbohidratos, lectinas diferentes tienen
generalmente afinidades particulares para residuos de azúcar diferentes. Particularmente deseables son los dominios
con afinidad a galactosa o galactosilo, lo cual permitiría una unión muy extendida en la clase de la plaga diana.

Preferiblemente, la lectina es una proteína inactivadora de ribosomas del tipo dos y se utiliza la cadena B (no
tóxica). Los Ejemplos de este tipo incluyen:

(a) Abrus precatorius (Abrin)

(b) Viscum album (Viscumin)

(c) Adenia digitata (Modeccin)

(d) Adenia volkensii (Volkensin)
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Se proporciona una tabla que muestra el origen y las propiedades de los cuatro ejemplos anteriores (Stirpe et al.
1992. Ribosome-inactivating proteins from plants: present status and future prospects. Bio/Technology, vol. 10, 405-
412; Barbieri et al., 1993. Ribosome-inactivating proteins from plants. Biochemica et Biophysica Acta, vol. 1154,
237-282).

Lo más preferible es utilizar en el ácido nucleico el gen de la cadena B de la toxina de ricina, derivado de la toxina
de ricino. La ricina es una glicoproteína tóxica que comprende dos cadenas de polipéptidos, A y B, unidas por un
enlace disulfuro (32).

La unión de la cadena B a los residuos terminados en galactosilo en las superficies celulares se realiza mediante dos
dominios de unión a galactosa localizados en cualquier extremo del péptido (34). Cada uno de los dos sitios de unión
es capaz de unirse a galactosa y más azúcares complejos en ausencia del otro sitio con un descenso no significativo en
la afinidad por el ligando (35).

Se ha observado que los mutantes de la cadena B de ricina con el doble sitio de lectina expresados en células de
insectos tienen unión a galactosa residual: evidencia para más de dos sitios de lectina en la cadena B de la toxina de
ricina. Bioconjugate, Chem. Vol. 7, 651-658; Ferrini, et al., 1995. Expression of functional ricin B chain using the
baculovirus system. Eur. J. Biochem. Vol. 233, 772-777. Esto sugiere que pueden existir otros sitios de unión a la
superficie celular. Una posibilidad es que las cadenas laterales de manosa en la cadena B de ricina interaccionen con
los receptores de manosa en la superficie celular (véase Newton et al. (1992) J Biol. Chem 267(17):11917-11922;
Frankel et al. (1997) Carbohydrate Research 300,3: 251-258).

La unión de su cadena B a la superficie celular, por ejemplo a un glicoconjugado que tiene un residuo galactosa
terminal no reductor, provoca o facilita la internalización de la ricina en la célula. La internalización puede ser a través
de la captación endocítica en invaginaciones de membrana (“pit”) tanto recubiertas como no recubiertas (véase Frankel
et al (1996) Protein Engineering 9, 4: 371-379; Magnusson y Berg (1993) Biochem J 291: 749-755). Siguiendo la ruta
y la liberación de la cadena A libre en el citosol, se inhibe la síntesis de proteínas celulares en células eucariotas a
través de la división de un único residuo de adenina de ARN 28S eucariota en la subunidad ribosómica 60S (33). Varios
documentos recientes respaldan un amplio papel para la cadena B de la toxina de ricina; se cree que el polipéptido no
sólo interacciona con los residuos de galactosa de la superficie celular, sino que también puede estar implicado en el
tráfico intracelular de la toxina de ricina (44). Muchos receptores que se reciclan a través de vesículas endosómicas
a la superficie celular pasan a través de la región trans-Golgi. En las células, Golgi tiene la concentración más densa
de sitios de unión a ricina, probablemente reflejando la concentración de galactosiltransferasas en este compartimento
celular (45). Se ha observado que la toxina de ricina que entra en las células mediante la interacción con receptores
terminados en galactosa se concentra en la región de Golgi (45).

Aunque en el pasado se han preparado derivados de lectina de cadena B recombinante, esto ha sido generalmente
para aplicaciones terapéuticas, con el fin de aumentar la toxicidad de la cadena A. De este modo, se ha observado
en muchos experimentos que las inmunotoxinas construidas con las cadenas A y B de la toxina de ricina juntas son
consistentemente más tóxicas que las construidas con, por ejemplo, la cadena A de la toxina de ricina sola (véase,
por ejemplo, Vitetta et al., 1991, Sem. Cell Biol., vol. 2, 47-58; Timar et al., 1991 Br. J. Cancer, vol. 64, 655.662;
Embleton et al., 1991 Br. J. Cancer vol. 63, 670-674).

Por tanto, un segundo aspecto de la presente invención es una molécula de ácido nucleico que comprende

(i) una secuencia que codifica todo o parte del polipéptido cry de Bt, y

(ii) una secuencia que codifica todo o parte de una lectina.

Las moléculas de ácido nucleico y sus productos de polipéptido codificados según la presente invención se pueden
proporcionar aisladas y/o purificadas de su medio natural, en sustancialmente una forma pura u homogénea, o libre
o sustancialmente libre de ácido nucleico o genes de las especies de interés u origen diferente de la secuencia que
codifica un polipéptido con la función requerida.

Ácido nucleico según la presente invención puede incluir ARNc, ARN, ADN genómico y puede ser completa o
parcialmente sintético.

El término “aislado/a” comprende todas estas posibilidades. Cuando se especifica una secuencia de ADN, por
ejemplo, en referencia a las SEC ID Nos 1-11 de la figura 3(a)-(k), a menos que el contexto requiera lo contrario, se
comprende el ARN equivalente, con U sustituido por T cuando tenga lugar, así como secuencias degenerativamente
equivalentes y complementarias.

Preferiblemente, la parte de la molécula de ácido nucleico que codifica la toxina cry de Bt comprende toda o parte
de la SEC ID No: 1 (CryIA(b)) o la SEC ID No: 2 (CryIA(c)).

Preferiblemente, la parte que codifica lectina de la molécula de ácido nucleico comprende toda o parte de la SEC
ID No: 3 (RTB1), SEC ID No: 4 (RTB2) o SEC ID No: 5 (RTB3); éstas derivaban de la cadena B de la toxina de ricina
tal y como se describe a continuación, pero incluían mutaciones para introducir sitios de restricción.
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Preferiblemente, la molécula de ácido nucleico comprende la combinación CryIA-RTB mostrada en cualquiera de
SEC ID No: 6 (CryIA(b)-RTB1); SEC ID No: 7 (CryIA(b)-RTB2); SEC ID No: 8 (CryIA(b)-RTB3); SEC ID No: 9
(CryIA(c)-RTB1); SEC ID No: 10 (CryIA(c)-RTB2); o la SEC ID No: 11 (CryIA(c)-RTB3).

Debe hacerse hincapié que la presente invención también se extiende a ácidos nucleicos que codifican variantes
de moléculas de toxinas y de unión naturales, que pueden ser, por ejemplo, mutantes u otros derivados de dichas
moléculas. En particular, se incluyen los ácidos nucleicos que tienen secuencias modificadas basadas en las SEC ID
Nos 1 a 11’.

En cada caso, la variante codifica una toxina o producto de unión, cualquiera de ellos homólogo a una secuencia
natural (por ejemplo, Cry de Bt o una lectina), y retiene la característica funcional apropiada de ese producto (por
ejemplo, la toxicidad o la capacidad de unir por glicosilación, respectivamente).

Similitud u homología pueden ser tal como se define y se determina por el programa TBLASTN, de Altschul et
al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10, que es de uso habitual en la técnica, o, y esto es preferible, el programa estándar
Bestfit, que es parte del Paquete Wisconsin, Versión 8, Septiembre de 1994, (Genetics Computer Group, 575 Science
Drive, Madison, Wisconsin, Estados Unidos, Wisconsin 53711).

La homología puede ser a nivel de la secuencia de nucleótidos y/o a nivel de la secuencia de aminoácidos. Prefe-
riblemente, la secuencia de ácidos nucleicos y/o aminoácidos comparten aproximadamente un 50%, o un 60%, o un
70%, o un 80% de homología, más preferiblemente al menos aproximadamente un 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99%
de la secuencia sobre la que se basa la variante (por ejemplo, la secuencia natural o cualquiera de las SEC ID Nos. 1 a
11).

La homología puede ser sobre la longitud completa de la secuencia pertinente o puede ser, más preferiblemente,
sobre una secuencia contigua de aproximadamente o más grande que aproximadamente 20, 25, 30, 33, 40, 50, 67,
133, 167, 200 o más aminoácidos (o codones) en comparación con la secuencia de aminoácidos o la secuencia de
nucleótidos pertinente según sea el caso.

Por tanto, una secuencia variante según la presente invención puede codificar, por ejemplo, en las secuencias
híbridas (SEC ID Nos 6 a 11), un cambio en un único aminoácido con respecto a estas secuencias, ó 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8 ó 9 cambios, aproximadamente 10, 15, 20, 30, 40 ó 50 cambios o más de aproximadamente 50, 60, 70, 80 ó 90
cambios. Además de uno o más cambios en la secuencia de aminoácidos codificada por las secuencias representadas,
una secuencia de aminoácidos variante codificada puede incluir aminoácidos adicionales en el extremo C-terminal y/o
el extremo N-terminal. Naturalmente, se incluyen cambios en el ácido nucleico que no se diferencian en la secuencia
de aminoácidos codificada (es decir, “degenerativamente equivalentes”).

La homología se puede evaluar utilizando la tecnología de hibridación (52), por ejemplo, utilizando una solución
de hibridación que comprende: 5X SSC (donde “SSC” = 0,15 M de cloruro sódico; 0,15 M de citrato sódico; pH 7),
5X reactivo de Denhardt, 0,5-1,0% de SDS, 100 µg/ml de ADN de esperma de salmón desnaturalizado fragmentado,
0,05% de pirofosfato sódico y hasta un 50% de formamida.

Una fórmula común para el cálculo de las condiciones de astringencia requeridas para conseguir la hibridación
entre las moléculas de ácido nucleico de una homología de secuencia especificada es (52)

Tm = 81,5ºC + 16,6 Log [Na+] + 0,41 (% G + C) -0,63 (% formamida) - 600/# pb en la cadena doble

Como ilustración de la fórmula anterior, utilizando una [Na+] = [0,368] y un 50% de formamida, con un contenido
de GC del 42% y un tamaño de sonda promedio de 200 bases, la Tm es 57ºC. La Tm de una cadena doble de ADN
disminuye 1-1,5ºC con cada descenso del 1% en la homología. De este modo, dianas con más de aproximadamente un
75% de identidad de la secuencia se observarían utilizando una temperatura de hibridación de 42ºC.

Particularmente útiles para ciertas aplicaciones, por ejemplo, la expresión en plantas, puede ser la alteración del
uso de codones (es decir, mutación degenerativamente neutra) con el fin de ayudar en la expresión. Por ejemplo, la
relación AU/GC para genes de Cry se desvía significativamente de los valores hallados para regiones codificantes de la
planta y genes informadores bien expresados como nptII, bar, gus y cat (24). Una región codificante de la planta tiene
habitualmente un contenido de AU de aproximadamente el 40-50%, mientras que las regiones codificantes de CryI
tienen un contenido de AU del 60-64%, superando en algunas regiones el 70% (24). Además, el uso de codones del
secuencia codificante de Cry es muy diferente del uso de codones de plantas preferido (25). Existen grupos de codones
desfavorables en varios sitios. Mediante la alteración del uso de codones se puede aumentar la traducción y elongación
eficiente haciendo de este modo que el ARNm sea más estable para las actividades de ARNasa citoplasmática (23,
26).

Los mutantes tal y como se describen en la presente invención tendrán las propiedades de unión potenciadas
descritas anteriormente.
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Un modo posible de análisis para mutantes u otros derivados es mediante la transformación para evaluar la función
en la introducción en una célula huésped capaz de expresar el ácido nucleico de la presente invención, y la posterior
comparación de la viabilidad de esa célula con células transformadas con otros ácidos nucleicos. La metodología
para dicha transformación y análisis, ejemplificada utilizando células de insecto SF21, se describe con más detalle a
continuación. Otro procedimiento comprende el uso de plantas transgénicas que expresan el mutante o el derivado.

Los procedimientos para producir dicho mutante o derivados tal y como se ha descrito anteriormente comprenden
cualquier procedimiento familiar para los expertos en la técnica.

Por tanto, un aspecto adicional es un procedimiento para producir un ácido nucleico que codifica un polipéptido
de fusión pesticida que comprende la etapa de combinar un ácido nucleico que codifica una toxina con un ácido
nucleico que codifica un dominio de unión heterólogo, donde dicho dominio de unión es capaz de unirse de manera
no específica a una membrana celular sin romperla.

Opcionalmente, este procedimiento puede incluir, o puede estar precedido de, etapas en las que los cambios en la
secuencia de dominios de toxina o de unión se realizan de manera que producen un mutante o derivado, que puede ser
mediante adición, inserción, deleción o sustitución de uno o más nucleótidos en el ácido nucleico, conduciendo a la
adición, inserción, deleción o sustitución de uno o más aminoácidos en el polipéptido codificado.

Los cambios pueden ser deseables por una serie de razones, incluyendo la introducción o eliminación de las
siguientes características: secuencias de nucleasas de restricción; otros sitios que son necesarios para la modificación
posterior a la traducción; sitios de división en el polipéptido codificado; motivos en el polipéptido codificado para
la glicosilación, lipolación, etc. Se pueden añadir secuencias líder y otras secuencias de señalización a la proteína
expresada para determinar su localización después de la expresión. Todas estas características pueden ayudar en la
clonación y expresión de manera eficiente de un polipéptido activo en forma recombinante (tal y como se describe a
continuación).

Otra mutación deseable puede ser aleatoria o mutagénesis dirigida de sitio con el fin de alterar la actividad (por
ejemplo, la especificidad) o la afinidad o estabilidad del polipéptido codificado.

Tal como es bien sabido, la homología del péptido se juzga en términos de la similitud o identidad de aminoácidos
(en este caso con respecto al dominio de toxina y/o dominio de unión alterados).

La similitud permite la variación conservativa, es decir, la sustitución de un residuo hidrofóbico, tal como isoleu-
cina, valina, leucina o metionina por otro, o la sustitución de un residuo polar por otro, tal como arginina por lisina,
glutámico por ácido aspártico, o glutamina por asparagina. Tal como es sabido por los expertos en la materia, la
alteración de la estructura primaria de un polipéptido mediante una sustitución conservativa puede no alterar signifi-
cativamente la actividad de ese péptido, ya que la cadena lateral del aminoácido que se inserta en la secuencia puede
ser capaz de formar enlaces y contactos similares que la cadena lateral del aminoácido que se ha sustituido. Esto es
muy exacto cuando la sustitución es en una región que es critica en la determinación de la conformación de péptidos.

También se incluyen homólogos que tienen sustituciones no conservativas. Tal y como es bien conocido por los
expertos en la materia, las sustituciones en regiones de un péptido que no son críticas en la determinación de su
conformación pueden no afectar demasiado en su actividad, ya que no alteran demasiado la estructura tridimensional
del péptido. En las regiones que son críticas en la determinación de la conformación o actividad de los péptidos,
dichos cambios pueden conferir propiedades ligeramente ventajosas en el péptido, por ejemplo, una toxicidad o rango
de huéspedes aún mejor.

En un aspecto de la presente invención, el ácido nucleico descrito anteriormente está en forma de un vector recom-
binante y preferiblemente un vector replicable.

“Vector” se define para que incluya, entre otros, cualquier plásmido, cósmico, fago o vector binario de Agrobac-
terium en forma lineal o circular de cadena simple o doble que puede ser o no auto transmisible o movilizable y que
puede transformar un huésped procariota o eucariota mediante la integración en el genoma celular o existe extracro-
mosómicamente (por ejemplo, plásmido replicante autónomo con un origen de replicación). Particularmente preferido
para algunas aplicaciones son los vectores BAC o BiBAC.

Se incluyen específicamente vectores lanzadera mediante los cuales se entiende un vehículo de ADN capaz, de for-
ma natural o mediante diseño, de la replicación en dos organismos huésped diferentes, que se pueden seleccionar entre
actinomicetos y especies relacionados, bacterias y eucariotas (por ejemplo, células de plantas superiores, mamíferos,
levadura o hongos).

Un vector que incluye un ácido nucleico según la presente invención no necesita incluir un promotor u otra se-
cuencia reguladora, particularmente si el vector se utiliza para introducir el ácido nucleico en las células para la
recombinación en el genoma.

Preferiblemente, sin embargo, el ácido nucleico en el vector está bajo el control de, y unido operativamente a, un
promotor u otros elementos reguladores adecuados para la transcripción en una célula huésped tal como una célula
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microbiana, por ejemplo bacteriana, o vegetal. El vector puede ser un vector de expresión bifuncional que funciona
en múltiples huéspedes. En el caso de ADN genómico, éste puede contener su propio promotor u otros elementos
reguladores y en el caso de ADNc, éste puede estar bajo el control de un promotor u otros elementos reguladores
adecuados para la expresión en la célula huésped.

Por “promotor” se entiende una secuencia de nucleótidos a partir de la cual se puede iniciar la transcripción de
ADN unido operativamente en dirección 3’ (es decir, en la dirección 3’ en la cadena sentido del ADN de doble cadena).

“Unido operativamente” significa unido como parte de la misma molécula de ácido nucleico, situada y orientada de
forma adecuada para iniciar la transcripción a partir del promotor. El ADN está unido operativamente a un promotor
está “bajo la regulación del inicio de la transcripción” del promotor.

De este modo, este aspecto de la presente invención proporciona una construcción génica, preferiblemente un
vector replicable, que comprende un promotor unido operativamente a una secuencia de nucleótidos proporcionada
por la presente invención tal y como se describe a continuación, tal como las Sec ID Nos. 9, 10 u 11.

En general, los expertos en la materia son capaces de construir vectores y diseñar protocolos para la expresión
de genes recombinantes. Los vectores adecuados se pueden elegir o construir conteniendo las secuencias reguladoras
adecuadas, incluyendo secuencias de promotor, fragmentos de terminador, secuencias de poliadenilación, secuencias
de potenciador, genes marcadores y otras secuencias apropiadas. Para más detalles, véase, por ejemplo, Molecular
Cloning: a Laboratory Manual: 2nd edition, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

En Current Protocols in Molecular Biology, Second Edition, Ausubel et al., eds. John Wiley and Sons, 1992 se
describen en detalle muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulación de ácido nucleico, por ejemplo,
en la preparación de construcciones de ácido nucleico, mutagénesis (ver anteriormente), secuenciación, introducción
de ADN en células y la expresión génica, y el análisis de proteínas. Procedimientos y vectores específicos utilizados
previamente con gran éxito en plantas se describen en Bevan (Nucl. Acids Res. 12, 8711-8721 (1984)) y Guerineau
y Mullineaux (1993) (Vectores de transformación y expresión en plantas. En: Plant Molecular Biology Labfax (Croy
RRD ed) Oxford, BIOS Scientific Publishers, pp 121-148).

De particular interés en el presente contexto son los vectores de células de insectos (por ejemplo, basados en
baculovirus) y vectores de plantas.

Entre los promotores adecuados que operan en plantas se incluyen el promotor del gen 35S del Virus del Mosaico
de la Coliflor (CaMV 35S) que se expresa en un nivel elevado en prácticamente todos los tejidos vegetales (Benfeley
et al., 1990a y 1990b); el promotor meri 5 de la coliflor que se expresa en el meristemo apical vegetativo, así como
varias posiciones bien localizadas en el cuerpo de la planta, por ejemplo, floema interna, la primordia de la flor, puntos
de ramificación en la raíz y el brote (Medford, 1992; Medford et al., 1991) y el promotor LEAFY de Arabidopsis
thaliana que se expresa muy pronto en el desarrollo de la flor (Weigel et al., 1992). Otros promotores incluyen el
promotor de actina del arroz.

En una realización de este aspecto de la presente invención se proporciona una construcción génica, preferiblemen-
te un vector replicable, que comprende un promotor inducible unido operativamente a una secuencia de nucleótidos
proporcionada por la presente invención.

El término “inducible” aplicado a un promotor es entendido perfectamente por un experto en la materia. Esen-
cialmente, la expresión bajo el control de un promotor inducible se “conecta” o aumenta la respuesta a un estímulo
aplicado. La naturaleza del estímulo varía entre promotores. Algunos promotores inducibles provocan niveles de ex-
presión (o sin expresión) pequeños o indetectables en ausencia del estímulo apropiado. Otros promotores inducibles
provocan la expresión constitutiva detectable en ausencia del estímulo. Sea cual sea el nivel de expresión en ausencia
de estímulo, se aumenta la expresión de cualquier promotor inducible en presencia del estímulo correcto. La situación
preferible es cuando el nivel de expresión aumenta después de la aplicación del estímulo pertinente por una cantidad
eficaz para alterar una característica fenotípica. De este modo, se puede utilizar un promotor inducible (o “conecta-
ble”) que provoca un nivel básico de expresión en ausencia del estímulo, cuyo nivel es demasiado bajo para provocar
un fenotipo deseado (y de hecho puede ser cero). Después de la aplicación del estímulo, se incrementa la expresión (o
se conecta) hasta un nivel que provoca el fenotipo deseado.

Un promotor inducible adecuado puede ser el promotor del gen GST-II-27 que se ha observado que es inducido
por ciertos compuestos químicos que se pueden aplicar a plantas en crecimiento. El promotor es funcional en mono-
cotiledóneas y dicotiledóneas. Por lo tanto, se puede utilizar para controlar la expresión génica en una variedad de
plantas modificadas genéticamente, incluyendo cosechas del campo tales como, canola, girasol, tabaco, remolacha
azucarera, algodón; cereales, tales como trigo, cebada, arroz, maíz, sorgo; frutas, tales como tomates, mangos, me-
locotones, manzanas, peras, fresas, plátanos y melones; y vegetales, tales como zanahoria, lechuga, col y cebolla. El
promotor GST-II-27 también es adecuado para su uso en una variedad de tejidos, incluyendo raíces, hojas, tallos y
tejidos reproductores. Otros promotores incluyen el promotor potatin (tubérculos) y el promotor ubiquitina (embriones
de trigo).
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El promotor puede incluir uno o más motivos o elementos de secuencia que confieren un control regulador del
desarrollo y/o específico del tejido de la expresión.

Particularmente ventajoso en el presente contexto puede ser un promotor inducible que se conecta en respuesta a
elicitores, u otras señales de las plantas que se desencadenan durante la depredación. Este sistema puede ayudar en la
reducción de la posibilidad de resistencia en plagas por alimentación durante largos periodos debido a la presión de
selección aplicada por plantas constitutivamente tóxicas.

La presente invención también proporciona procedimientos que comprenden la introducción de dichas construc-
ciones en una célula vegetal y/o la inducción de la expresión de una construcción en una célula vegetal, mediante la
aplicación de un estímulo adecuado, un inductor exógeno eficaz.

Los vectores descritos anteriormente se pueden introducir en huéspedes mediante cualquier procedimiento adecua-
do, por ejemplo, conjugación, movilización, transformación, transfección, transducción o electroporación, tal y como
se describe en detalle a continuación.

En un aspecto adicional de la presente invención se describe una célula huésped que contiene ácido nucleico o un
vector según la presente invención, especialmente una célula vegetal, de insecto o microbiana.

Las células vegetales transformadas con el segmento de ADN que contiene la secuencia se pueden producir me-
diante técnicas estándar que son conocidas por expertos en la materia.

De este modo, el ADN se puede transformar en células vegetales utilizando cualquier tecnología adecuada, tal
como vector plásmido Ti desarmado transportado por Agrobacterium que explota su capacidad natural de transferencia
de genes (EP-A-270355, EP-A-0116718, NAR 12(22) 8711-87215 1984), bombardeo de partículas o microproyectiles
(US 5100792, EP-A-444882, EP-A-434616), microinyección (WO 92/09696, WO 94/00583, EP 331083, EP 175966,
Green et al. (1987) Plant Tissue and Cell Culture, Academia Press), electroporación (EP 290395, WO 8706614 Gelvin
Debeyser), otras formas de captación directa de ADN (DE 4005152, WO 9012096, US 4684611), captación de ADN
mediada por liposomas (por ejemplo, Freeman et al. Plant Cell Physiol. 29: 1353 (1984)), o el método de vórtice
(por ejemplo, Kindle, PNAS U.S.A. 87: 1228 (1990d). En Oard, 1991, Biotech. Adv. 9: 1-11 se da una revisión de
procedimientos físicos para la transformación de células vegetales.

La transformación con Agrobacterium es utilizada ampliamente por los expertos en la materia para transformar
especies dicotiledóneas. Recientemente, ha habido un sustancial progreso hacia la producción habitual de plantas
transgénicas estables, fértiles en casi todas las plantas monocotiledóneas económicamente relevantes (Toriyama, et al.
(1988) Bio/Technology 6, 1072-1074; Zhang, et al. (1988) Plant Cell Rep. 7, 379-384; Zhang, et al. (1988) Theor
Appl Genet 76, 835-840; Shimamoto, et al. (1989) Nature 338, 274-276; Datta, et al. (1990) Bio/Technology 8, 736-
740; Christou, et al. (1991) Bio/Technology 9, 957-962; Peng, et al. (1991) International Rice Research Institute,
Manila, Philippines 563-574; Cao, et al. (1992) Plant Cell Rep. 11, 585-591; Li, et al. (1993) Plant Cell Rep. 12,
250-255; Rathore, et al. (1993) Plant Molecular Biology 21, 871-884; Fromm, et al. (1990) Bio/Technology 8, 833-
839; Gordon-Kamm, et al. (1990) Plant Cell 2, 603-618; D’Halluin, et al. (1992) Plant Cell 4, 1495-1505; Walters,
et al. (1992) Plant Molecular Biology 18, 189-200; Koziel, et al. (1993) Biotechnology 11, 194-200; Vasil, I. K.
(1994) Plant Molecular Biology 25, 925-937; Weeks, et al. (1993) Plant Physiology 102, 1077-1084; Somers, et al.
(1992) Bio/Technology 10, 1589-1594; WO92/14828). En particular, la transformación mediada por Agrobacterium
está también emergiendo ahora como un procedimiento de transformación alternativo en monocotiledóneas (Hiei et
al. (1994) The Plant Journal 6, 271-282).

Se prefieren el bombardeo de microproyectiles, la electroporación y la captación directa de ADN cuando el Agro-
bacterium es ineficaz o inefectivo. Alternativamente, se puede utilizar una combinación de diferentes técnicas para
aumentar la eficacia del proceso de transformación, por ejemplo, el bombardeo con micropartículas recubiertas de
Agrobacterium (EP-A-486234) o el bombardeo de microproyectiles para inducir daño seguido de la cocultivación con
Agrobacterium (EP-A-486233).

La elección particular de una tecnología de transformación se determinará por su eficacia para transformar ciertas
especies de plantas, así como la experiencia y preferencia de la persona que realiza la invención con una metodología
de elección particular. Será evidente para el experto en la materia que la elección particular de un sistema de transfor-
mación para introducir ácido nucleico en células vegetales no es esencial o una limitación para la invención, ni lo es
la elección de la técnica para la regeneración de la planta.

Si se desea, se pueden utilizar marcadores genéticos seleccionables que consisten en genes quiméricos que confie-
ren fenotipos seleccionables, tales como resistencia a antibióticos, tales como kanamicina, higromicina, fosfinotricina,
clorsulfuron, metotrexato, gentamicina, espectinomicina, imidazolinonas y glifosato.

En la técnica se han descrito una serie de plantas que han sido transformadas con genes de Bt. En particular, el
maíz transgénico resistente a infestaciones extremadamente elevadas y repetidas con barrenador europeo del maíz se
obtuvo utilizando una versión sintética de CryIA(b) (27). La transformación con el gen de Bt nativo no consiguió
realizar la producción de niveles detectables de proteínas, mientras que aumentando el contenido de G-C de un 38%
a un 65% produjo un gen que es altamente expresado en el maíz (27). Este gen de CryI(A)b tiene aproximadamente
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un 65% de homología a nivel de nucleótidos con el gen nativo y se diseña para que se parezca a un gen de maíz en
términos del uso de codones (27). De este modo, en aquellos aspectos de la presente invención en los que los genes
de fusión pesticidas se introducen en plantas para la expresión, puede ser deseable alterar de forma correspondiente el
uso de codones tal y como se describe en (27) con el fin de aumentar el rendimiento del polipéptido.

De este modo, una aspecto adicional de la presente invención proporciona un procedimiento de transformación
de una célula vegetal que implica introducir un vector de la presente invención en una célula vegetal y provocar o
permitir la recombinación entre el vector y el genoma de la célula vegetal para introducir la secuencia de nucleótidos
en el genoma.

La presente invención comprende además una célula huésped transformada con ácido nucleico o un vector se-
gún la presente invención, especialmente una célula vegetal o microbiana. En la célula vegetal transgénica (es decir,
transgénica para el ácido nucleico en cuestión), el transgén puede estar en un vector extragenómico o incorporado,
preferiblemente de forma estable, en el genoma. Puede haber más de una secuencia de nucleótidos por genoma ha-
ploide.

De este modo, en una realización de este aspecto de la presente invención, se proporciona una célula vegetal que se
ha incorporado en su ácido nucleico del genoma de la presente invención, bajo el control operativo de una secuencia
reguladora para el control de la expresión. La secuencia codificante puede estar unida operativamente a una o más
secuencias reguladoras que pueden ser heterólogas o foráneas al gen del polipéptido de fusión pesticida, es decir,
asociadas de forma no natural con cualquier parte del gen para su expresión. El ácido nucleico según la presente
invención puede estar colocado bajo el control de un promotor de gen inducible externamente para poner la expresión
bajo el control del usuario.

En general, tras la transformación, una planta se puede regenerar, por ejemplo, a partir de células individuales, teji-
do de callo, o discos de hojas, como es habitual en la técnica. Casi cualquier planta se puede regenerar completamente
a partir de células, tejidos y órganos de la planta. Las técnicas disponibles se revisan en Vasil et al., Cell Culture and
Somatic Cell Genetics of Plants, Vol I, II y III, Laboratory Procedures and Their Applications, Academic Press, 1984,
y Weissbach and Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, 1989.

La generación de plantas transgénicas fértiles se ha conseguido en los cereales arroz, maíz, trigo, avena y cebada
(revisado en Shimamoto, K. (1994) Current Opinion in Biotechnology 5, 158-162.; Vasil, et al. (1992) Bio/Technology
10, 667-674; Vain et al., 1995, Biotechnology Advances 13 (4): 653-671; Vasil, 1996, Nature Biotechnology 14 página
702).

Además de la planta regenerada, la presente invención comprende todo lo siguiente: un clon de dicha planta,
semilla, progenie autorreproductora o híbrida y descendientes (por ejemplo, descendientes F1 y F2) y cualquier parte
de cualquiera de ellos, tales como esquejes, semillas.

La presente invención también proporciona una propágulo de planta de dicha planta, que es cualquier parte que se
puede utilizar en la reproducción o propagación, sexual o asexual, incluyendo esquejes, semillas, etcétera.

Una planta según la presente invención puede ser aquella que no desarrolla realmente una o más propiedades.
Se pueden excluir variedades de plantas, particularmente variedades de plantas registrables según los Plant Breeders’
Rights. Debe indicarse que una planta no tiene que considerarse como una “variedad de planta” simplemente porque
contiene de forma estable en su genoma un transgén, introducido en una célula de la planta o un antecesor de la
misma.

La presente invención también proporciona un procedimiento para influenciar o afectar en la toxicidad de una
planta a una plaga que incluye provocar o permitir la expresión de un gen de polipéptido de fusión pesticida tal y como
se ha descrito anteriormente en células de la planta.

La presente invención también proporciona un procedimiento de inclusión de la expresión de un ácido nucleico
de la presente invención (por ejemplo, tal y como se muestra en la figura 3, o un mutante, alelo o derivado de esta
secuencia) en células de una planta (produciendo de este modo el polipéptido codificado), después de una etapa previa
de introducción del ácido nucleico en una célula de la planta o un antecesor de la misma. Dichos procedimientos
influirán o afectarán a la resistencia que la planta tiene a la plaga concreta. Preferiblemente, la planta será inmune
a la plaga, es decir, la plaga no consumirá o dañará la planta bajo ninguna condición conocida. Alternativamente,
la resistencia puede ser alta o baja (es decir, el daño está por debajo de la media) con respecto a las plantas no
trasformadas.

Naturalmente, la presente invención también comprende el producto de expresión de cualquiera de las secuencias
de ácido nucleico descritas y procedimientos de fabricación del producto de expresión mediante la expresión a partir
del ácido nucleico codificante para el mismo en condiciones adecuadas, que pueden ser en células huésped adecuadas.

Tras la expresión, el producto se puede aislar del sistema de expresión (por ejemplo, microbiano) y puede utilizarse
según se desee, por ejemplo, en la formulación de una composición que incluye al menos un componente adicional (por
ejemplo, portador líquido). Dichas composiciones insecticidas se pueden utilizar, por ejemplo, como pulverizadores,
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particularmente en situaciones que son análogas a aquellas en que el componente toxina de la proteína de fusión se
puede haber utilizado previamente.

Por lo tanto, una planta u otra especie susceptible de ser atacada por plagas tratadas con dicha composición también
forman parte de la presente invención.

Alternativamente, el producto polipéptido puede realizar su función in vivo o in situ, tal y como se ha descrito
anteriormente.

Por lo tanto, la presente invención también comprende un procedimiento de control de plagas que comprende
la utilización de un polipéptido según la presente invención (o composición o célula huésped que lo comprende),
particularmente un procedimiento de eliminación de plagas que comprende la administración, o provocar o permitir la
ingestión, del polipéptido (o composición, o célula huésped que lo comprende) a las plagas.

Los polipéptidos purificados de la presente invención se pueden utilizar para desarrollar anticuerpos utilizando
técnicas que son habituales en el sector. Se pueden utilizar anticuerpos y polipéptidos que comprenden fragmentos de
anticuerpos que se unen a antígeno, por ejemplo, en ensayos para el polipéptido, o para marcarlo.

Los procedimientos de producción de anticuerpos incluyen inmunizar un mamífero (por ejemplo, humanos, ratón,
rata, conejo, caballo, cabra, oveja o mono) con la proteína o fragmento de la misma. Los anticuerpos se pueden obtener
a partir de animales inmunizados utilizando cualquiera de una serie de técnicas conocidas en el sector y se pueden
cribar, preferiblemente utilizando la unión del anticuerpo al antígeno de interés.

Por ejemplo, se pueden utilizar las técnicas de transferencia Western o inmunoprecipitación (Armitage et al., 1992,
Nature 357: 80-82). Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Los anticuerpos se pueden modificar
de varias maneras. De hecho, el término “anticuerpo” debería interpretarse que cubre cualquier sustancia de unión
específica que tiene un dominio de unión con la especificidad requerida. De este modo, este término cubre fragmentos
de anticuerpos, derivados, equivalentes funcionales y homólogos de anticuerpos, incluyendo cualquier polipéptido
que comprende un dominio de unión a inmunoglobulina, tanto natural como sintético. Por tanto, también se incluyen
las moléculas quiméricas que comprenden un dominio de unión a inmunoglobulina, o equivalente, fusionado a otro
polipéptido. La clonación y expresión de anticuerpos quiméricos se describen en EP-A-0120694 y EP-A-0125023.

Se ha observado que fragmentos de un anticuerpo completo pueden realizar la función de antígenos de unión. Los
ejemplos de fragmentos de unión son (i) el fragmento Fab que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii)
el fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios VI y
VH de un anticuerpo individual; (iv) el fragmento dAb (Ward, E.S. et al., Nature 341, 544-546 (1989) que consiste
en un dominio VH; (v) regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab unidos; (vii) moléculas Fv de cadena única (scFv), donde un dominio VH y un dominio VL están
unidos por un péptido enlazador que permite que los dos dominios se asocien para formar dímeros de Fv de cadena
única biespecíficos (PCT/US92/09965) y (ix) “diabodies”, fragmentos multivalentes o multiespecíficos construidos
por fusión génica (WO 94/13804; P Holliger et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 6444-6448, 1993).

Los diabodies son multímeros de polipéptidos, comprendiendo cada polipéptido un primer dominio que comprende
una región de unión de una cadena ligera de inmunoglobulina y un segundo dominio que comprende una región de
unión de una cadena pesada de inmunoglobulina, estando los dos dominios unidos (por ejemplo, mediante un péptido
enlazador) pero incapaces de asociarse entre sí para formar un sitio de unión a antígeno: los sitios de unión a antígeno
se forman mediante la asociación del primer dominio de un polipéptido en el multímero con el segundo dominio de
otro polipéptido en el multímero (WO 94/13804).

Como alternativa o complemento a la inmunización de un mamífero, los anticuerpos con una especificidad de
unión adecuada se pueden obtener de una biblioteca producida recombinantemente de dominios variables expresados
de inmunoglobulina, por ejemplo, utilizando bacteriófago lambda o bacteriófago filamentoso que expresan dominios
de unión funcionales de inmunoglobulina en sus superficies, por ejemplo véase WO 92/01047.

En un aspecto adicional de la presente invención, se describe un procedimiento de evaluación de la toxicidad de
un polipéptido para una especie concreta que comprende:

(i) introducir un ácido nucleico que codifica dicho polipéptido en una célula huésped de esa especie,

(ii) provocar o permitir que el ácido nucleico se exprese en una célula huésped de esa especie,

(iii) observar la viabilidad de la célula y correlacionar los resultados de la observación con la toxicidad del poli-
péptido.

La introducción y expresión de la toxina se puede llevar a cabo tal y como se ha descrito anteriormente. Preferi-
blemente, se utiliza un promotor bien caracterizado con el fin de minimizar cualquier variación en la transcripción. La
viabilidad se puede evaluar mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica, posiblemente sólo mediante úni-
camente observación visual o utilizando observación EM. Sin embargo, en realizaciones preferidas, el procedimiento
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comprende la utilización de un ensayo que evalúa la actividad esterasa o integridad de la membrana, por ejemplo,
un ensayo basado en el homodímero de etidio 1, calceína AM o azul de tripano (véase, Molecular Probles, hoja de
información del producto, kit Live/dead/citotoxicity, L-3224). El homodímero de etidio 1 y la calceína AM ensayan
diferentes aspectos de la viabilidad celular - integridad de la membrana en plasma y actividad esterasa intracelular,
respectivamente (40, 41).

Aunque estos fluoróforos se han utilizado previamente en ensayos de células vivas/muertas (39), no se han utilizado
en relación con un ácido nucleico que codifica una toxina introducido específicamente.

Los ensayos de integridad de membrana pueden ser particularmente útiles para el ensayo de toxinas (por ejemplo,
toxinas basadas en cry de Bt) que se cree que actúan en las membranas.

El formato de ensayo de la presente invención tiene una serie de características útiles - en particular el agente
citotóxico no se aplica externamente. Esto elimina la necesidad de medir el agente citotóxico y su purificación.

De este modo, en el presente contexto, el polipéptido puede ser el polipéptido pesticida descrito anteriormente. La
célula huésped será de una plaga apropiada, por ejemplo, una célula de insecto.

Preferiblemente, el resultado de la evaluación de la viabilidad se compara con la de una célula de control en la
que la toxina no se ha expresado, pero opcionalmente en la que otros ácidos nucleicos heterólogos se han introducido.
Dicha comparación mejorará la confianza con la que se puede realizar una correlación.

Los baculovirus son vectores particularmente eficaces para su uso en este procedimiento porque la síntesis de
proteínas que utiliza estos vectores es temporal (Millar (1988) Ann Rev Microbiol 42: 177-199). Siendo otras cosas
iguales, la concentración de proteína en el control y las células experimentales aumentará constantemente con el efecto
tóxico concomitante, la severidad del cual se determinará mediante la LC50 de la proteína.

La presente invención se ilustrará a continuación haciendo referencia a las siguientes figuras y ejemplos no limita-
tivos.

Figuras

Figura 1 - Construcciones en células Sf21 y plantas de arroz transgénicas. (A) Mutagénesis dirigida de sitio de la
cadena B de la toxina de ricina (RTB) para derivar fragmentos 3’ terminales que abarcan los dominios de unión a ga-
lactosa (rectángulos verdes). Los oligonucleótidos no emparejados LF1, LB1, LB2 y LB3 se utilizaron para introducir
sitios EcoRI (LF1) y HindIII (LB1, LB2 y LB3) nuevos. Se obtuvieron tres fragmentos de RTB y se denominaron
RTB1, RTB2 y RTB3, (B) Diagramas esquemáticos de los cassettes de control y fusión. Las secuencias cryIAb y
CryIAc de Bt se muestran en rectángulos naranjas, y los fragmentos RTB como líneas gruesas. Las construcciones pB
y pC eran los controles de Bt, las construcciones pR1, pR2 y pR3 eran los controles de RTB, y pBR1, pBR2, pBR3,
pCR1, pCR2 y pCR3 eran construcciones de fusión. Se muestran los sitios de restricción sólo para pBR1, pero se
aplican a todas las construcciones. Los sitios se abrevian como se indica a continuación: B = BamHI, Ec = EcoRI,
Eh = EheI, H = HindIII. (C) Para la expresión en plantas transgénicas, las 11 construcciones se clonaron en el vector
pAC76 que contiene el promotor ubiquitina-1 de maíz y el primer intrón, y el terminador nos. Los sitios de restricción
se abrevian como se indica a continuación: Eh = EheI, H = HindIII, S = SmaI.

Figura 2 - Supervivencia, crecimiento y desarrollo de larvas del barrenador del tallo que se alimenta de tallos
de arroz transgénico y controles. El gráfico muestra la supervivencia del insecto promedio ± SE después de 4 días
(inóculo inicial de seis larvas neonatas). Cada valor representa la media de bioensayos de cuatro réplicas, excepto el
control, que representa bioensayos de seis réplicas.

Figura 3 (a) a (k) - Muestran las secuencias de nucleótidos de CryIA (b & c), fragmentos del gen de la cadena
B de la toxina de ricina y los genes de fusión clonados en pFASTBAC1 bajo el control del promotor de polihedrina.
Las secuencias están indicadas como SEC ID Nos: 1-11. Todas las secuencias se leen en dirección 5’-3’. El codón
ATG que empieza en el nucleótido 97 es el sitio de inicio de la traducción para los genes CryIA (b & c) y todos los
genes de fusión. Para los fragmentos de la cadena B de la toxina de ricina, el codón ATG que empieza en la posición
del nucleótido 125 sirve como sitio de inicio de la traducción. Todos los genes finalizan mediante la secuencia de
poliadenilación de SV40. Se utilizan los codones de parada TAG y TAA y sus posiciones (si las secuencias se leen en
dirección 5’-3’) varían con el tamaño de cada gen. Si las secuencias se leen en dirección 3’-5’, los codones TAG y
TAA se localizan en las posiciones de nucleótidos 17 y 7, respectivamente.

Ejemplos

Materiales. Todas las endonucleasas de restricción, ligasa T4 y todas las enzimas de restricción se obtuvieron
de Boehringer Manheim (Reino Unido). El kit de plásmido QUIAGEN y el kit de extracción de gel QUIAquick se
obtuvieron de QUIAGEN. El vector de clonación pGEM-T se adquirió de Promega (Reino Unido). El homodímero
de etidio 1 y la calceína AM se adquirieron de Molecular probes Europe Bv (Holanda). El vector de transferencia de
baculovirus pFASTBAC1, las placas de cultivo de células de insectos TC-100 y medio, suero de ternera fetal, cellfectin
y las células competentes DH10BAC se adquirieron de GIBCO BRL (Reino Unido). El gen de la cadena B de la toxina
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de ricina (plásmido pWBT) y los anticuerpos contra la cadena B de la toxina de ricina utilizados en esta investigación
fueron donados amablemente por el Dr. L. Roberts de la Universidad de Warwick. Los plásmidos pUBB y pUBC que
contenían los genes CryIA(b) y CryIA(c) fueron donados amablemente por el Dr. I. Altosaar de la Universidad de
Ottawa, Canada, y eran tal y como se describen (Sardana, et al., 1996). Todos los cebadores utilizados se sintetizaron
en Genosys Biotechnologies (Inglaterra).

Ejemplo 1

Preparación del gen de la toxina

La mutagénesis dirigida de sitio del gen de la cadena B de la toxina de ricina. Se utilizaron cuatro oligonucleótidos
mutagénicos en las reacciones de PCR para crear un sitio de restricción EcoRI y HindIII en las posiciones selecciona-
das a lo largo del gen de la cadena B de la toxina de ricina en el plásmido pWT (Wales et al., 1991) - éstos se muestran
en la Figura 1A. Los cinco oligonucleótidos mutagénicos (bases mutadas subrayadas) fueron:

LF1=5’ CAACAACAAAGGAATTCATGCTGATG 3’

LB1=5’ GGACACACACACTGCAAGCTTGTAATC 3’

LB2=5’ CGGATCCGAAAGCTTCACATCTAACAC 3’

LB3=5’ GCTTGCAAGCTTAGACCATATAGCCC 3’

Se llevó a cabo la mutagénesis de PCR en un volumen total de 50 ml que contenía 1x de tampón de PCR (Boeh-
ringer Mannheim), 200 mM de cada dNTP, 15 mM de MgCl2, 300 nM de cada cebador, 2,6 unidades de mezcla de
enzimas (Boehringer Mannheim) y 70 ng de ADN plásmido pBWT. Tras una etapa de desnaturalización inicial a 94ºC
durante 2 min, se llevaron a cabo 10 ciclos de amplificación fijos (94ºC, 15 s; 65ºC, 30 s; 72ºC, 1 min) seguidos de
otros 20 ciclos alargados de forma progresiva (94ºC, 15 s; 65ºC, 30 s; 72ºC, 1 min; incrementando la prolongación en
5 s cada ciclo). Se llevó a cabo una última etapa de extensión a 72ºC durante 7 min. Se midieron los productos del
PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, se purificaron (kit de extracción de gel rápido QIA, Qiagen) y
se subclonaron en el vector pGEM-T (Promega). El tamaño de inserción y la orientación se confirmaron mediante la
digestión con EcoRI y HindIII.

Para confirmar la secuencia de RTB original, se llevó a cabo la secuenciación utilizando los cebadores M13/pUC19
(Gibco BRL) y el kit de secuenciación BIG DYE (Boehringer Mannheim). Se llevó a cabo la secuenciación de ciclado
utilizando el ciclador térmico PTC-200 Peltier (M.J. Research Inc.).

Ejemplo 2

Preparación de la fusión en un vector de baculovirus

Visión general del sistema del baculovirus

Los baculovirus de insectos Autographa californica (Ac) y los virus de polihedrosis nuclear Bombyx mori (MNPV)
habían demostrado previamente que son vectores de expresión versátiles de nivel elevado de proteínas heterólogas (6,
7, 13, 17). Esto se debe principalmente a la naturaleza única del ciclo de replicación del baculovirus, el cual implica
la expresión secuencial de genes codificados por virus en cuatro fases transitorias, distintas (2, 7, 10, 18). Las tres
primeras etapas dan lugar a la producción de partículas de virus infecciosas, las cuales invaden otras células y, por
tanto, diseminan la infección. En la fase final, muy tardía, de la expresión génica, comenzando aproximadamente 18
horas después de la infección, las partículas de virus se obstruyen en estructuras proteináceas cristalinas llamadas
polihedro (7). El gen de la polihedrina es prescindible para la producción de partículas de virus y puede reemplazarse
por secuencias codificantes foráneas (7, 27). Debido a que el gen de la polihedrina se expresa en la fase tardía de la
expresión del gen puede reemplazarse por secuencias que codifican proteínas tóxicas sin que afecten a la infectividad
viral.

Se ha demostrado que diversas toxinas de cristal insecticidas pueden ser expresables en células de insecto infecta-
das por baculovirus. Se clonó el gen completo crylA(b) de la proteína cristal insecticida en AcNPV, reemplazando al
gen de la polihedrina (8). También se expresaron satisfactoriamente una proteína mosquitocida CrylVD bacteriana de
longitud completa y truncada en células de lepidóptero utilizando un vector de baculovirus (11).

Clonación en un vector de transferencia de baculovirus pFASTBAC1

Se escindieron los genes CrylAb y CrylAc a partir de sus plásmidos de origen (pUBB y pUBC (46) mediante
la digestión con BamHI y EcoRI, y se subclonaron en el vector de transferencia de baculovirus pFASTBAC Hb
(Gibco). Los plásmidos recombinantes se digirieron con EcoRI y HindIII permitiendo la subclonación direccional
de los fragmentos de gen de ricina. Se generaron seis construcciones de fusión de pFASTBAC Hb intermedias, que
representan los dos genes de Bt cada uno de ellos fusionado a uno de los tres fragmentos de RTB. Éstos se digirieron
con Eco47III y EcoRI (crylAb) o EcoRI y Xho I (crylAc), y los extremos se pulieron utilizando nucleasa de habichuela
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mungo, poniendo de este modo, tras la recombinación, las regiones codificantes de Bt y RTB en el marco de lectura
(“in-frame”) (Figura 1). A continuación, los plásmidos recombinantes se digirieron con StuI y HindIII, permitiendo
la subclonación direccional de las construcciones de fusión en el vector pFASTBACI digerido de forma similar, cuyo
polienlazador está flanqueado con sitios de unión Tn7. El vector pFASTBACI también se digirió por separado con
BamHI y EcoRI o con EcoRI y HindIII para permitir la subclonación de los dos genes de Bt no modificados y los
fragmentos de RTB, respectivamente, como controles.

Transposición específica de sitio

Los vectores de transferencia pFASTBAC1 recombinantes se transformaron en células de Escherichia coli com-
petentes de la cepa DH10BAC (Gibco BRL). Estas células contienen un genoma de baculovirus modificado que porta
un sitio de unión Tn7, y un plásmido que proporciona una Tn7 transposasa, que permite la transposición específica de
sitio de los cassettes clonados en pFASTBAC1 en el genoma de baculovirus. Se aislaron colonias blancas y a partir de
ellas se purificó ADN de alto peso molecular tal y como se resume (37).

Se confirmaron los bácmidos recombinados mediante el uso de PCR y los cebadores M13/PUC19. En reacciones
de PCR de 50 µl se utilizaron cinco microlitros de 10x un tampón de PCR, un microlitro de 10x una mezcla de dNTP,
1,25 µl de una solución madre de 10 µM de cada cebador, 1,5 µl de MgCl2 50 mM, 2,5 µl de una solución al 1%
del detergente W-1, un microlitro de ADN plantilla y 2,5 unidades de Taq polimerasa. Después de la incubación a
93ºC durante tres minutos se realizaron 35 ciclos de PCR tal y como indica a continuación: 94ºC durante 45 segundos,
55ºC durante 45 segundos y 72ºC durante cinco minutos (37). Se pasaron por electroforesis diez microlitros de las
reacciones de PCR en un gel de agarosa al 0,8%.

Resultados de la construcción de vectores

Se obtuvieron tres deleciones terminales del gen de la cadena B de la toxina de ricina. La digestión de los vectores
recombinantes de pGEM-T resultantes con las enzimas de restricción EcoRI y HindIII produjo las tres deleciones
esperadas del gen de cadena B de toxina de ricina, RTB1, RTB2 y RTB3. Para RTB3 (480 pares de bases, AA1-
AA139) se utilizaron los cebadores de LF1xLB3; para RTB2 (739 pares de bases, AA1-AA236) se utilizaron los
cebadores de LF1xLB2 y para LB1 (841 pares de bases, AA1-AA262) se utilizaron los cebadores de LF1xLB1.

A continuación, los tres fragmentos de cadena B de toxina de ricina se fusionaron con los dos genes de Bt (utili-
zando el sitio EcoRI de cada gen) para conseguir seis proteínas de fusión de traducción diferentes. Se confirmaron los
seis genes de proteínas de fusión de traducción mediante la digestión con enzima de restricción (no se muestran los
resultados).

A continuación, los genes de fusión se transpusieron en el genoma de baculovirus bajo el control del promotor
de polihedrina. Se confirmó el éxito de la transposición específica de sitio mediante PCR utilizando los cebadores
M13/PUC. Los cebadores se dirigen hacia el sitio de unión Tn7 del genoma de baculovirus. Una reacción de PCR en
esta única región (sin construcción alguna) produce un fragmento de 300 pares de bases. Si esta región se transpone
con un ADN de pFASTBAC1 no recombinante, una PCR en esta región utilizando cebadores M13/PUC19 produce
un fragmento de ADN de 2300 pares de bases. Los resultados de la PCR (no mostrados) confirman la transposición
satisfactoria de los cassettes de expresión del gen completo de la proteína de fusión de traducción tal y como se
indica en el incremento correspondiente de tamaño en más de 2300 pares de bases. A continuación, los baculovirus
recombinantes se transfectaron en células de insecto Sf21. El ADN de peso molecular elevado extraído de células de
insecto infectadas también confirmó (mediante PCR utilizando los cebadores M13/PUC) la infección satisfactoria de
las células de insecto (no se muestran los resultados).

Ejemplo 3

Producción de células huésped que expresan polipéptido de fusión pesticida

Transfección de células de insecto Sf21 con ADN de bácmido recombinante. Se sembraron un millón de células de
insecto Sf21 en una placa de cultivo celular de 35 mm durante toda una noche en 2 ml de medio TC-100 suplementado
con suero de ternero fetal al 10%. Las células se lavaron dos veces con medio libre de suero y antibiótico y se
recubrieron con un ml de la mezcla de transfección (5 microlitros de ADN de bácmido recombinante, 800 µl de medio
TC-100 libre de suero y antibiótico y seis microlitros de cellfectin) durante cinco horas (37). Tras la extracción de la
mezcla de transfección las células se cubrieron a continuación con medio TC-100 completo (suplementado con suero
de ternera fetal al 10%) durante 48 horas. Se recogió el virus (primer inóculo) en el sobrenadante y las células se
recubrieron con dos mililitros de medio completo durante 48 horas más y se recogió el virus (segundo inóculo). El
segundo sobrenadante se utilizó como un inóculo en experimentos para determinar el tiempo óptimo de expresión de
las proteínas. Para todas las infecciones, se aspiró el medio de las células y las células se recubrieron con 250 µl de
inóculo durante una hora (m.o. = 5). Al cabo de una hora se descartó el inóculo y las células se recubrieron con dos
mililitros de medio TC-100 completo suplementado con suero de ternera fetal al 10%. Se analizó la expresión de la
proteína durante un período de 60 horas. Al final de cada período de análisis las células se lisaron utilizando un tampón
de rotura de proteínas (62,5 mM de Tris-HCl, SDS al 2%). A continuación, se cargaron quince microlitros de muestra
de proteína en un gel de poliacrilamida al 12,5% y se realizó el análisis por transferencia western con anticuerpos anti-
cadena B de toxina de ricina o antisueros anti-CrylA (c).
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Resultado del análisis de transferencia western para la expresión de proteínas

Se analizó la expresión de la proteína de baculovirus durante un período de 60 h. Se tomaron las muestras de
células a las 2, 20, 24, 34, 48 y 60 horas p.i. y se determinaron las concentraciones de proteína utilizando el método
de unión con colorante (47). Se fraccionaron las muestras de proteína (20 µg) mediante SDS-PAGE al 12,5% y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond C; Amersham) utilizando la célula de transferencia semi-seca
de Trans-Blot (Bio-Rad), según las instrucciones del fabricante. Se sondaron filtros con antisuero contra Cry1Ab y
Cry1Ac (Ms. S. Bano-Maqbool, Centre for Excellence in Plant Molecular Biology, Pakistán) o RTB (Dr. L. Roberts,
Universidad de Warwick, Reino Unido). Se utilizaron IgG (Fc) anti-conejo conjugada a fosfatasa alcalina (AP) como
anticuerpo secundario (Promega) y la detección se llevó a cabo según las recomendaciones del proveedor.

Para RTB1, RTB2 y RTB3 (construcciones de control que contienen sólo los fragmentos de toxinas de la ricina), la
expresión de la proteína empezó aproximadamente 20 horas después de la infección y se incrementó de forma gradual
hasta las 60 horas, siendo optimizada alrededor de las 34 horas. Las bandas de proteína de peso molecular menor al
esperado, que representan presumiblemente productos de degradación, se detectaron a las 48 horas (RTB1), 24 horas
(RTB2) y 24 horas (RTB3). De este modo la tercera deleción del gen de la cadena B de la toxina de ricina, RTB3, en
concreto, se presenta inestable y se degrada tras la síntesis.

En cuanto a los genes de crylA(a) y crylA(c) junto con las proteínas de fusión, los productos de degradación se
detectaron tan pronto como a las 20 horas, sugiriendo que las proteínas eran sensibles a la degradación en células de
insectos.

Ejemplo 4

Ensayos de toxicidad in vitro

Determinación de la concentración de fluoróforo óptima

Las concentraciones óptimas de colorante varían con los tipos de células. El siguiente experimento se realizó para
averiguar la concentración de colorante más baja que produce señal suficiente. Se recogieron células de crecimiento
sanas en tubos de microcentrífuga y se lavaron una vez con 1000 µl de solución salina tamponada de fosfato de
Dulbecco. La mitad de estas células se sacrificaron utilizando metanol al 30% durante 30 minutos. Utilizando muestras
de células muertas y células vivas por separado, cada una de las alícuotas de las células se incubó con una concentración
diferente de homodímero de Etidio 1 de 0,1 a 12,8 µM durante 30 minutos. También se incubaron muestras separadas
de células vivas y muertas con varios niveles de Calceína AM (0,1 a 12,8 µM). Las células teñidas se visualizaron
bajo un microscopio de fluoresceína convencional. Una concentración de 6,8 µM de homodímero de Etidio 1 marcó
suficientemente de rojo brillante los núcleos de las células muertas. Una concentración de 0,4 µM de Calceína AM
marcó suficientemente de verde las células vivas. A continuación, se mezclaron los dos fluoróforos para conseguir una
solución que consistía en 6,8 µM de homodímero de Etidio 1 y 0,4 µM de Calceína AM en D-PBS y se utilizaron
para teñir muestras de células muertas y vivas. A partir de estos resultados se concluyó que los dos fluoróforos en las
concentraciones seleccionadas se pueden utilizar de forma fiable para evaluar la viabilidad de células infectadas.

Ensayos de viabilidad/citotoxicidad de células vivas/muertas durante 96 horas

Se sembraron un millón de células en placas de cultivo de 35 mm durante toda la noche para cada infección (siete
réplicas de cada). El medio se aspiró de las células y las células se recubrieron con 250 µl de inóculo. Las catorce
infecciones diferentes que se llevaron a cabo incluían:

(a) simulación de células de insecto infectadas con medio

(b) células de insecto infectadas con baculovirus no recombinante

(c) células de insecto con baculovirus recombinante que contiene el gen gus

(d) células de insecto infectadas por separado con baculovirus recombinante que contiene la secuencia codificante
de CryIA(b), CryIA(c), RTB1, RTB2 y RTB3,

(e) células de insecto infectadas por separado con los seis genes de fusión diferentes.

Las células infectadas se lisaron y se extrajo el ADN de las mismas a las 34 horas posteriores a la infección.
La composición del tampón de lisis y el procedimiento de extracción fueron los descritos por King y Possee (38).
Este ADN se utilizó para verificar el éxito de la infección de las células de insecto Sf21 en reacciones PCR utilizando
cebadores M13/PUC. Las células infectadas de una placa de cultivo para cada infección se analizaron para la viabilidad
a las 2, 24, 34, 48, 72 y 96 horas. Las células se agruparon a 5000 xg y se lavaron una vez con solución salina tamponada
con fosfato de Dulbecco (D-PBS) de grado cultivo de tejido estéril. Las células se resuspendieron suavemente en 50
µl del reactivo de ensayo para células vivas/muertas (6,8 µM de homodímero de Etidio 1 y 0,4 µM de Calceína
AM, producidos en D-PBS) y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de 30 minutos,
se extrajeron 40 µl del reactivo de ensayo de las células y se descartaron. Las células si no han sido perturbadas se
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depositan en el fondo de los tubos de microcentrífuga. Los restantes 10 µl concentrados con las células se colocaron en
un portaobjetos de microscopio y se fotografiaron en un microscopio de fluoresceína (485 ± 11 nm) con 400 aumentos.

El homodímero de Etidio 1 se une fuertemente a ADN y produce una fluorescencia roja intensa, pero es una
molécula hidrofílica y no puede atravesar la membrana de células vivas. La Calceína AM es una molécula neutra
que se difunde libremente en las células. Se divide mediante la actividad de la esterasa intracelular y produce una
fluorescencia verde brillante. De este modo, el homodímero de Etidio 1 marca los núcleos de células muertas, mientras
que la calceína AM marca el citosol de las células vivas.

Se tomaron dos grupos de fotografías, una para la fluorescencia del homodímero de Etidio 1 y la otra para la
fluorescencia de Calceína AM, mediante la conexión alternativa de dos grupos de filtros, de manera que cada muestra
celular tenía una fotografía que mostraba la proporción de células que aún están vivas (fluorescencia verde) y otra que
mostraba la proporción de células que están muertas (fluorescencia roja).

Resultados de ensayos de toxicidad

Cuando se observaron bajo un microscopio de luz invertida (x400), las células infectadas con las proteínas de
fusión mostraron una serie de síntomas de toxicidad tan pronto como 24 horas después de la infección. Los síntomas
incluían, flotación en el medio, formas esféricas grandes y células lisadas. Algunos de los síntomas, particularmente la
lisis celular, apareció después de 60 horas después de la infección en los experimentos de control. Los experimentos
controlados incluían una simulación de células infectadas con medio, células infectadas sólo con baculovirus y células
infectadas sólo con baculovirus recombinante que contenía el gen gus y fragmentos del gen de la cadena B de la
toxina de ricina. En los ensayos de viabilidad de células vivas/muertas, en las células de insecto Sf21 infectadas con
baculovirus recombinante que expresan proteínas diferentes, las células que produjeron fluorescencia verde tuvieron
actividad esterasa y por tanto se evaluaron como vivas, mientras que las células que produjeron una fluorescencia roja
tenían membranas comprometidas y se evaluaron como muertas.

Los resultados de los ensayos se pueden resumir como se indica a continuación:

(a) el ensayó se realizó con células de insecto Sf21 sanas. Las células no infectadas se dejaron durante 72 horas
sin perturbar y sin cambio de medio. Se observaron muy pocas células muertas cuando se evaluaron tal y como se ha
descrito anteriormente. Cuando las células sanas se trataron con metanol al 70% durante 30 minutos todas las células
se observaron como muertas.

(b) Las células de insecto Sf21 infectadas sólo con baculovirus se evaluaron después de 2 horas, 24 horas, 34 horas
y 72 horas después de la infección. Muchas células estaban aún vivas después de 72 horas.

(c) Las células de insecto Sf21 que expresaban actividad GUS se evaluaron después de 2 horas, 24 horas, 34 horas
y 72 horas después de la infección. De nuevo, muchas células estaban aún vivas después de 72 horas.

(d) Las células de insecto Sf21 que expresaban CryIA(b) se evaluaron después de 2 horas, 24 horas, 34 horas y 72
horas después de la infección. Las células estaban seriamente afectadas por esta proteína entre las 34 y 72 horas.

(e) Las células de insecto Sf21 que expresaban CryIA(c) se evaluaron después de 2 horas, 24 horas, 34 horas y 72
horas después de la infección. De nuevo, las células estaban seriamente afectadas por esta proteína entre las 23 y 72
horas.

(f) Las células de insecto Sf21 que expresaban la proteína RTB1 se evaluaron después de 2 horas, 24 horas, 34
horas y 72 horas después de la infección. Muchas células estaban aún vivas después de 72 horas.

(g) Las células de insecto Sf21 que expresaban la proteína de fusión CryIA(b)-RTB1 se evaluaron después de 2
horas, 24 horas, 34 horas y 72 horas después de la infección. Las células estaban seriamente afectadas entre las 24 y
34 horas después de la infección.

(h) Las células de insecto Sf21 que expresaban la proteína de fusión CryIA(c)-RTB1 se evaluaron después de 2
horas, 24 horas, 34 horas y 72 horas después de la infección. Las células estaban seriamente afectadas entre las 24 y
34 horas.

(i) Las células de insecto Sf21 que expresaban la proteína RTB2 se evaluaron después de 2 horas, 24 horas, 34
horas y 72 horas después de la infección. Muchas células estaban aún vivas después de 72 horas.

(j) Las células de insecto Sf21 que expresaban la proteína de fusión CryIA(b)-RTB2 se evaluaron después de 2
horas, 24 horas, 34 horas y 72 horas después de la infección. En menos de 24 horas muchas células están muertas, es
decir, mucho antes que en los ensayos anteriores.

(k) Las células de insecto Sf21 que expresaban la proteína de fusión CryIA(c)-RTB2 se evaluaron después de 2
horas, 24 horas, 34 horas y 72 horas después de la infección. Un número significativo de células estaban muertas en
menos de 24 horas; de nuevo, antes que con la toxina sola.
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(l) Las células de insecto Sf21 que expresaban la proteína RTB3 se evaluaron después de 2 horas, 24 horas, 34
horas y 72 horas después de la infección. Muchas células estaban aún vivas después de 72 horas.

(m) Las células de insecto Sf21 que expresaban la proteína de fusión CryIA(b)-RTB3 se evaluaron después de 2
horas, 24 horas, 34 horas y 72 horas después de la infección. Muchas células estaban muertas en menos de 24 horas,
aunque algunas células sobrevivieron hasta las 72 horas.

(n) Las células de insecto Sf21 que expresaban la proteína de fusión CryIA(c)-RTB3 se evaluaron después de 2
horas, 24 horas, 34 horas y 72 horas después de la infección. Muchas de las células sobrevivieron hasta las 72 horas.

Los cultivos de células epiteliales de insecto no son dianas naturales para las d-endotoxinas de Bt y sus sensibilida-
des a la toxina son varias órdenes de magnitud inferiores a las observadas en los insectos de los que se originan23. Sin
embargo, los cultivos celulares se utilizan de forma rutinaria para estimar la actividad de toxinas de Bt contra varias
especies de insectos24.

Aunque los síntomas más severos se observaron en células de insecto infectadas con proteínas de fusión que
contenían RTB1 y RTB2, la fusión de cualquiera de los tres fragmentos de RTB diferentes a Cry1Ab o Cry1Ac dio
lugar a un gran incremento en la sensibilidad de la toxina en células Sf21 cuando se ensayó la viabilidad utilizando
homodímero de Etidio 1 y Calceína AM. Los síntomas de la toxicidad se observaron aproximadamente 34 horas
después de la infección. Está claro que las proteínas de fusión tienen diversos efectos citotóxicos en las células de
insectos que las producen, y también está claro que la adición del gen de unión por glicosilación (cadena B de la
toxina de ricina) a la toxina aumenta esta toxicidad, tal y como se mide mediante la muerte celular prematura y la
mayor lisis celular.

La elección de las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac y la utilización de células Sf21 se basó en observaciones anteriores
de que Cry1Ab es moderadamente tóxico para las células de insecto Sf9 e IPLB-Sf21, mientras que Cry1Ac no tenía
efecto en estas células (42, 43). Claramente, la adquisición de toxicidad por Cry1Ac cuando se combina con la cadena
B de la toxina de ricina sugiere un papel para la unión a galactosa en la mediación de la toxicidad.

Ejemplo 5

Uso de fusiones insecticidas en plantas

Las proteínas de fusión pueden transformarse en plantas, por ejemplo maíz o arroz, tal y como se indica a conti-
nuación. La secuencia que codifica el polipéptido de fusión se inserta en un cassette de expresión bajo el control de un
promotor de ubiquitina. Las plantas se transforman utilizando el bombardeo de partículas (ver por ejemplo Christen-
son et al. (1992) Plan Mol Biol 18:675-689; Christou et al. (1991) Bio/Technol 16: 957-962). A continuación, pueden
utilizarse las plantas en bioensayos de alimentación de insectos para evaluar la toxicidad de las fusiones a nivel de todo
el organismo y para medir la resistencia bajo condiciones de presión de selección variada. Las plantas pueden también
evaluarse por la integración de transgenes y los patrones de expresión, y el producto de expresión puede purificarse
utilizando los protocolos estándar. A continuación se ofrece un ejemplo con el arroz.

Visión general de la generación de plantas de arroz transgénicas con Bt

El callo del arroz embriogénico derivado de semilla madura se transformó con las 11 construcciones (seis fusiones
y cinco controles) mostradas en la Figura 1B. Se introdujo cada construcción en tejido de arroz mediante bombardeo
de partículas, junto con un vector de cotransformación que permitía la selección para la resistencia a la higromicina. Se
llevó a cabo un análisis adicional en plantas que expresaban cantidades equivalentes de las 11 proteínas recombinantes.
Las proteínas de fusión se expresaron de manera más eficaz en plantas de arroz transgénicas que en células de insecto
infectadas con baculovirus del modo en que estaban las proteínas Bt no modificadas.

Construcciones transgénicas

Se aislaron cassettes de proteína de control y de fusión descritas anteriormente a partir de los vectores Hb pFAST-
BAC intermedios utilizando Ehel y HindIII, y se subclonaron direccionalmente en pAL76 (un vector de transformación
basado en un promotor de ubiquitina interno) digeridos con SmaI y HindIII (Figura 1C).

Bombardeo de partículas y recuperación de plantas transgénicas

Se pelaron las semillas de arroz maduras (Oryza staiva L. cv Eyi 105) y se lavaron en etanol al 70% durante 2
min. Tras enjuagar en agua destilada dos veces, las semillas se esterilizaron en hipoclorito de sodio al 1,6% durante
30 minutos con suave agitación, a continuación se enjuagaron tres veces en agua destilada estéril. Se germinaron las
semillas bajo oscuridad en medio de inducción de callo de arroz (RCIM; medio basal MS complementado con 2,5
mg l−1 2, 4-D y solidificado con 2,5 g l−1 de fitagel). Tras 7 días, se diseccionó el callo derivado del escutelo a partir
de las semillas germinantes y se cultivó bajo oscuridad en medio osmótico (RCIM complementado con 36 g l−1 de
sorbitol y 36 g l−1 de manitol (48) durante 4 h. A continuación, se bombardeó el callo con partículas de oro de 0,95
mm de diámetro recubiertas de ADN. El bombardeo se llevó a cabo dos veces con un intervalo 4 horas, y se cobom-
bardeó el callo con uno de los 11 plásmidos que contienen las construcciones de fusión o de control y un plásmido de
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cotransformación que contiene un marcador que confiere resistencia a la higromicina (49), en una proporción molar
de 1:3. Los procedimientos del recubrimiento de partículas y bombardeo se describieron anteriormente (50, 51). Tras
el segundo bombardeo, se incubó el callo bajo oscuridad en el medio osmótico durante unas 16 h más y, a continua-
ción, se transfirió a RCIM durante tres días. A continuación, se transfirió el callo a un medio de selección (RCIM
complementado con 30 mg l−1 de higromicina B) durante 4 semanas. Los subcultivos se llevaron a cabo en intervalos
de 2 semanas. Se transfirió el callo resistente a la higromicina a un medio HRSM1 bajo la luz del día (medio basal
MS complementado con 30 g l−1 de maltosa, 2 mg l−1 de BAP, 0,5 mg l−1 de NAA, 30 mg l−1 de higromicina B y 5
g l−1 de goma gellan gelrite) para iniciar la regeneración del brote. Tras una semana, se transfirió el callo regenerante
a un medio HRSM2 (igual que HRSM1 pero con sólo 2,5 g l−1 de goma gelrite gellan) y se cultivó bajo las mismas
condiciones. Se transfirieron los sistemas de brote completamente regenerados a un medio de arraigamiento HRRM
(1/2 medio basal MS complementado con 10 g l−1 de sacarosa). Las plantas maduras se transfirieron al invernadero.

Análisis RT-PCR

Se extrajo el ARN total a partir de 100 mg de tejido de hoja de plantas de arroz transformadas y de tipo natural uti-
lizando el kit RNeasy Plant Mini (Qiagen) según las recomendaciones del proveedor. Se llevaron a cabo las RT-PCRs
utilizando el kit Access-PCR (Promega) según las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 100 ng de ARN total y
50 pmol de cada cebador. Los cebadores CRF1 y CRR1 amplifican tanto a cry1Ab como cry1Ac, mientras que los
cebadores RTF1 y RTR1 amplifican el fragmento del gen de RTB. Las secuencias de los cebadores fueron las siguien-
tes: CRF1 (5’-CGCATTGAAAC CGGTTACACTC CCA-3’), CRR1 (5’-CTTGGGCAGAACCACGGAAGCTACC-
3’), RTF1 (5’-GATGTTTGTATGGATCCTCAGCCCA-3’) y RTR1 (5’GCCGAACAATGGTTGTAACAAAAGG-3’).

Transferencia northern

Se extrajo el ARN total tal y como se ha descrito anteriormente, y se fraccionaron 15 mg de alícuotas mediante
electroforesis en geles de agarosa-formaldehído al 1% y se transfirieron a filtros de nitrocelulosa según los proce-
dimientos estándar (52). Se marcaron los fragmentos de BamHI/EcoRI de 1,8 kbp correspondientes a las regiones
codificantes cry1Ab y cry1Ac, para su uso como sondas.

Análisis de transferencia Western

El análisis por transferencia Western de las plantas transgénicas se llevó a cabo en pequeñas secciones de hoja
molidas hasta un polvo fino bajo nitrógeno líquido. Se dispersaron las muestras en tampón de extracción de proteínas
(100 mM Tris.Cl pH 8,1, 100 mM de 2-mercaptoetanol) y se centrifugaron a 12.000 x g durante 10 min a 4ºC. Se
llevó a cabo el SDS-PAGE utilizando muestras de 30 mg, y se llevaron a cabo los procedimientos de transferencia y
detección tal y como se ha descrito anteriormente.

Los análisis de los patrones de bandas en las transferencias western sugirieron que las proteínas de fusión que
contenían el fragmento más largo de RTB (RTB1) eran las más estables. Los fragmentos de RTB de control también
se expresaron de forma eficaz en plantas de arroz transgénicas. Se confirmó la presencia de ARNms de transgenes en
las plantas mediante el análisis de transferencia northern y RT-PCR (no se muestran los datos).

De este modo queda claro que las proteínas de fusión se expresaron de manera eficaz en plantas de arroz transgé-
nicas.

Ejemplo 6

Bioensayos en insectos

Visión general de bioensayos en insectos

Los bioensayos en insectos se realizaron utilizando secciones de tallo de plantas de control de tipo natural y líneas
transgénicas individualmente transformadas con nueve de las 11 construcciones (seis funciones y cinco controles)
mostradas en la figura 1B. Las plantas transformadas con pR2 o pR3 (construcciones de control que contenían los
fragmentos de RTB más cortos) no se ensayaron. El efecto de estas proteínas de control y de fusión se determinó en
una plaga del arroz económicamente importante, el barrenador de tallo rayado.

Bioensayos en insectos

Se obtuvo un cultivo de huevos de barrenador de tallo rayado (Chilo suppressalis) del Dr M. Cohen, Internacional
Research Institute, Filipinas. Los huevos se mantuvieron a un régimen de temperaturas de 27/25ºC día/noche con un
fotoperiodo de 16 horas. Los insectos se mantuvieron bajo una licencia MAFF EPHL 51/2595 (3/1998). Las plantas
de arroz se desarrollaron y mantuvieron en condiciones idénticas.

Los bioensayos se llevaron a cabo en secciones de tallo de transformantes primarios y controles de tipo natural. Se
cada planta se sacó una sección única de tallo de 7 cm de longitud con al menos un nodo. Las secciones se colocaron
en papel de filtro húmedo en placas y se infestaron con larvas de barrenador de tallo recién nacidas (menos de 2 horas
de vida) mediante la colocación de tres en cada extremo de las secciones cortadas para facilitar la entrada en el tallo.
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Se establecieron cuatro réplicas para cada línea, a excepción del control de tipo natural, donde se utilizaron ocho
réplicas. Las placas se sellaron a continuación con Parafilm y se dejaron durante 4 días en una cámara de crecimiento
controlado en las condiciones especificadas anteriormente. Después del periodo de prueba, las secciones del tallo se
diseccionaron bajo un microscopio binocular y se registraron la supervivencia de los insectos, el desarrollo y el peso.
El análisis estadístico de los datos del insecto se realizó con el software Statview v. 5.0 (Abacus Concepts, CA). El
análisis de la varianza (ANOVA) se utilizó para ensayar las diferencias significativas entre los tratamientos. Se utilizó
un límite de rechazo de p > 0,05.

Resultados

Los resultados se muestran en la figura 2. La supervivencia de los insectos en las secciones de tallo de control de
tipo natural fue superior al 95%.

En plantas que expresaban las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac, la supervivencia de los insectos disminuyó hasta entre el
55 y el 80% (valores promedio del 79% (Cry1Ab) y el 71% (Cry1Ac)). Los datos sugirieron que Cry1Ac era ligera-
mente más tóxico hacia el barrenador de tallo que Cry1Ab, aunque la diferencia no era estadísticamente significativa.
No hubo un efecto significativo en la supervivencia de insectos en la línea pR1, que expresaba el fragmento de control
RTB1, aunque las larvas que sobrevivieron mostraron un crecimiento dañado (ver a continuación).

Con la excepción de las plantas transformadas con la construcción pBR3, el promedio de supervivencia de los
insectos en todas las plantas que expresaban proteínas de fusión fue significativamente inferior a la de las plantas de
tipo natural de control y las plantas que expresaban proteínas de control.

Las plantas transformadas con las construcciones pCR1, pCR2 y pCR3 eran altamente resistentes al barrenador de
tallo, con mortalidades en los insectos del 87%, 74% y 61%, respectivamente.

Los resultados para las plantas transformadas con las construcciones pBR1, pBR2 y pBR3 fueron más variables,
con una supervivencia en el intervalo del 30 al 50%, y pBR2 era la más eficaz.

Las larvas supervivientes mostraron un crecimiento dañado y una detención en el desarrollo en todas las líneas
transgénicas. El promedio del peso de las larvas calló en un 30% en las plantas que expresaban las proteínas de Bt
de control y el fragmento RTB de control. La detención en el desarrollo fue más severa en plantas que expresaban
Cry1Ac que en plantas que expresaban Cry1Ab.

De las proteínas de fusión de Cry1Ab, sólo pBR1 tuvo un efecto significativamente superior que la proteína de Bt
de control Cry1Ab, provocando una reducción del 60% en el peso promedio de las larvas. Las reducciones severas en
el crecimiento de las larvas y el desarrollo también se observaron en las plantas que expresaban pCR1, pCR2 y pCR3.
Los resultados con pCR2 y pCR3 fueron similares a los de pBR1, pero pCR1 fue de nuevo la construcción más eficaz,
provocando un descenso en el peso promedio de las larvas superior al 80% y evitando el desarrollo más allá del primer
estadio.

De este modo, las plantas de arroz transgénicas que expresaban las proteínas de fusión estaban totalmente protegi-
das contra la alimentación por el barrenador de tallo rayado, provocando una mortalidad en los insectos del 55-80% y
un escaso crecimiento y desarrollo detenido en las larvas supervivientes. La proteína de fusión más tóxica fue pCR1.
Después de cuatro días la mortalidad de los insectos fue del 87% y la detención en el desarrollo en la primera etapa
del estadio en las larvas supervivientes. Después de cuatro días, las larvas que se alimentaban de plantas de arroz de
tipo natural habían conseguido el tercer estadio y no habían causado un daño significativo a los tallos. En cambio,
las larvas que se alimentaban de plantas transgénicas que expresaban las proteínas de fusión no provocaron un daño
significativo. Por tanto, la adición de un dominio de unión a galactosa a las toxinas de Bt mejoró significativamente su
actividad contra el barrenador de tallo rayado.

Conclusiones

Estos ejemplos muestran claramente que un dominio de unión heterólogo que es no tóxico per se, pero que es
capaz de unirse de manera no específica a una membrana celular sin romper dicha membrana (por ejemplo, la cadena
B de la toxina de ricina) cuando se combina con una toxina (por ejemplo, las d-endotoxinas Cry1Ab y Cry1Ac), puede
incrementar el rango de interacciones moleculares disponibles para las toxinas, ampliando potencialmente de este
modo el espectro de su actividad. En particular, los Ejemplos muestran un aumento de la toxicidad en comparación
con la toxina no modificada tanto in vitro (hacia células Sf21) como in vivo (hacia el barrenador de tallo rayado).
Adicionalmente, la adición de un dominio de unión nuevo es probable que retrase o evite la evolución de la resistencia
en poblaciones de insectos, ya que es menos probable que los insectos experimenten mutaciones que eliminan dos o
más actividades de captación celular distintas.
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Ejemplo 7

Unión de lectinas, toxina de Bt y fusiones de Bt-lectina a polipéptidos de intestinos de insecto

Metodología

Brevemente, se diseccionaron los intestinos de dos plagas de insectos del arroz, el barrenador de tallo rayado
utilizado para los bioensayos de insectos descritos anteriormente, y una especia homóptera, el saltamontes marrón
del arroz (Nilaparvata lugens). Se separaron los polipéptidos de intestinos extraídos mediante electroforesis en gel
de SDS-poliacrilamida, se transfirieron y se sondaron con lectinas, toxina de Bt, o proteína de fusión de Bt-lectina; a
continuación se detectó la sonda unida mediante el anticuerpo específico adecuado.

En detalle, en primer lugar se expresó en E. Coli una construcción que codifica una fusión marcada con His de do-
minio 1 de la toxina Cry1Ac de Bt y lectina de campanilla blanca (GNA) (designada como JD1). Tras la solubilización
se purificó la proteína de fusión mediante cromatografía en perlas de agarosa Ni-NTA (Qiagen), se dializó para extraer
los desnaturalizantes y se concentraron mediante ultrafiltración para proporcionar una preparación de proteína soluble
y funcional. Se diseccionaron los intestinos medios de saltamontes marrón (Nilapavata lugens) a partir de insectos
recogidos recientemente de plantas de arroz y se homogeneizaron en tampón de muestra de SDS mediante sonicación.
Se recogieron los intestinos medios de barrenador de tallo rayado (proporcionado por el Dr. Mike Cohen, IRRI) a
partir de la larva de estadio tardío y se trataron de forma similar. A continuación, se separó la proteína solubilizada de
los intestinos mediante SDS-PAGE (acrilamida al 12,5%) y se transfirió a membranas de nitrocelulosa. La cantidad
de proteína cargada era equivalente a 1,5 intestinos por carril para el saltamontes marrón; para el barrenador de tallo
rayado se cargó con aproximadamente 5 µg de proteína por carril. Tras la incubación en reactivos de bloqueo (Sigma)
durante 60 minutos, se sondaron las membranas que contenían las proteínas de los intestinos mediante incubación con
JD1, Cry1Ac (una donación del Dr. David Ellar; se activó la protoxina mediante tratamiento con tripsina tal y como
se ha descrito (53), GNA (Drs. W. Peumans y E. van Damme, Universidad Católica de Leuven, Bélgica) o aglutinina
de Ricinus Communis (Sigma), respectivamente. Se llevó a cabo la incubación durante 60 minutos a 25ºC, a una con-
centración de 1 µg ml−1. Se lavaron las membranas tres veces, 5 min por lavado, con 20 ml de solución salina-Tritón
tamponado con Tris (TBS-T; 50 mM de tampón Tris-HCl, pH 7,2, que contenía 0,15 M de NaCl y un 0,1% de Triton
X-100). A continuación, se detectó la unión a ligando mediante la incubación con el anticuerpo primario apropiado
(anti-Cry1Ac, gentileza del Dr. David Ellar; anti-GNA, producido por los autores; anti-aglutinina de Ricinus commu-
nis, Vector Labs) en TBS-T a una dilución de 1:10.000 durante 60 minutos a 25ºC. Se lavó la membrana de nuevo tal
y como se hizo anteriormente y se incubó con el anticuerpo secundario (conjugado a HRP; Bio-Rad) a una dilución
de 1:5000. De nuevo se lavó la membrana tal y como se hizo anteriormente y se enjuagó además en agua destilada
dos veces antes de añadir los reactivos de ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Reino Unido), y la mancha (“blot”) se
expuso a una película de rayos-X siguiendo las instrucciones del fabricante.

Resultados

La combinación de la lectina de Ricinus communis como sonda y los anticuerpos de lectina anti-Ricinus communis
como reactivo de detección mostró una unión fuerte a un gran número de polipéptidos en los extractos de tejidos de
intestinos de ambos insectos. En contraste, la sonda de la proteína de Cry1Ac sólo se unió fuertemente a un polipéptido
en los mismos extractos (aproximadamente 45 kDa en el barrenador de tallo rayado y 90 kDa en el saltamontes
marrón). Para caracterizar con mayor profundidad las diferencias en la unión entre la toxina de Bt y una fusión
de Bt-lectina, se fabricó una proteína de fusión entre la lectina específica de unión a manosa de campanilla blanca
(aglutinina de Galanthus nivalis; GNA) y Cry1Ac mediante la expresión de una construcción génica adecuada en E.
coli. A continuación, se comparó por separado la unión de la proteína de fusión a los polipéptidos de los intestinos del
insecto con la de la las proteínas GNA y Cry1Ac. De acuerdo con los resultados previos, la GNA se unió fuertemente
a los polipéptidos de aproximadamente 75 kDa (2 bandas) y 50 kDa extraídos del intestino del saltamontes marrón
del arroz, y se unió fuertemente a un polipéptido de aproximadamente 80 kDa de intestino de barrenador de tallo
rayado. La GNA también se unió a un polipéptido de 45 kDa en extractos de intestinos de barrenador de tallo, un peso
molecular parecido a la de la banda principal detectada por Cry1Ac. La fusión GNA-Cry1Ac solamente se unió muy
débilmente al polipéptido de 85 kDa reconocido por la GNA en los intestinos del barrenador de tallo rayado, pero
se unió al polipéptido de 45 kDa reconocido tanto por la GNA como por la toxina Cry1Ac. Por otro lado, la fusión
mostró unión con todos los polipéptidos principales reconocidos por la GNA y por las toxinas Cry1Ac en extractos de
intestinos de saltamontes marrón (de aproximadamente 90 kDa, 75 kDa y 45 kDa). Estos resultados muestran que las
fusiones de lectina-Bt tienen diferentes especificidades de unión a los polipéptidos extraídos de tejidos de intestinos
de insectos, en comparación con la toxina de Bt de la cual derivan.

Discusión

En los experimentos anteriores, se permitió que las lectinas purificadas, las toxinas de Bt y las proteínas de fu-
sión de Bt-lectina reaccionaran con polipéptidos extraídos de intestinos de insectos. Los resultados mostraron que el
dominio de unión a galactosa en la ricina se une fuertemente a muchos más polipéptidos en extractos de intestinos
de insectos que en la toxina de Cry1Ac. La naturaleza bifuncional de la unión de las proteínas de fusión de lectina-
Bt (es decir con las propiedades de unión que se derivan a partir de ambos dominios de proteína que contribuyen) se
observó directamente mediante ensayos de unión con una proteína de fusión GNA-Cry1Ac purificada en polipéptidos
de intestinos de insectos.
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido de fusión pesticida que comprende (i) un dominio de
toxina; y (ii) un dominio de unión heterólogo capaz de unirse de manera no específica a una membrana celular sin
romper la membrana.

2. Ácido nucleico según la reivindicación 1, en el que el dominio de toxina deriva de la toxina cry de Bacillus
thuringiensis.

3. Ácido nucleico según la reivindicación 2, en el que la toxina cry de Bacillus thuringiensis es CryIA (b) o
(c).

4. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el dominio de unión se une a
carbohidrato.

5. Ácido nucleico según la reivindicación 4, en el que el dominio de unión tiene afinidad de galactosa o galactosilo.

6. Ácido nucleico según la reivindicación 4 o la reivindicación 5, en el que el dominio de unión deriva de lectina.

7. Ácido nucleico según la reivindicación 6, en el que la lectina es un tipo de proteína inactivadora de ribosomas
del tipo dos.

8. Ácido nucleico según la reivindicación 7, en el que el dominio de unión deriva de la cadena B de la toxina de
ricina.

9. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, en el que el dominio de toxina comprende
una secuencia de aminoácidos codificable por toda o parte de las SEC ID No: 1 (CryIA(b)) o la SEC ID No: 2
(CryIA(c)).

10. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, en el que el dominio de unión comprende una
secuencia de aminoácidos codificable por toda o parte de las SEC ID No: 4 (RTB2) o la SEC ID No: 5 (RTB3).

11. Ácido nucleico según la reivindicación 9 o la reivindicación 10, en el que el polipéptido comprende la combi-
nación CryIA-RTB que tiene una secuencia de aminoácidos codificable por cualquiera de la SEC ID No: 6 (CryIA(b)-
RTB1); SEC ID No: 7 (CryIA(b)-RTB2); SEC ID No: 8 (CryIA(b)-RTB3); SEC ID No: 9 (CryIA(c)-RTB1); SEC ID
No: 10 (CryIA(c)-RTB2); o SEC ID No: 11 (CryIA(c)-RTB3).

12. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, que comprende una secuencia de nucleótidos
que comparte al menos un 90% de homología con cualquiera de las SEC ID Nos: 1 a 11.

13. Procedimiento de producción del ácido nucleicos según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, cuyo pro-
cedimiento comprende la etapa de combinar un ácido nucleico que codifica una toxina con un ácido nucleico que
codifica un dominio de unión heterólogo, donde dicho dominio de unión es capaz de unirse de manera no específica a
una membrana celular sin romperla.

14. Procedimiento según la reivindicación 13, en el que el procedimiento comprende además la etapa de modificar
la secuencia del dominio de toxina o de unión mediante la adición, inserción, deleción o sustitución de uno o más
nucleótidos en el ácido nucleico.

15. Procedimiento según la reivindicación 14, en el que la modificación de la secuencia provoca una alteración en
la utilización del codón de la secuencia.

16. Vector recombinante que comprende un ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

17. Vector según la reivindicación 16, en el que el ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
está unido operativamente a un promotor.

18. Vector según la reivindicación 17, en el que el promotor es un promotor inducible que se conecta en respuesta
a un elicitor u otra señal de planta que se desencadena en respuesta a la predación.

19. Vector según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, que es un vector de baculovirus o un vector adecuado
para su uso en una planta.
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20. Procedimiento para transformar una célula huésped, cuyo procedimiento incluye la etapa de introducir un
vector según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19 en la célula y provocar o permitir la recombinación entre el
vector y el genoma de la célula para introducir el ácido nucleico en el genoma.

21. Célula huésped que contiene el ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o el vector según
cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19.

22. Célula huésped transformada con el ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o el vector
según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19.

23. Célula huésped según la reivindicación 21 o la reivindicación 22 que es una célula vegetal.

24. Célula huésped según la reivindicación 23, en el que la planta es una planta monocotiledónea.

25. Célula huésped según la reivindicación 24, en el que la monocotiledónea es maíz o arroz.

26. Proceso para producir una planta transgénica, cuyo proceso comprende las etapas de:

(a) realizar el procedimiento según la reivindicación 20 para producir una célula vegetal transformada.

(b) regenerar una planta a partir de dicha célula huésped transformada.

27. Planta obtenible mediante el proceso según la reivindicación 26, que comprende la célula huésped según
cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25.

28. Planta que es un clon, una progenie autorreproductora o híbrida, u otro descendiente de la planta según la
reivindicación 27, y que comprende la célula huésped según cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25.

29. Planta según la reivindicación 27 o la reivindicación 28, que es una monocotiledónea.

30. Planta según la reivindicación 29, en el que la monocotiledónea es maíz o arroz.

31. Parte o propágulo de la planta según cualquiera de las reivindicaciones 27 a 30, que comprende la célula
huésped según cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25.

32. Procedimiento para influenciar o afectar en la toxicidad de una planta a una plaga, cuyo procedimiento in-
cluye la etapa de provocar o permitir la expresión en la planta a partir de un ácido nucleico según cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12.

33. Polipéptido de fusión pesticida codificado por el ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12.

34. Procedimiento para producir el polipéptido según la reivindicación 33, cuyo procedimiento comprende la
etapa de provocar la expresión en una célula huésped adecuada a partir de un ácido nucleico según cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12.

35. Composición que comprende el polipéptido según la reivindicación 33 más al menos un componente adicional.

36. Procedimiento para controlar plagas que comprende el uso del polipéptido según la reivindicación 33.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Plant Bioscience Limited
Christou, Paul
Mehlo, Luke

<120> Fusiones Pesticidas

<130> SMK/LP5848023

<140> PCT/GB00/01633
<141> 2000-04-17

<150> GB 9909796.6
<151> 1999-04-28

<160> 19

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
<211> 2062
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de CryIA (b) en pFASTBAC1
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<400> 1

<210> 2
<211> 2062
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de CryIA (c) en pFASTBAC1
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<400> 2

<210> 3
<211> 956
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de RTB1 en pFASTBAC1
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<400> 3

<210> 4
<211> 860
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de RTB2 en pFASTBAC1

<400> 4

<210> 5
<211> 604
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de RTB3 en pFASTBAC1

<400> 5

<210> 6
<211> 2788
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de CryIA(b)-RTB1 en pFASTBAC1

<400> 6
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<210> 7
<211> 2692
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de CryIA(b)-RTB2 en pFASTBAC1
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<400> 7

<210> 8
<211> 2436
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de CryIA(b)-RTB3 en pFASTBAC1

<400> 8
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<210> 9
<211> 2788
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de CryIA(c)-RTB1 en pFASTBAC1

<400> 9
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<210> 10
<211> 2692
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de CryIA(c)-RTB2 en pFASTBAC1
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<400> 10

<210> 11
<211> 2436
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripción de la Secuencia Artificial: secuencia de nucleótidos de CryIA(c)-RTB3 en pFASTBAC1

<400> 11

<210> 12
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: cebador
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<400> 12

caacaacaaa ggaattcatg ctgatg 26

<210> 13
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 13

ggacacacac actgcaagct tgtaatc 27

<210> 14
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 14

cggatccgaa agcttcacat ctaacac 27

<210> 15
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 15

gcttgcaagc ttagaccata tagccc 26

<210> 16
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 16

cgcaattgaaa ccggttacac tccca 25

<210> 17
<211> 25
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 17

cttgggcaga accacggaag ctacc 25

<210> 18
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 18

gatgtttgta tggatcctca gccca 25

<210> 19
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: cebador

<400> 19

gccgaacaat ggttgtaaca aaagg 25
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