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KIVONAT

A talalmény targyét uj Bacillus thuringiensis baktériu-
mok képezik, mégpedig a kovetkezGk: a BTS02617A
torzs, amelynek letéti szama BCCM—-LMG P— 12592, a
BTS02618A torzs, amelynek letéti szima BCCM—~LMG
P-12593, a BTS02654B torzs, amelynek letéti szdma
BCCM-LMG P-12594, a BTS02652E torzs, amelynek
letéti szama BCCM-LMG P-13493.

A taldlmény targya tovabba rovarirté hatisa pro-
tein, amely a 4. azonositd szamu szekvencia szerinti
aminosavszekvencia 1-658. helyzeti aminosavaibél
allé aminosavszekvenciit, a 4. azonositd szami szek-
vencia szerinti aminosavszekvencia 44—658. helyzet(i
aminosavaibol all6 aminosavszekvenciét, a 4. azonosi-

A leirds terjedelme 22 oldal (ezen beliil 1 lap abra)

Uj Bacillus thuringiensis térzsek és inszekticid proteinjeik

t0 szdmi szekvencia szerinti aminosavszekvencia
165-658. helyzetd aminosavaib6l 4ll6 aminosavszek-
venciat tartalmazza. A talalmény egyik alesete az olyan
rovarirtd hatasi protein, amely a 4. azonosité szamu
szekvencia 1-1157. helyzeti aminosavaibél 4116 ami-
nosavszekvenciat tartalmazza.

A taldlmdny tdrgya tovabba a DNS, amely olyan
nukleotidszekvenciat tartalmaz, amely ezt a proteint k-
dolja; tovabba rovarirté készitmény Lepidoptera ellen,
amely hatdanyagként az j baktériumot vagy proteint
tartalmazza, valamint eljaras rovarok elleni védekezés-
re; és az a transzformalt ndvény vagy mag, amelynek
egy vagy tobb sejtje a fenti DNS-t tartalmazza.
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A taldlmany térgya uj Bacillus thuringiensis baktériu-
mok, amelyeket a Budapesti Szerzédés értelmében
BCCM-LMG-nél (Belgian Coordinated Collections of
Microorganisms, K. Ledeganckstraat 35, B—9000 Gent,
Belgium) helyeztiink letétbe, mégpedig a kovetkezék: a
BTS02617A torzs, amelynek letéti sziama BCCM-LMG
P-12592, a BTS02618A torzs, amelynek letéti szama
BCCM-LMG P-12593, a BTS02654B torzs, amelynek
letéti szama BCCM-LMG P-12594, a BTS02652E
torzs, amelynek letéti szima BCCM~LMG P-13493.

A talalminy tirgya tovabba rovarirtd hatist pro-
tein, amely a 4. azonositd szdmu szekvencia szerinti
aminosavszekvencia 1-658. helyzetii aminosavaibol
all aminosavszekvenciat, a 4. azonositd szam@ szek-
vencia szerinti aminosavszekvencia 44—658. helyzet(i
aminosavaibol 4116 aminosavszekvenciat vagy a 4. azo-
nosité szamu szekvencia szerinti aminosavszekvencia
165-658. helyzeti aminosavaibol 4116 aminosavszek-
venciat tartalmazza. A taldlmany egyik alesete az olyan
rovarirtd hatdsi protein, amely a 4. azonositd szamt
szekvencia 1-1157. helyzeti aminosavaibél 4116 ami-
nosavszekvencidt tartalmazza. A taldlmany targya to-
vabba egy DNS, amely olyan nukleotidszekvenciat tar-
talmaz, amely a fentiek szerinti proteint kodolja, pél-
déul a 4. azonosité szami szekvencia 797-2641. hely-
zetd nukleotidjaibdl 4ll6 nukleotidszekvenciat tartal-
mazza. A taldlméany targyat képezi egy olyan DNS is,
amely kiméra génben van jelen, amely kiméra gén tar-
talmaz egy olyan promoter szakaszt, amely képes a ne-
vezett DNS-nek egy n6vényi sejtbe valo atirasara. Ez a
DNS el8nydsen modositott kodonhasznélattal rendelke-
23 DNS-t tartalmaz. A taldlmény tirgya tovabba rovar-
irt6 készitmény Lepidoptera ellen, amely hatéanyag-
ként tartalmazza a kovetkezSket: legalibb egy taldl-
many szerinti baktérium és/vagy protein.

A taldlmény targya tovabba eljaras kartékony rova-
rok elleni védekezésre, amelynél a rovart a talalméany sze-
rinti baktériummal, proteinnel és/vagy készitménnyel
érintkeztetjiik. Fentieken tilmenden a talalmany targya a
genomjdban a fenti DNS-t tartalmazé transzformalt nové-
nyi sejt, és ilyen sejtet vagy sejteket tartalmazé transzfor-
malt ndvény vagy n6vénymag. llyen novények kiilono-
sen a kovetkezGk: gyapot, kukorica, paradicsom, do-
hany, repce, lucerna, napraforgé, salata, burgonya, rizs,
sz0ja, Brassica fajok és cukorrépa. A kértékony rovarok
kiilonosen a kovetkez6k: Agrotis ipsilon, Spodoptera
exigua, Spodoptera littoralis, Spodoptera frugiperda, Ma-
mestra brassica, Heliothis virescens, Ostrinia nubilalis és
Plutella xylostella.

Az EP 358557 szamu eurdpai kozzétételi irat btd és
bt18 géneket és egy eljarast ismertet, amellyel egy no-
vény Lepidopterak ellen rezisztenssé tehetd. A talal-
mdny szerinti torzseket azonban nem talalta meg. igy
nem ismerhette fel, hogy az igényelt fehérje N-termi-
nalis részének (amely mas proteinek vonatkozaséban
Cry9Cal-ként ismert és a toxicitasért felelGs rész), ma-
ximélis aminosavhomolégia-szintje csak 51%.

A taldlmény targya egy gén (a bTS02618 gén),
amely jelen van a BTS02617A, a BTS02618A, a
BTS02654B és a BTS02652E térzsek genomjéaban, és
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amely egy inszekticid proteint (a ,,BTS02618A proto-
xin”) kodol, amely megtalalhaté a BTS02617A, a
BTS02618A, a BTS02654B és a BTS02652E krista-
lyokban. A BTS02618A protoxin az a protein, amelyet
a BTS02617A, a BTS02618A, a BTS02654B és a
BTS02652E torzsek a megfelelé BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B, illetve BTS02652E krista-
lyokba t6rténd burkolasuk eldtt el34llitanak.

A talalmény ezen tilmenden egy toxinra is vonatko-
zik (a ,BTS02618A toxin”), amelyet a BTS02618A
protoxinbdl nyerhetiink (példaul tripszines feltaras ut-
Jan). A BTS02618A toxin egy inszekticid hatast protein,
amelyet a BTS02617A kristalyokbol, a BTS02618A kris-
talyokbol, a BTS02654B kristalyokbél és a BTS02652E
kristalyokbol szabadithatunk fel, amelyek viszont a
BTS02617A torzs altal, a BTS02618A torzs altal, a
BTS02654B torzs altal, illetve a BTS02652E torzs 4ltal
termelddnek. Ezen toxin és a protoxinja a Lepidoptera ro-
varok széles skélaja ellen jelents aktivitassal rendelke-
zik, kiilondsen pedig a Noctuidae, ezen beliil kiilondsen
Spodoptera és Agrotis fajok ellen, de mas fontos
Lepidoptera rovarok ellen is, mint amilyenek a Pyralidae
csaladba tartozok, kiilondsen a kukoricamoly Ostrinia
nubilalis és az Yponomeutidae csalad tagjai, mint ami-
lyen a Plutella xylostella.

A BTS02618A protoxinnak és toxinnak [,,(pro)to-
Xin") ez az 0j jellemzdje, vagyis az, hogy kiilonféle
gazdasagi szempontbo! fontos Lepidoptera rovarcsala-
dokhoz, igy a Noctuidae, Yponomeutidae és Pyralidae
csaladba tartoz6 rovarok ellen kombinalt hatéssal ren-
delkeznek, ezt a (pro)toxint idedlisan megfelel anyag-
ga teszik a kdrtékony rovarok igen széles rétege elleni
fellépésre oly médon, hogy ezeket a rovarokat a pro-
toxinnal érintkeztetjilk akar gy, hogy a rovarokat
vagy novényeket permetezziik, akar dgy, hogy a
bTS02618A gént a ndvényekkel kapcsolatban 4116 bak-
tériumokban vagy a novényekben fejezzik ki.
A BTS02618A toxin feltehetden a legkisebb egysége a
BTS02618A protoxinnak, amely a Lepidopterék ellen
inszekticid hatasi.

A jelen taldlmany ezen tilmenden egy kiméra génre
is vonatkozik, amely alkalmas arra, hogy valamely no-
vényi sejtet transzforméljon, és amely a kovetkez8 mi-
kddoképesen osszekapesolt DNS-fragmenseket tartal-
mazza:

1. a bTS02618A gén egy részét (az ,,inszekticid ha-
tast bTS02618A génrész”), amely a BTS02618A
protoxin valamely inszekticid hatasi részét kodolja, el6-
ny6sen a bTS02618A gén csonkolt része (a ,,csonkolt
bTS02618A gén”), amely csak a BTS02618A toxint ké-
dolja,

2. egy promoter, amely alkalmas arra, hogy az
inszekticid hatdsi bTS02618A génrészt valamely nové-
nyi sejtben atirja, és

3. az inszekticid hatasi bTS02618A génrésznek va-
lamely névényi sejtben val6 kifejez6désére szolgalo,
megfeleld 3’ végi transzkriptum kialakitdséért és po-
liadenilacioért felelGs jelek.

Ezt a kiméra gént a tovabbiakban ,,bTS02618A ki-
méra gén” elnevezéssel emlitjiik.



1 HU 221 339 B1 2

A jelen talalmény targya tovabba:

1. valamely névényi sejt (,transzformalt noévényi
sejt”) példaul a kukorica- vagy a gyapotseit, amelynek
a genomja az inszekticid hatisa bTS02618A gén-
résszel, elénydsen a bTS02618A kiméra gennel transz-
formalt, és

2. valamely n6vény (,,transzformalt novény™), ame-
lyet a transzformalt névényi sejtbél regeneraltunk, vagy
amelyet az ily modon regeneralt novénybél vagy szapori-
t0 anyagabol, vagy magjabol allitotunk eld, és amely-
nek genomja az inszekticid hatdsi bTS02618A génrészt,
elénydsen a bTS02618A kiméra gént tartalmazza, és
amely nvény Lepidopterakkal szemben rezisztens.

A taldlmény tirgya a fentieken tilmenden:

L. olyan mikrobialis szervezet, mint példaul a B.
thuringiensis vagy Pseudomonas spp., amelynek a ge-
nomjét a teljes bTS02618A génnel vagy annak egy ré-
szével transzformaltuk, és

2. egy mikrobialis spora, amely a teljes bTS02618A
génnel vagy annak részeivel transzformalt genomot tar-
talmaz.

A miiszaki ismeretekhez tartozik, hogy a B. thurin-
giensis (a tovébbiakban ,,Bt”) olyan Gram-pozitiv bak-
térium, amely a sporulacié soran endogén kristalyokat
termel. Ezeket a kristalyokat olyan proteinek alkotjak,
amelyek specifikusan toxikusak a rovarok larvaira. Az
ilyen kristalyos proteineket és a megfelels géneket szer-
kezetiik és inszekticid hatdsspektrumuk alapjan oszta-
lyoztdk (Hofte és Whiteley, 1989). A négy negnagyobb
osztilyt a Lepidoptera-specifikus (cryl), Lepidoptera-
és Diptera-specifikus (cryll), Coleoptera-specifikus
(crylll) és Diptera-specifikus (cryIV) gének alkotjak.

Az a tény, hogy ilizemi méretben hagyomanyos
sillyesztett fermentaciés médszerek alkalmazhatok a
Bt spordk el6allitésara, iizleti szempontbdl vonzéva te-
szi azt a megoldast, hogy Bt baktériumokat alkalmazza-
nak a ndvényvédbszer-készitmények forrasaként.

Kordbban mér azonositottak bizonyos Bt térzsekbdl
szarmazé génfragmenseket, amelyek inszekticid protei-
neket kddolnak, és ezeket névények genomjaba integral-
tak annak érdekében, hogy a novényeket rovarokkal
szemben rezisztenssé tegyék. A Bt génfragmenseknek a
ndvényekben valo kifejez3dését azonban nem konny{
elémni. Annak érdekében, hogy névényi sejtekben vala-
mely inszekticid protein optimélis kifejez8dését érjikk
el, sziikségesnek bizonyult minden egyes Bt génfrag-
mens specidlis médon valé manipulalésa gy, hogy aza
Bt protoxinnak egy olyan részét kédolja, amely megtart-
ja az alapvet§ toxicitasat azokkal a rovarokkal szem-
ben, melyek ellen védekezni kivanunk (86/300 291.1 és
88/402 115.5 szami eurdpai szabadalmi bejelentések és
821 582 szdmu amerikai egyesiilt 4llamokbeli, 1986. ja-
nudr 22-én benyijtott szabadalmi bejelentés).

A talalmany rovid leirasat a kvetkezGkben foglal-
Jjuk Ossze:

A taldlmany értelmében négy vj torzset allitottunk
eldt.i.a BTS02617A, a BTS02618A, a BTS02654B és
a BTS02652E torzseket. A BTS02617A, a
BTS02618A, a BTS02654B és a BTS02652E krist4-
lyok és kristalyos proteinek, a BTS02618A protoxin és
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toxin, amelyet a fenti torzsek a sporuléci6 sorén termel-
nek és a BTS02618A protoxin inszekticid hatisq ré-
szei, valamint ezen kristalyok, kristilyos proteinek,
protoxinok, toxinok és rovarirté hatést protoxinrészek
ekvivalensei valamennyien inszekticid hatdssal rendel-
keznek, és ezért inszekticid készitményekké készithe-
t6k ki 4ltaldban Lepidopterdk ellen, kiilsndsen a kovet-
kezGk ellen: Noctuidae, Ggymint Agrotis spp. (bagoly-
lepkék mint amilyen az Agrotis ipsilon), Mamestra spp.
(példaul a képosztalepke, vagyis Mamestra brassica) és
Spodoptera spp. (mint amilyen a Spodoptera exigua,
Spodoptera frugiperda, Spodoptera littoralis és
Spodoptera litura), Pyralidae ellen (példdul kukorica-
moly, Ostrinia nubilalis) és Yponomeutidae ellen (mint
amilyen a Plutella xylostella). Ezek képezik a kiilonféle
gazdasagi szempontbél fontos szant6foldi novény,
mint példaul a kukorica, gyapot és sok zoldségféle, pél-
déul kaposztafélék jelentésebb kartevait,

A jelen taldlmany értelmében egy névényi sejt ge-
nomjat transzformaljuk valamely inszekticid hatas(
bTS02618A génrésszel, elényésen a csonkolt
bTS02618A génnel vagy annak valamely ekvivalensé-
vel mint amilyen a médositott szintetikus bTS02618A
gén. El6nyGs, ha ezt a transzformalast a kiméra
bTS02618A génnel végezzik el. Az igy keletkezd
transzformalt novényi sejt alkalmazhaté modositott né-
vények vagy modositott névények szaporitdanyagali,
magjai és olyan novényi sejtkultirak eldallitasara, ame-
lyek dont6 mértékben a médositott sejtekbé! allnak.
A modositott novények valamennyi vagy néhany sz6ve-
tében 1év6 transzformalt sejtek a kovetkezd tulajdonsa-
gokkal rendelkeznek:

1. genomjukban stabil inszertumként tartalmazzak
az inszekticid hatdsa bTS02618A génrészt és

2. az inszekticid hatdsi bTS02618A génrészt kifeje-
zik oly médon, hogy eldallitjak BTS02618A protoxinja-
nak inszekticid hatast részét, elényosen a BTS02618A
toxinjat és ezaltal a ndvényt rezisztenssé teszik Lepi-
dopterakkal szemben. A transzformalt ndvényi sejtek a
taldlmany értelmében arra is alkalmazhatok, hogy ilyen
rovarirtd hatdsii Bt proteineket 4llitsunk elé kinyerés
céljabol.

A jelen taldlmany targyat képezi a fentieken tilme-
nden az az eljaras is, amellyel valamely novényt Lepi-
dopterdkkal szemben rezisztenssé tesziink oly médon,
hogy valamely névényi sejt genomijat az inszekticid ha-
tast bTS02618A génrésszel transzformaljuk, elénydsen
a csonka bTS02618A génnel vagy annak valamely ekvi-
valensével. Ebbdl a szempontbél elényds, ha a névényi
sejtet a bTS02618A kiméra génnel transzformaljuk.

A jelen taldlmany a fentieken tGlmenden a
BTS02618A protoxinokra is vonatkozik, valamint ezen
protoxinok inszekticid hatdsu részeire és a BTS02618A
toxinra, valamint a BTS02618A toxin funkcionalis ré-
szeire, tovdbba a bTS02618A génre, a bTS02618A gén
rovarirté hatasa részére, a csonkolt bTS02618A génre
és a kiméra bTS02618A génre, valamint ezek ekviva-
lenseire.

A taldlmany targyat képezi a fentieken tilmenGen
az a természetes vagy mesterséges DNS-szekvencia,
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amely a BTS02618A protoxint vagy annak rovarirté ha-
tasy részeit, mint példaul a toxint kodolja.

A jelen taldlmany targy4t képezik tovabba Lepidop-
terék elleni inszekticid készitmények, killondsen Noc-
tuidae, Pyralidae, Yponomeutidae ellen, valamint elja-
ras Lepidopterak lekiizdésére, kiilsnosen Noctuidae, Py-
ralidae és Yponomeutidae lekiizdésére, ezen inszekti-
cid készitmény segitségével, ahol a rovarirtdé készit-
mény a BTS02617A, BTS02618A, a BTS02654B vagy
a BTS02652E torzseket, kristalyokat és/vagy kristalyos
proteineket, vagy a BTS02618A protoxint, toxint
és/vagy inszekticid hatasii protoxinrészeket vagy ezek
ekvivalenseit tartalmazza.

Az aldbbiakban a taldlmanyt részletesen ismertet-
Jjuk:

A jelen taldlmény szerinti BTS02618A protoxint ha-
gyomanyos mddon izolalhatjuk a BTS02617A t5rzsbél,
amelyet 1992. jilius 2-4n deponaltunk a BCCM—-LMG
torzsgyljteményben LMG P-12592 nyilvéntartasi
szam alatt, a BTS02618A torzsbél, amelyet 1992, julius
2-an deponaltunk a BCCM-LMG torzsgyijteményben
LMG P-12593 nyilvantartasi szdm alatt, a BTS02654B
torzsbél, amelyet 1992. julius 2-an deponéltunk a
BCCM-LMG torzsgyiijteményben LMG P—12594 nyil-
véntartdsi szam alatt, vagy a BTS02652E torzsb6l, ame-
lyet 1993. mércius 1-én deponaltunk a BCCM—LMG
torzsgyljteményben LMG P-13493 nyilvéntartasi
szam alatt. igy példaul a BTS02617A, a BTS02618A, a
BTS02654B és a BTS02652E kristalyokat a megfelelé
torzsek sporazo tenyészeteibdl izolalhatjuk (Mahillon és
Delcour, 1984) és ezt koveten a BTS02618A protoxint
izolalhatjuk a kristalyokbol Hofte és tarsai modszerével
(1986). A protoxinokat alkalmazhatjuk arra, hogy hagyo-
manyos moédon protoxinra specifikus monoklonalis
vagy poliklonalis antitesteket készitsiink (Hofte és trsai
1988). A BTS02618A toxin a BTS02618A protoxinbdl
proteaz (példaul tripszin) segitségével torténd feltarassal
nyerhetG.

A bTS02618A gént hagyomanyos médszerekkel
izolalhatjuk. A bTS02618A gén a BTS02617A, a
BTS02618A, a BTS02654B és a BTS02652E torzsek-
ben azonosithaté oly médon, hogy az EP 193 259 &s
EP 0305 275 szami eurépai kozzétételi iratokban is-
mertetett modszereket alkalmazzuk (amelynek targyét
hivatkozasképpen itt idézettnek tekintjiik).

A bTS02618A gént a kivetkezéképpen azonositot-
tuk: restrikcids enzimekkel emésztettiik a fenti torzsek
valamelyikéb6l szdrmazo teljes DNS-t; az igy kapott
DNS-fragmenseket méretitk szerint frakcionaltuk 5 és
10 kb kozotti DNS frakcidkra; az igy kapott frakciokat
klénoz¢ vektorokba ligaltuk, szkrineltitk a klonozé vek-
torokkal transzformalt E. coli torzseket egy olyan DNS
proba segitségével, amelyet crylG gének tartomanya-
bol allitottunk Gssze (Smulevitch és tarsai, 1991;
Gleave és tarsai, 1992).

A ,bTS02618A gén” kifejezés a jelen leirdsban ma-
géban foglalja a BTS02618A protoxint vagy toxint
vagy ennek funkciondlisan egyenértékidi varidnsait ko-
dolé6 DNS-szekvencidt. Tekintettel a genetikai kod de-
generaltsdgara, néhany aminosavkodont mas kodonnal

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

helyettesithetiink anélkiil, hogy a protein aminosavszek-
vencidjat megvaltoztatndnk, Ezen tilmenden néhany
aminosavat méas ekvivalens aminosavval helyettesithe-
tiink anélkiil, hogy szignifikansan megvaltoztatnank a
protein rovarirtd hatasat. Hasonloképpen az aminosa-
vak Gsszetételének megvéltoztatasa a molekula olyan te-
rilletein, amelyek nem felel6sek a kotGdésért és a toxici-
tasért, valdszindleg nem okoz kiilonbséget a protein ro-
varirté hatasaban. A gén ilyen ekvivalensei kozé olyan
DNS-szekvenciak tartoznak, mint amilyenek a 4. azono-
sité szami szekvencia szerinti BTS02618A toxin vagy
protoxin DNS-szekvenciajaval hibridizalodnak, és ame-
lyek olyan proteint kédolnak, amelynek azonos rovarir-
t6 jellemz6i vannak, mint a talilmany szerinti
BTS02618A (pro)toxinnak. Ilyen értelemben a , hibridi-
zaci6” kifejezés hagyomanyos hibridizéciés koriilmeé-
nyekre vonatkozik, legel8nydsebben szigori hibridiza-
cios koriilményekre.

Az a kifejezés, hogy ,,BTS02618A toxin funkciona-
lis részei” a jelen leirésban a toxin barmely olyan speci-
fikus szerkezet(i részét (részeit) vagy teriiletét (teriilete-
it) jelenti, amelyet egy masik (Bt) proteinhez kapcsolha-
tunk, valamely 4j hibridprotein el8allitasa céljabol,
amely a BTS02618A toxin (Ge és tarsai, 1991) leg-
alabb egy funkcionalis jellemz8jével (példaul a kétédé-
si és/vagy toxicitasi jellemzékkel) rendelkezik. Az
ilyen BTS02618A protein kot3dési és/vagy toxicitasi
jellemz8ivel rendelkezd részek a hibrid Bt protein
egyik alapvetd tulajdonségat alakithatjak ki. Egy ilyen
protein nagyobb gazdakdrrel és javitott toxicitassal ren-
delkezhet, és/vagy a rovarok rezisztencidjanak a kiala-
kulasdnak megelézésére iranyuld stratégiaban hasznal-
hato fel (408 403 szami eurdpai kozzétételi irat; Visser
és tarsai, 1993).

Tovébbi lehetdséget jelent, hogy a BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B vagy BTS02652E torzsek
teljes DNS-éb6l késziilt 5 és 10 kb kozotti fragmensek
megfeleld expresszios vektorokba ligalhatok, és E. coli-
ba transzformalhatok, és a klénokat ezutan hagyoma-
nyos telepimmunpréba-moédszerekkel (French és mun-
katdrsai, 1986) a BT02618A toxin ellen termelt mono-
klonalis és poliklonalis antitestekkel a toxin expresszio-
jara szkrinelhet6k.

Ugyszintén, a BTS02617A, BTS02618A,
BTS02654B vagy BTS02652E torzsek teljes DNS-ébgl
késziilt 5 és 10 kb kézotti fragmensek megfeleld Bt in-
gaz0 vektorokba ligathatjuk (Lerecrus és tarsai, 1992)
¢s egy kristilyhidnyos Bt-mutinsba transzformalhat-
Juk. A klénokat ezutédn kristalytermelésre (detektalas
mikroszkdpids uton) vagy kristalyos proteinekre (detek-
talds SDS—PAGE utjén) szkrineljiik.

Az igy azonositott bTS02618A gént hagyomanyos
médszerekkel (Maxam és Gilbert 1980) szekventéltuk a
DNS-szekvencia felderitése érdekében. A Southern blo-
tok hibridizicioja és a szekvencidk Osszehasonlitisa azt
mutatta, hogy ez a gén kiilénbozik a kordbban ismerte-
tett, Lepidopterak elleni hatéssal rendelkez4 protoxinokat
és toxinokat kodol6 génektd! (Hofte és Whiteley, 1989).

A bTS02618A gén rovarirtd hatésu része, amely a
protoxinjanak egy rovarirt6 hatasa részét kodolja, vala-
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mint a gén egy csonkolt része, amely pontosan a toxin-
jat kédolja, hagyoményos médon 4llithaté el a gén-
szekvencia analizise utan. A BTS02618A protoxinja-
nak és toxinjanak aminosavszekvencidjat a bTS02618A
gén és a csonka bTS02618A gén DNS-szekvencisja
alapjan hataroztuk meg. Az a kifejezés, hogy a
bTS02618A gén ,,inszekticid (vagy rovarirt6) hatés ré-
sze” vagy ,.valamely része” egy olyan DNS-szekven-
cidt jelent, amely egy olyan polipeptidet kédol, amely-
ben kevesebb aminosav van jelen, mint a BTS02618A
protoxinban, de amely még mindig toxikus a Lepidop-
terakra.

Annak érdekében, hogy a bTS02618A gént vagy va-
lamely azzal ekvivalens gént teljes egészében vagy va-
lamely inszekticid hatasii részét E. coliban, més Bt tor-
zsekben és novényekben expresszaljuk, megfeleld
restrikcios helyek épithetdk be, minden gén vagy gén-
rész mellé. Ez helyre iranyulé mutagenezissel valdsitha-
t6 meg jol ismert eljarasok alkalmazasaval (Stanssens
és tdrsai, 1989; White és tarsai, 1989).

A ndvényekben valo kifejezédés javitasara elényos
lehet a bTS02618A génnek vagy a bTS02618A gén
inszekticid hatasi részének kodonhasznalatat ugy modo-
sitani a WO 91/16432 és WO 93/09218 szémt PCT kéz-
z€tételi iratoknak, illetve a 0 358 962 és 0 359 472 sz4-
mu eurdpai kozzétételi iratoknak megfeleléen, hogy va-
lamely ekvivalens, médositott vagy mesterséges gén
vagy génrész keletkezzen. Annak érdekében, hogy
egyszikii ndvényekben — mint amilyen a kukorica — fo-
kozott expresszi6t érjiink el, egy egyszind intront illeszt-
hetiink a bTS02618A kiméra génhez, és a bTS02618A
génrész DNS-szekvenciajat transzlciéra semleges mo-
don tovabb véltoztathatjuk gy, hogy a génben részben
Jelenlév esetlegesen gatlo DNS-szekvencidkat modo-
sitjuk helyre irdnyuld intronbeiktatasok segitségével
és/vagy Ggy, hogy a kodonhasznalatot valtoztatjuk
meg. Példdul a kodonhasznalatot a széban forgd noé-
vény 4ltal leginkabb kedvelt kodonhasznalatnak megfe-
lelden alakitjuk at (Murrai és tarsai, 1989) anélkiil,
hogy a kddolt aminosavszekvenciat lényegesen megval-
toztatnank.

Az inszekticid hatisi bTS02618A génrész vagy an-
nak ekvivalense, el6nydsen a bTS02618A kiméra gén,
amely a BTS02618A protoxin inszekticid hatdst ré-
szét kodolja, hagyomanyos médon stabilan bevihet
egy kiillonallé novényi sejt sejtmaggenomjaba, és az
ily médon transzformalt névényi sejt hagyomanyos
modon hasznélhat6 fel egy rovarok ellen rezisztens
modositott nvény elSallitasara. Ilyen vonatkozasban
egy Agrobacterium tumefaciensben 1évé és az inszek-
ticid hatasi bTS02618A génrészt hordozd, Artalmatla-
nitott Ti-plazmid hasznélhaté a novényi sejt transzfor-
malésara, és ezt kovetden egy transzformalt novény re-
generalhaté a transzformalt névényi sejtbél ismert
modszerek felhasznalisaval, mint amilyenek példaul a
0116 718 és 0 270 822 szamu eurdpai kozzétételi ira-
tokban, a WO 87/02913 PCT kozzétételi iratban és a
87/400544.0 sz4mii eurdpai szabadalmi bejelentésben,
valamint Gould és tarsai (1991) publikacidjaban le-
irtak.
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Az elényés Ti-plazmid vektorok mindegyike tartal-
mazza az inszekticid hatdsi bTS02618A génrészt a Ti-
plazmidban 1év8 T-DNS hatérszekvenciak kozétt, vagy
legalabb annak jobb oldali hatarszekvencidjanak bal ol-
dalan elhelyezve.

Természetesen a novényi sejt transzformélasara mas
tipusii vektorok is alkalmazhaték olyan eljarasokkal,
mint amilyen a kdzvetlen géntranszfer (amelyet példaul
a 0233 247 szamu eurdpai kozzétételi iratban ismertet-
tek), a pollenkozvetitett transzformécié (amelyet példaul
a 0270 356 szaml eurdpai kozzétételi iratban, a
WO 85/01856 szamh PCT kozzétételi iratban és a
4 684 611 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadal-
mi leirdsban ismertettek), névényi RNS virus éltal kozve-
titett transzformacié (amelyet példaul a 0 067 553 sz4mi
eurOpai kozzétételi iratban és a 4 407 956 szamt ameri-
kai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leirdsban ismertet-
tek), liposzoma-kozvetitett transzformacié (amelyet pél-
daul a 4 536 475 szami amerikai egyesiilt 4llamokbeli
szabadalmi leirasban ismertettek) és mas mddszerek,
mint amilyenek példaul a nemrég leirt, bizonyos kukori-
cavonalak (Fromm és tarsai, 1990; Gordon—Kamm és
tarsai, 1990) és rizsvonalak (Shimamoto és tarsai, 1989;
Datta és tarsai, 1990) transzformalasara szolgal6 modsze-
rek, illetve egy szintén nemrégiben publikélt modszer,
amely dltaldban egyszik(iek transzformalasara szolgal
(WO 92/09696 szamu PCT kozzétételi irat).

A keletkezett transzformalt novény a hagyomanyos
ndvénytermesztési séma szerint tovabbi, azonos jellem-
z6kkel biré transzformalt novények eldallitasira, vagy pe-
dig a rovarirtd hatisi bTS02618A génrésznek azonos
vagy rokon ndvényfajok més fajtdiba valé bevitelére
hasznalhat6 fel. A transzformalt névényekbdl szarmazéd
magok stabil genomi inszertumként tartalmazzak az
inszekticid hatasa bTS02618A génrészt. A transzformalt
ndvény sejtjeib6l hagyomanyos modszerekkel lehet el6al-
litani a BTS02618A protoxin, elényosen a BTS02618A
toxin inszekticid hatdsu részét, amelyet kinyerhetiink ab-
bél a célbdl, hogy hagyoményos inszekticid készitménye-
ket allitsunk el6 Lepitopterak ellen (821 852 szami ame-
rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentés,
86/300291.1 szdmii eurépai szabadalmi bejelentés).

Az inszekticid hatist bTS02618A génrész, elényo-
sen a csonkolt bTS02618A gén bevihetd a novényi sejt
genomba Ggy, hogy a beillesztett gén a génrész kifeje-
z8dését a novényi sejtben iranyitani képes promotertdl
lefelé (azaz 3° iranyba) legyen, annak szabalyozasa
alatt. Ez elénydsen agy valdsithaté meg, hogy a
bTS02618A kiméra gént iktatjuk be a novényi sejt ge-
nomjaba. Elényés promoterek példaul a kovetkezdk: a
karfiol mozaik virus CM1841 (Gardner és tarsai,
1981), CAbbB-S (Franck és tarsai, 1980) és
CabbB-JI (Hull és Howell, 1987) izoldtumainak erg-
sen konstitutiv 35S promoterei (a ,,35S promoterek”);
valamint a TR1” promoter és a TR2’ promoter (a tovab-
biakban ,,TR1’ promoter”, illetve ,TR2” promoter”),
amelyek a T-DNS 17, illetve 2’ génjeinek kifejez3dé-
sét iranyitjdk (Velten és tarsai, 1984).

Hasonloképpen olyan promoter is alkalmazhato,
amely nem konstitutiv, hanem amely a névény egy
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vagy tobb szovetére vagy szervére nézve specifikus
(példaul a levelekre és/vagy gyokerekre nézve), igy a
beiktatott bTS02618A génrész csak a specifikus
szerv(ek) vagy szovet(ek) sejtjeiben fejezddik ki. Pél-
daul a rovarirt6 hatési bTS02618A génrész szelektiven
volt kifejezheté valamely névény leveleiben (példaul
kukoricéban, gyapotban) oly médon, hogy az inszek-
ticid hatasi génrészt egy fény altal indukalhaté promo-
ter szabalyozasa ald helyeztiik. Ilyen a ribuléz-1,5-bi-
foszfat-karboxilaz kis alegység génjének promotere,
amely ugyanabbdl a novénybél vagy valamely més no-
vénybdl (példaul babbol szarmazhat (ezt irjak le a
821 582 szamu amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadal-
mi bejelentésben és a 86/300 291.1 szami eurdpai sza-
badalmi bejelentésben). Egy tovabbi lehetéség szerint
ugy is eljarhatunk, hogy egy olyan promotert alkalma-
zunk, amelynek a kifejez6dése indukalhatod (példaul hé-
mérseklet, vagy kémiai faktorok hatdsara).

Az inszekticid hatdsa bTS02618A génrészt a nové-
nyi genomba illesztjiik gy, hogy a beiktatott génrész
felfelé (vagyis 5 iranyba) helyezkedjen el a megfelel
37 terminalis transzkripci6s szabalyozé Jelekhez képest
(vagyis a transzkriptum kialakitasaért felelGs és po-
liadeniléacios jelekhez képest). Ez elénydsen ugy valo-
sithaté meg, hogy a bTS02618A kiméra gént illesztjuk
be a ndvényi sejt genomjaba. Elényds poliadenilcids
¢s transzkriptum kialakitasi jelek kozé tartoznak az ok-
topin szintdz gén (Gielen és tarsai, 1984) és a T-DNS
gén 7 (Velten és Schell, 1985) jelei, amelyek a transz-
formalt novényi sejtekben 3’ — nem 4tir6d6 DNS-szek-
vencidkként mikodnek.

A rovarirt6 hatasi bTS02618A génrész a novény ge-
nomjaba adott esetben hibrid gén forméjaban
(86/300 291.1 szamu eurdpai szabadalmi bejelentés;
Waeck és tarsai, 1987) is beépithet6 ugyannak a promo-
ternek a szabalyozasa mellett, mint egy szelekciés mar-
kergén, példiul a kanamicinrezisztenciat kédold
neogén (0242 236 sziml eurdpai kozzétételi irat),
hogy a n6vény egy fizios proteint fejezzen ki.

A Lepidoptera elleni proteint kodolé teljes
bTS02618A gén vagy része felhasznalhat6 arra is, hogy
més baktériumokat transzformaljunk vele. Ilyen példaul
a B. thuringiensis, amely Lepidoptera vagy Coleoptera
ellen inszekticid hatdssal rendelkezik. Ezaltal olyan
transzformalt Bt torzset 4llithatunk el6, amely a Lepidop-
tera és Coleoptera rovarkértevék széles kore elleni kiizde-
lemben, vagy a tovabbi Lepidoptera rovarkartevék irta-
sara hasznalhato fel. A baktériumok transzformalasa
megfeleld klonozoeszkdzbe beépitett bTS02618A gén-
nel vagy génrésszel hagyomanyos médszerekkel valosit-
hat6 meg, el6nyosen hagyomanyos elektroporcios mod-
szereket alkalmazva, mint amilyenek példaul Mahillon
és tarsai (1989) és a WO 90/06999 szami PCT kozzététe-
li irat ismertettek.

A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E torzsek egy vagy tobb idegen teljes Bt gén-
nel vagy annak egy inszekticid hatast részével transzfor-
mélhatok, ilyenek a bt18 gén (0 358 557 szamu europai
kozzétételi irat), vagy valamely mas Bt gén, amely
Lepidoptera ellenes proteint kodol; és a bt109P gén (WO
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91/16433 szaml PCT kozzétételi irat), amely egy Colep-
tera ellenes proteint kodol. Ezaltal egy olyan transz-
formélt Bt torzs 4llithaté el6, amely a rovarkértevak még
nagyobb csoportjanak lekiizdését teszi lehetvé (példaul
Coleopterdk és/vagy tovabbi Lepidopterak).

A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E torzsek transzformaciéjat egy hagyoma-
nyos klonozévektorba beépitett idegen Bt-gén egészével
vagy annak egy részével jol ismert médszerrel valosit-
hatjuk meg, elénydsen hagyomanyos elektroporacios el-
jarassal (Chassy és tarsai, 1988) vagy més modszerrel,
példaul Lereclus és tarsai (1992) ltal leirt médon.

A sejtek jo kitermeléssel torténd elBallitisara a
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E térzsek mindegyike hagyoméanyos modsze-
rekkel fermentalhat6 (Dulmage 1981; Bernhard és Utz,
1993). Megfeleld, jol ismert koriilmények kozott
(Dulmage, 1981) a BTS02617A, BTS02618A,
BTS02654B vagy BTS02652E torzsek sporakat fejlesz-
tenek, a BTS02618A kristalyos proteineket tartalmazé
protoxint nagy mennyiségben kitermelve.

Egy talalmany szerinti rovarirté készitményt, kiilé-
nosen pedig valamely Lepidopterak elleni készitményt
hagyomanyos médon formazhatunk ugy, hogy a
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E torzsek valamelyikét, vagy elnyésen a
megfelel§ kristdlyokat, kristilyos proteineket vagy a
BTS02618A protoxint, toxint vagy inszekticid hatast
protoxinrészt alkalmazzuk hatéanyagként megfeleld
hordozokkal, higitokkal, emulgedlo- és/vagy diszper-
galoszerekkel egyiitt [példaul a Bernhard és Utz altal is-
mertetett modszerrel (1993)].

Az ilyen inszekticid készitményt nedvesithet por-
ként, pasztillaként, granulatumként vagy porkészitmény-
ként, vagy vizes vagy nem vizes oldészerekkel képzett fo-
lyékony készitményben hab, gél, szuszpenzi6, koncentra-
tum stb. formdjdban készithetjiik el. A BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B vagy BTS02652E torzsek,
kristalyok, kristalyos proteinek, vagy a BTS02618A
protoxin, toxin vagy rovarirté hats protixinrész koncent-
raciojat az ilyen készitményekben attél fiiggéen allitjuk
be, hogy a készitmény milyen tipusti és milyen felhaszna-
lasra szanjuk. Altalaban a jelen talalmany szerinti kartevd-
ellenes készitmények 2—4 héten 4t megvédik a szabadfol-
di teriileteket a Lepidopteraktol a készitménnyel valé
egy-egy kezelést kdvetSen. Ha ennél hosszabb ideig tarté
védelemre toreksziink (példaul egy teljes vegetécios id-
szak tartaméra), akkor a készitménybd rendszeres idGkoz-
6nként Gjabb mennyiségeket kell alkalmazni.

A jelen taldlmény értelmében rovarok, kiilonoskép-
pen pedig Lepidopterdk ellen elénydsen ugy alkalmaz-
hat6 a készitmény, hogy valamely megtimadott és vé-
deni kivant helyre (teriiletre) felvissziik (példaul raper-
metezziik) a BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B
vagy BTS02652E torzsek, spordk, kristalyok, kristd-
lyos proteinek vagy a BTS02618A protoxinja, toxinja
vagy rovarirtd hatisi protoxinrész, elényosen a
BTS02618A toxin rovarirté hatasti mennyiségét. A ke-
zelni és védeni kivant hely fogalmi korébe tartozénak
tekintjiik a rovarkartevék él8helyét vagy a novekedés-
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ben 16v6 vegeticiot, vagy azt a foldteriiletet, amelyen a
vegetaciodt termelni kivanjuk.

A BTS02618A protoxin vagy toxin eld4llitdsara a
BTS02617A, BTS02618A, a BTS02654B vagy
BTS02652E torzset hagyomanyos modon megfelel6 tap-
talajon tenyésztjiik, és aztan feltarjuk hagyomanyos méd-
szerekkel, példaul enzimatikus lebontassal vagy deter-
gensekkel vagy mas ismert modszerrel. Ezutén a proto-
xin standard modszerekkel elvalaszthat és tisztithato,
példaul kromatografidval, extrakcidval, elektroforézissel
vagy mas ismert modszerrel. A toxint ezutén a protoxin
tripszines emésztésével kaphatjuk meg,

A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E sejteket dsszegytijtésiik utén véltozatlan al-
lapotban is felhasznalhatjuk akar é16, akar elolt sejtek-
ként, el6nydsen szaritva, azon a teriileteken, amelyeket
arovarok ellen védeni kivanunk. Illyen szempontbél el6-
nyos, ha egy tisztitott BTS02617A, BTS02618A,
BTS02654B vagy BTS02652E torzset hasznalunk
(akér €16, akar elolt allapotban), kiilonosképpen vala-
mely olyan sejttdmeget, amely 90,0—99,9 témeg%-ban
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E t6rzsekbdl all.

A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E sejtek, kristalyok vagy kristalyos protei-
nek vagy a BTS02618A protoxin, toxin vagy inszek-
ticid hatdsi protoxinrész igen sokféle médon készithetd
ki valamely rovarirto készitménnyé, tetszés szerinti
mennyiségl és szdma nedves vagy széraz hagyoma-
nyos adalékanyag hozzéadasaval, a konkrét felhaszna-
lastol fiiggben. Az adalékanyagok lehetnek nedvesit
anyagok, detergensek, stabilizalok, tapadast fokozé
anyagok, szétterjedést fokozé anyagok és toltéanya-
gok. Az ilyen készitmények kozé tartoznak a pasztak,
porozoszerek, nedvesitheté porok, granulatumok, csa-
lik és aeroszolos permetek.

Mas Bt sejtek, kristalyok, kristalyos proteinek, pro-
toxinok, toxinok és inszekticid hatdst protoxinrészek és
mas inszekticidek, valamint fungicidek, biocidek, her-
bicidek és miitragyak is alkalmazhatok a BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B vagy BTS02652E sejtekkel,
kristalyokkal vagy kristalyos proteinekkel vagy a
BTS02618A protoxinnal, toxinnal vagy rovarirté hata-
st protoxinrésszel egyiitt tovabbi eldnydk és kedvezd
hatasok elérése céljabol.

Az ilyen rovarirté készitményt hagyomanyos méd-
szerekkel allithatjuk el6, és az alkalmazott BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B vagy BTS02652E sejtek, kris-
tilyok vagy kristdlyos proteinek vagy a BTS02618A
protoxin, toxin vagy rovarirtd hatdst protoxinrész
mennyisége egy sor kiilonféle tényez6tl fligg, ilyen az
irtani kivant kartékony rovar, az alkalmazott készitmény,
a kezelend® teriilet tipusa, amelyen a készitményt alkal-
mazni kivanjuk, valamint az uralkodé id6jarssi feltéte-
lek. Altalsban a BTS02618A protoxin, rovarirté hatisa
protoxinrész, vagy toxin koncentraciéja a készitményre
szamitott minimalis, mintegy 0,1 t%-t6l a készitményre
szamitott mintegy 100 tSmeg%-ig terjed, elénydsen mint-
egy 0,15 tomeg% és mintegy 0,8 tomeg% kozotti érték a
készitményre szamitva.
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A gyakorlatban bizonyos rovarokkal megetethet a
BTS02618A protoxin, toxin, rovarirté hatast protoxin-
rész vagy ezek keveréke a védett teriileten, vagyis azon a
teriileten, ahol az ilyen protoxint, toxint és/vagy rovarir-
t6 hatdsi protoxinrészt alkalmazzuk. Eljarhatunk ugy is,
hogy bizonyos rovarokkal a BTS02617A, BTS02618A,
BTS02654B vagy BTS02652E torzsek vagy transzfor-
ménsai ép és €16 sejtjeit etetjiik meg ugy, hogy a rovarok
elfogyasztanak valamennyit a torzsek protoxinjaibol, és
elpusztulnak vagy karosodést szenvednek.

A kovetkez6 példak a talalmanyt szemléltetik.

A példakban hivatkozott abrikban és szekven-
cialistaban a kovetkezSk szerepelnek :

1. dbra

Az Alul-gyel emésztett Bt térzsek Southern-blot
analizise: a HD127 Bt torzs (1. oszlop), a BTS02618A
torzs (2. oszlop), a BTS02459 Bt torzs (crylA(c)-t,
81K-t, crylC-t és crylE-t tartalmazza, 3. oszlop) és a
BTS02480E Bt torzs (amely azonos géneket tartalmaz
mint a HD-127, 4. oszlop). A cryl kristalyos proteingén
DNS-prébainak keverékét alkalmaztuk, amely a crylG
probat (1. azonositdé szamu szekvencia) tartalmazza.
Mindegyik siv egy specialis kristalyos proteingénnek
felel meg. A probak segitségével megallapitottuk, hogy
a BTS02618A torzs a crylA(b) gént és egy 0j gént tar-
talmaz, mégpedig a bTS02618A gént, amelyet egy ko-
riilbeliil 530 bp-os Alul fragmensként azonositottunk,
mely hibridizal az 1. azonosité szamu szekvencia sze-
rinti crylG probaval. A felismert cryl gének neveit meg-
adtuk és néhany fragmens méretét is. A bTS02618 gént
3 csillaggal jeldltiik; ,?” jellel az ismeretlen génfrag-
menseket szerepeltettiik.

Szekvencialista

1. azonosit6 szam1 szekvencia — a bTS02618A gén
izolaldsara alkalmazott DNS-préba nukleotidszekven-
cidja. Ez a proba a crylG DNS-szekvenciarészébdl szar-
mazik, és komplementer a Smulevitch és tarsai alta)
(1991) ismertetett DNS-szekvencia 2732-2750. nuk-
leotidjaival.

2. azonositd szamu szekvencia — a bTS02618A gén
részleges 5’ nukleotidszekvencidja, amely magaban
foglalja a feltételezett transzlacids iniciaciés kodont a
195-197. nukleotidpoziciokban.

3. azonositd szamu szekvencia — a bTS02618A gén
3’ részleges nukleotidszekvenciaja (N : ismeretlen nukleo-
tid), amely magaban foglalja a feltételezett transzlicios
inicidcis kodont a 1146—1148. nukleotidpozicikban.

4. azonosit6 szamu szekvencia — a bTS02618A gén
nukleotidszekvencidja és a BTS02618A protoxin Atirt
aminosavszekvenciaja. A protoxin nyitott leolvasasi ke-
rete a 668. nukleotidtol a 4141. nukleotidig terjed.
A transzlacios inicidciés kodon a 668—670. nukleotid-
helyzetben van, a transzlaciés stopkodon a 4139-4141.
nukleotidhelyzetben.

Amennyiben egyébként nem emlitjiik a példakban,
valamennyi a rekombinéns DNS el6allitdsara és mani-
pulalasdra vonatkoz eljardshoz a Sambrook és tarsai -
tal ismertetett standard eljarasokat alkalmazzuk [Mole-



cular Cloning — A Laboratory Manual, Second Ed,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, (1989)].

1. példa
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sejtek. A sporafejlédés sordn termelt kristalyos proteine-
ket a BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E torzsek kristalyai burkoljak be. Kiilonésen
figyelemre mélto, hogy a kristaly a spérahoz tapadt alla-

A BTS026174, BTS026184, BTS026548B és 5 potban marad sporazas utén is.
BTS02652E torzsek jellemzése A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B és
A BTS02617A, a BTS02618A és a BTS02654B tor- BTS02652E torzsek Bt szerotipusat meghataroztuk, és
zseket gabonaporbdl izoldltuk, amelyet Cadlanban, azt talaltuk, hogy ez valamennyi fenti torzs esetén tol-
Bicol tartoményban a Fiilop-szigeteken gytjtottiink worthi H9 szerotipus. Ezt hagyoméanyos szerotipizalé
ossze, és a BCCM-LMG-gyijteményben 1992. julius 10 modszerekkel hataroztuk meg, mint amilyent a WHO
2-an  LMGP-12592, LMGP-12593, illetve Collaborating Center alkalmaz entomopatogén Bacillus
LMGP-12594 nyilvantartasi szdmon deponaltunk. esetén.
A BTS02652E torzset is Fiilop-szigeti gabonaporbdl
izoldltuk, majd 1993. mércius 1-én a BCCM—LMG- 2. példa
ben P-13493 nyilvantartsi szimon deponaltuk. 15 A BTS026174, BTS026184, BTS02654B és
Valamennyi térzs hagyomanyos standard taptalajon BTS02652E torzsek és a BTS026184 protoxin
tenyészthetd, elénydsen T; kdzegen (3 gr/l tripton, 2 g/l inszekticid hatdsa Noctuidae Yponomeutidae és
triptéz, 1,5 g/l élesztéextraktum, 5 mg mangan-klorid, Pyralidae csaladokba tartozé fajokkal szemben
0,05 mol natrium-foszfat, pH=6,8 mellett és 1,5% A toxicitasi vizsgalatokat frissen kikelt lirvakon
agar), elényosen 28 °C-on. Hosszi ideig tart6 tarolas 20 vizsgaltuk (Plutella xylostella esetén harmadik larvaal-
céljara eldnyGs, ha azonos térfogatn spora-kristaly- lapott larvikat alkalmaztunk), amelyeket mesterséges
szuszpenzidt azonos térfogati 50%-os glicerinnel ke- tdpon tartottunk, amely a BTS02617A, BTS02618A,
verjiik Ossze, és —70 °C-on raktarozzuk, vagy a spora- BTS02654B és BTS02652E torzsek egyikének spéra-
kristaly-szuszpenziét liofilezziik. Sporaképzés céljabol kristaly-keverékeivel vagy a BTS02618 protoxinnal
el6nyds, ha a torzset T taptalajon tenyésztjiik 48 6ran 25 vagy toxinnal volt dsszeallitva. A mesterségesen Ossze-
at 28 °C-on, majd 4 °C-on tartjuk. A vegetativ fazis allitott tapot Costar 24-mérShelyes lemezek mérhelyei-
alatt a torzsek mindegyike fakultativ anaerob kériilmé- re adagoltuk. A tip formaldehidet nem tartalmazott.
nyek kézott is képes novekedni, azonban sporaképzé- 50 pl higitott mintat vittiink fel a tap felszinére, és lami-
dés csak aerob kériilmények kozott fordul el néris légiramban megszritottuk. Az LCs, mérdeljéra-
A tOrzsek mindegyikét autoklavban sterilezziik 30 sokhoz a higitdsokat PBS-BSA pufferben készitettiik
120 °C-on (1 bar nyomés mellett), 20 percen at. Az el, és 5 higitott mintat alkalmaztunk. Minden mérGhely-
ilyen kezelés teljesen inaktivalja mind a spérakat, mind re két larvat helyeztiink és 24 larvat hasznaltunk minta-
a BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B ¢és higitasonként. Az é16 és elpusztult M. brassica, S.
BTS02652E protoxinokat. A spérak ibolyantili besu- frugiperda, H. virescens, O. nubilalis, Plutella
gérzdssal (254 nm) is inaktiv4lhatok. 35 xylostella és S. exigua larvakat az 6todik napon szdmol-
Miutin Nutrient Agar (,NA”, Difco Laboratories, tuk meg, majd a hatodik napon az é1§ és elhalt A.
Detroit, MI, Amerikai Egyesiilt Allamok) taptalajon ipsilon és S. littoralis larvakat szamoltuk. Az LCs, és
egy napon 4t tenyésztettiik a torzseket, a BTS02617A, LCys értékeket (vagyis azokat a koncentricidkat, ame-
BTS02618A, BTS02654B és BTS02652E térzsek mind- lyek ahhoz sziikségesek, hogy a vizsgalt rovarok 50%-
egyikének telepei opélos fehér, szabalytalan szélii tele- 40 at, illetve 95%-at elpusztitsa) a sporakristilyok szama
peket képeznek. Minden torzs sejtjeiben (Gram-pozitiv (cm2-ben kifejezve vagy ng (pro)toxin/cm2-ben kifejez-
paledk 1,7-2,4x5,6—7,7 um) 28 °C-on T; agaron val6 ve). Probit analizis (Finney, 1971) segitségével értékel-
48 Oras tenyésztés utan megjelennek a spérakat termeld tikk, az eredményeket az alabbiakban kozoljik.
1 tablazat
Spodoptera littoralis
Kisérlet/torzs LCsp2 LCys? FL o mac® Meredekség
1. kisérlet
BTS02618A 24 7,7 1,5-34 32
HD127¢ 2,5 168 1,2-74 1,0
2. kisérlet
BTS02618A 1,1 4 0,8-1,6 3,0
HD127 21,2 133,7 14,4-31,9 2,0

2 jelentésc: 10 sporakristaly/cm?2
® jelentése: az LCs értékek 95%-os konfidenciahatira

¢ jelentése: a Howard Dulmage gyljteményb6l (Northern Region Rescarch Center, 1815 North University, Pcoria, Ill. Amerikai Egyesiilt Alla-

mok). A kurator dr. L. Nakamura,
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Tisztitott BTS02618A protoxinnal végzett kisérle-
tek azt mutatjék, hogy ezen protoxin szignifikansan to-
xikus az S. littoralis larvakra.

Spodoptera exigua

II. 1. tablézat
1. Kristaly/spora keverékek

Kisérlet/torzs LCsp? LCys? FL inma’ Mcredekség
1. kisérlet
BTS02618A 1,4 7,9 0,48-3,9 22
HD127 8,2 163,5 5,1-15,7 1,3
2. kisérlet
BTS02618A 1,2 3,56 091-1,57 35
BTS02617A 0,79 2,12 0,61-1,03 3,81
HD127 3,5 442 1,36-11,5* 1,5
Florbac 4,1 53,9 1,5-17,0* 1,47
BTSO0170U¢ 51 46,5 1,83-244* 1,71
3. kisérlet
Javelind 23,12 195,7 14,6-56,7 1,77
4. kisérlet
BTS02618A 1,07 291 0,83-1,39 3,8
BTS02617A 0,87 4,7 0,59-1,21 2,22
HD127 4,7 56,9 1,85-18,7* 1,52
Florbace 2,53 48,1 0,79-6,71* 1,29
BTS00170U 1,94 56,3 0,55-5,4* 1,12
2 jelentésc: 10° sporakristaly/cm?
® jelentése: az LCs értékek 95%-os konfidenciahatéra
a *-gal jelolt értékek az LCs, értékek 90%-os konfidenciahatira
¢ jelentése: WO 90/06999 szamii PCT kozzétételi irat
djelentése: JavelinR-bdl (Sandoz, Lichtstrasse, Basel, Svdjc) izolalt torzs
€ jelentése: FlorbacR-bél (Novo Nordisk, Novo Alle, Bagsvaerd, Dania) izolalt torzs
1I. 2. tablazat
2. Toxin/protoxin vizsgalatok
ICP LCsp? LCys? FL jin-max Meredekség
BTS02618A Protoxin 26,6 100,6 20,9-33,9 2,8
CrylC Toxin 68,9 313,2 50,5-94,1 25
CrylD Toxin 118,6 870,6 82,7-170,0 1,9
3 jelentése: ng/cm?
bjelentésc: az LC értékek 95%-os konfidenciahatara,
Mamestra brassica
11 1. tabldzat
1. kristaly/spora keverékek
Kisérlet/torzs LCsy? LCys? FL in-max Meredekség
HD127 37,8 297,6 17,8-91,1 1,8
BTS02618A 8,6 59,6 6,0-122 1,9
BTS02617A 5,2 25,8 3,7-7,1 24
BTS02652 12,92 44,2 9,7-17,1 3,0
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UI. 1. tablazat (folytatds)

Kisérlet/torzs LCyp? LCys? FL in_max Meredekség
BTS02654 14,2 60,5 10,8-19,9 2,6
BTS02617A 0,87 4,7 0,59-1,21 2,22
HDI127 4,7 56,9 1,85-18,.7* 1,52
Florbace 2,53 48,1 0,79-6,71* 1,29
BTSO0170U 1,94 56,3 0,55-5,4* 1,12

2 jelentése: 107 sporakristaly/cm?
b jelentése: az LCs értékek 95%-os konfidenciahatira
I 2. tiblazat
Protoxin kisérletek
ICP LCsy? LCys2 FL in-max? Meredekség
BTS02618A Protoxin 253 125,1 19,3-332 24
CryIC Protoxin 22,0 62,9 16,3-29,6 3,6
CrylA(b) Protoxin 162,4 7169 93,2-283,1 1,0
2 jelentése: ng/cm?
b jelentése: az LCs, értékek 95%-os konfidenciahatira
Agrotis ipsilon
1V. 1a. tablazat
1. Kristaly/spora keverékek
Torzs Halalozas2 Génb
Btgall.c 1720 crylF, crylG, cryll, 81k
HD1274 2/20 crylAa, crylAb, crylC, crylID, cryll, 81k
BTS02618A 16/20¢ crylAb, cryll, bTS02618A
puffer 1720 nincs

3 jelentése: 6 nap mulva elpusztult 1 larvadllapotu larvak szama (107 sporakristaly/cm?)
b jelentése: az czekben a torzsekben ismert médon jelenlévé génck

¢ jelentése: Bt gall. Smulevitch és tirsai (1991) szerint

4 jelentésc: HD127 a Howard Dulmage gyiijteménybdl (NRRC, lasd fent) szerezhetd be.
¢ jelentése: a talél§ larvak stlyos novekedési gatlast mutatnak.

1V. 1b. tablazat

Torzs LCyq? LCys? FL 0 max Meredekség
BTS02618A 84,4 2079 65,9-109,6 42
HD127 >250
BTS02617A 534 261,0 27,7-112,3 2,4
4 jelentése 10 spéra/cm?
b az LCy értékek 95%-os konfidenciahatdra
1V. 2. tablizat
2. Toxin/protoxin kisérlet
ICP LCyy? LCys? FL i0-max Meredekség

CrylA Toxin >1350

BTS02618 Protoxin 2122 1973 168,1-267,9 1,7
ang/cm?

®az L.Cs értékek 95%-os konfidenciahatéra

10
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Tekintettel arra, hogy Macintosh és tarsai (1990) CrylAc toxin hat4sat ezekre a rovarokra, azonban az
leirtdk, hogy a CrylAc toxinnak bizonyos hatdsa van A. ipsilonra nézve szignifikins mortalitast nem idézett
az A. ipsilonnal szemben, megvizsgaltuk a tisztitott eld.

Heliothis virescens

V. 1. tablazat
1. Kristaly/spora keverék

Kisérlet/torzs LCsp? LCy? FL i max® Meredekség
BTS02617A 1,69 14,99 0,67-2,89 1,73
BTS02618A 2,71 25,4 0,88-6,99 1,69
BTS00170U¢ 15,1 398,7 8,3-41.2 1,15
Dipeld 2,99 14,11 1,25-7,76 2,45

2 103 sporakristaly/cm?

b az LCs, értékek 95%-os konfidenciahatara

¢ WO 90/06999 szami PCT kozzétételi irat

4 DipelR-bol (Abbott Lab., North Chicago, IIl., Amerikai Egyesiilt Allamok) izolalt torzs

V. 2. tébldzat
2. Toxin/protoxin kisérlet

ICP LCyp LCys? FLoin ma Meredekség
BTS02618A Protoxin 31,6 182,7 20-50 2,1
CrylA Toxin 7.2 169,1 4,9-10,5 1,2

2 ng/cm?
baz LCsj értékek 95%-os konfidenciahatira
Ostrinia nubilalis

VI 1. tabldzat
1. Kristaly/spora keverék

Kisérlet/torzs LCsp2 LCys? FL in-max? Meredekség
BTS02617A 4,92 12,49 2,45-6,81 4,0
BTS02618A 6,17 39,7 2,93-9,74 2,0
Dipeld >30

2105 sporakristaly/cm?
b az LCy értékek 95%-os konfidenciahatira
¢ DipelR-bél (Abbott Lab.) izolalt trzs

VI. 2. tablizat
2. Tisztitott protoxin kisérlet

1Cp 100% halalozas?
CrylAb Toxin 1350
CrylB Toxin 1350
BTS02618A Protoxin 100

# az a koncentracio, amely mellett 100%-os mortalitas volt megallapithaté (ng/cm?-ben megadva)

11
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A tisztitott BTS02618A protoxin hataséra szignifi-
kéns toxicitds mutatkozott az Ostrinia nubilalis 14rva-
kon is, az Ostrinia torzsek ellen legaktivabb Cryl toxi-
nokkal dsszehasonlitva.

Plutella xylostella

Plutella xylostella 1arvak esetében tobb kisérletben
szignifikdns mortalitds volt észlelhet3 akkor is, ha a
mesterséges taphoz tisztitott BTS02618A toxint adagol-
tunk.

Spodoptera frugiperda

A bTS02618A géntranszformalt kristalyhianyos Bt
torzseib6l szarmazé kristaly/spora keverékekrdl
(Mabhillon és tarsai, 1989) is megéllapitottuk, hogy szig-
nifikdnsan akadalyozzdk a S. frugiperda larvak néveke-
dését a rovarok etetésével jaré kisérletek soran.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a jelen taldl-
many szerinti torzsek, valamint a jelen taldlméany sze-
rinti BTS02618A protein jelent6s inszekticid hatissal
rendelkeznek olyan rovarok széles kore ellen, amelyek
nem érzékenyek a jelenleg hozzaférhet Bt proteinek
kozill egyikre sem, és hatdsosak legaldbb harom
Spodoptera faj ellen, és mas Noctuidae csaladba tarto-
26 rovarok ellen, mint példaul A. ipsilon, M. brassica
¢s H. virescens ellen, valamint a Pyralidae, mint pél-
daul O. nubilalis ellen, tovabba Yponomeutidae, mint
példaul a Puletella sylostella ellen. Ezeket az eredmé-
nyeket sszegeztilk és a mas Cryl gének esetén kapott
eredményekkel (Van Frankenhuyzen, 1993) hasonlitot-
tuk Gssze a VII. tablazatban. Az eredmények azt mutat-
jak, hogy a rovarok milyen egyediilalléan széles kore
érzékeny a BTS02618A proteinre.

3. példa

A bTS026184 gén azonositisa

A BTS02618A torzsben a bTS02618A gént a torzs-
ben az Alul éltal emésztett teljes DNS Southern-blot
analizisével hatiroztuk meg (1. szdmt 4bra), hozza
DNS-prébaként az 1. azonositd szdmu szekvencia sze-
rinti crylG gén DNS-szekvencijat alkalmazva (Gleave
€s tarsai, 1992), standard hibridizaciés feltételek mel-
lett. A bTS02618A gén részleges DNS-szekvenciait —
amelyek az 5’ és a 3” végi szakaszokat is tartalmazzak
—a 2, illetve 3. azonositd szamu szekvenciidban mutat-
Juk be, és a bTS02618A gén teljes DNS-szekvencija,
valamint a BTS02618A protein teljes aminosavszekven-
cidja a 4. azonosité szimu szekvenciaban keriil bemuta-
tasra.

A 2. és 3. azonositd szamu részleges szekvenciak le-
hetGvé teszik, hogy a bTS02618A gént felismerjiik a
BTS02617A, BTS02654B és BTS02652E torzsekben,
és lehetdvé teszik olyan probak dsszeallitasat, amelyek-
kel ezekben és mas Bt torzsekben a teljes génszekven-
cidja is meghatdrozhat6 és izolalhat6. A bTS02618A
gén transzlacioés inicidcids kodonjat meghataroztuk, és
az a 2. azonositod szamu szekvencidban a 195-197. nuk-
leotidhelyzetben taldlhato, amely megfelel a 4. azonosi-
t6 szamu szekvencia 668—670. nukleotidhelyzeteinek.
Megallapitottuk, hogy a transzlaciés stopkodon a 3.
azonosit6 szamu szekvencidban a 1146—1148. nukleo-
tidhelyzetekben talalhat6, amely megfelel a 4. azono-
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sité szdmu szekvencia 4139-4141. nukleotidhelyze-
teinek.

A bTS02618A gént a BTS02617A, BTS02654B és
BTS02652E torzsekben is azonositottuk, probaként az
1. azonosité szadmi1 szekvencia DNS-szekvencidjat hasz-
nédlva, valamint cryl génekben 1évd konzervativ DNS-
fragmensekbd] szdrmazé mas DNS-prébékat.

Azt talaltuk, hogy a teljes hosszisagli bTS02618A
gén egy 129,9 kD-os protoxint kédol. Az aminosavszek-
venciat mas ismert Cryl proteinekkel 6sszehasontitva
azt talaltuk, hogy a C-termindlis rész (az 5. konzervalt
szekvenciaszakasz C-terminélis része) homolég a
CrylG-vel (88%). Megallapitottuk, hogy az N-
termindlis résszel (a toxin) a legjobban a CryIB toxin
homolég, ez azonban kevesebb volt, mint 50% (a homo-
logiat ugy fejezziik ki, hogy a helyes bazisparosodasok
szamat osztjuk az aminosavak szaméval a leghosszabb
fragmensben).

Ugy véljiik, hogy a legkisebb inszekticid hatasi pro-
tein egy 69 kD-os (615 aminosavas) protein, amely a 4.
azonosité szdmu szekvencidban a 44. aminosavtdl a
658. aminosavig terjed. Egy kisebb, 55 kD (494 ami-
nosav) triptikus fragmens a 4. azonosité szam1 szekven-
cidban a 165. aminosavtdl a 658. aminosavig terjed,
amelynek még inszekticid hatdsa van az S. exigua-val
szemben, azonban ez a hatds maér szignifikinsan ki-
sebb. Ezért a csonkolt bTS02618A gén vagy egy ekvi-
valens csonkolt gén el6nydsen a fent leirt 4. azonositd
szdmu szekvencia szerinti BTS02618A protoxin
69 kD-os proteinjét kodolja.

4. példa

A bTS026184 gén kionozdsa és kifejezése

A bTS02618A gén izolalasa céljabél a BTS02618A
torzs teljes DNS-ét elallitottuk, és Sau3A segitségével
részlegesen emésztettiik. Az emésztett DNS-t méret sze-
rint frakcionaltuk szachardzgradiensen, és a 7 kb és
10 kb kozé esé fragmenseket egy BamHI-vel emésztett
€s BAP-vel kezelt pUC19 kldénozdvektorhoz
(Yannisch-Perron és tarsai, 1985) ligaltuk. Ezutan a re-
kombindns E. coli klénokat, amelyek a vektorokat tar-
talmaztak, a 3. példaban leirt és az 1. azonositd szamu
szekvencia szerinti crylG DNS-prébéaval szkrineltiik,
hogy azonositsuk azokat a klénokat, amelyek a
bTS02618 gént tartalmazzak.

Az igy azonositott DNS-fragmenseket ezutdn
Maxam és Gilbert (1980) mddszere szerint szekven-
taltuk. A bTS02618A gén részleges szekvenciait a 2.,
illetve 3. azonosité szamu szekvencisban mutatjuk be,
mig a 4. azonositd szamu szekvencidban egy teljes
bTS02618A gén szekvencijat és BTS02618A protein
szekvencidjat ismertetjilk. A DNS-szekvencia anali-
zise alapjan a gént megfeleld restrikcios enzimekkel
hasitottuk, és ily médon a csonkolt bTS02618A gént
kaptunk, amely a BTS02618A toxint kédolja. A gén
E. coli-ban valé kifejez8dését standard modszerek se-
gitségével valtottuk ki (Sambrook és tarsai 1989 lasd
fent).

A bTS02618A gént szokasos rutinszeri modszerek-
kel egy kristalyhiinyos Bt torzsbe is beépitettik PGI2
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vagy PGI3 Bt-plazmidok felhasznalasaval (Mahillon és
Seurinck 1988; Mahillon és tarsai 1988).

5. példa

A bTS026184 gén és a csonkolt bTS026184 gén
E. coliba val6 beépitése és a csonkolt bTS026184 gén
bevitele novényekbe

Annak érdekében, hogy a bTS02618A gént és a 4.
példa szerinti csonkolt bTS02618A gént E. coliban, il-
letve ndvényekben fejezziik ki, kiilonféle génkazettikat
készitettiink E. coliban a 86/300291 és 88/402115.5 sza-
mil kozzétett europai szabadalmi bejelentésekben ismer-
tetett eljarasok alkalmazaséaval.

A novényekben torténd szignifikans kifejezGdés cél-
Jabol olyan kazettakat, amelyek a) a csonka gént vagy
b) egy hibrid gént, vagyis a csonka gén és a neogén fi-
zidjat tartalmazzak,

koztes novényi expresszids vektorok T—DNS hatar-
szekvencii kozé vissziik be (a 86/300291.1 szdmu euré-
pai szabadalmi bejelentésben ismertetett médon);

a novenyi expresszios vektorokban 1évé transzkrip-
tum kialakitdsaért és poliadenilacioért felels jelekhez
fuzionaljuk;

a karfiol mozaikvirusbol szdrmazo, 3583 transzkrip-
tumot irdnyité konstitutiv promoter (Hull és Howell,
1987) vagy az oktopin Ti-plazmid TR-DNS-éb3] szr-
maz6 2’ promoter (Velten és tarsai, 1984) szabalyozasa
alé helyezziik;

és az oktopin szintdz gén 3’ végi transzkriptum ki-
alakitasdért és poliadenilaciért felelés szignaljaihoz
(Gielen és tarsai, 1984) fuzionaljuk.

Standard eljarasok alkalmazasaval (Deplaere és tar-
sai, 1985) a kéztes novényi vektorokat, amelyek a cson-
kolt bTS02618A gént tartalmazzak, bevissziik a
C58C1RIifR Agrobacterium torzsbe (821 582 szamu
amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi bejelentés;
86/300291.1 szamu eurdpai szabadalmi bejelentés),
amely az 4rtalmatlanitott Ti-plazmidot pGV2260
(Vaeck és tarsai, 1987) hordozza. A spektinomicin re-
zisztencia alapjan elvégzett szelekcid eredményekép-
pen kointegralédott plazmidokat kapunk, amelyek
pGV2260-bol és a megfeleld koztes névényi exp-
resszids vektorokbol allnak. Ezen rekombinans Agro-
bacterium térzsek mindegyikét ezutdn arra hasznéljuk,
hogy kiilénféle gyapotnivényeket transzformaljunk ve-
liik azért, hogy a csonkolt bTS02618A gént a kiilonbé-
z0 n6vényi sejtek tartalmazzék, és az a sejtekben kifeje-
z6djék.

6. példa

A csonkolt bTS026184 gén kifejezédése novények-
ben

A csonkolt bTS02618A gén expresszids termé-
keinek a transzformalt novények leveleiben (amely no-
vényeket az 5. példa szerinti transzformalt névényi sej-
tekbdl regeneraltuk) megjelend Lepidoptera elleni ro-
varirté hatdsit ugy hatirozzuk meg, hogy megéllapit-
juk az ilyen leveleken €16 Agrotis és Spodoptera fajok
larvéinak novekedési sebességét. A kapott eredménye-
ket dsszehasonlitjuk a nem transzformélt novények le-
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velein €16 larvak novekedési sebességével. Az Agrotis
és Spodoptera spp. elleni toxicitast ismert modon haté-
rozzuk meg (358 557 szamii eurdpai szabadalmi leiras,
821 582 szaml amerikai egyesiilt allamokbeli és
86/300 291.1 szamii eurépai szabadalmi bejelentés).

Lényegesen magasabb haldlozési arényt tapaszta-
lunk azon lirvak esetében, amelyek a csonkolt
bTS02618A gént és a csonkolt bTS02618A-neo hibrid
gént tartalmazo6 transzformalt ndvények leveleivel tap-
lalkoznak, mint azon larvaknal, amelyek a nem transz-
formalt novények levelein éltek. Azt talaltunk, hogy a
transzformalt novények a BTS02618A expresszidjuk
kovetkeztében az Ostrinia nubilalis, Mamestra bras-
sica, Heliothis virescens és Plutella xylostella timad4sa-
ival szemben is ellenallok.

Nem sziikséges hangstlyozni, hogy a jelen tal4l-
many nem korlatozodik a BTS02617A (BCCM-LNG
P-12592) torzsre, a BTS02618A (BCCM-LMG
P-12593) torzsre, a BTS02654B (BCCM-LMG
P-12594) torzsre és a BTS02652E (BCCM-LMG
P-13493) térzsre. A talalmany magaba foglalja a
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B és BTS02652E
torzsek barmely mutdnsat vagy varidnsat, amely lénye-
gében azonos tulajdonsagu kristalyokat, kristdlyos pro-
teineket, protoxinokat vagy toxinokat termel, kiilonos-
képpen azokat, amelyek Lepidoptera-ellenes tulajdonsé-
guak, azon beliil Noctuidae-ellenes, Yponomeutidae- és
Pyralidae-ellenes tulajdonsagiak, kiilondsképpen pedig
Spodoptera-, Plutella-, Ostrina-, Mamestra-, Heliothis-
€s Agrotis-ellenes tulajdonsiguak, mint a felels
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E kristalyok, vagy kristilyos proteinek vagy
a BTS02618A protoxin vagy toxin.

Ez a taldlmany feloleli a bTS02618A gént és annak
barmely rovarirt hatésa részét, mint amilyen a cson-
kolt bTS02618A gén. EbbSl a szempontbél a
»bTS02618A gén” kifejezés, amint azt it hasznaljuk,
az olyan BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E torzsbol izolalt gént jelenti, amely az 1.
azonositdé szamu szekvencia szerinti nukleotidszekven-
cidhoz hibridizal, és jelenti tovabba barmely ekvivalens
gént, amely azt a protoxint kodolja, amelynek 1ényegé-
ben azonos az aminosavszekvenciaja és rovarirt6 aktivi-
tasa, mint a BTS02618A protoxinnak, és amely elényo-
sen tartalmazza a 2. vagy 3. azonosité szamu szekven-
ciaban bemutatott részleges nukleotidszekvenciat vagy
pedig a 4. azonositd szamu szekvenciaban bemutatott
teljes szekvenciat.

A talalmany szintén nem korlatozédik a csonkolt
bTS02618A génnel transzformalt gyapotndvényekre.
A taldlmany barmely, a bTS02618A génnel vagy vala-
mely azzal ekvivalens gén rovarirtdé hatist részével
transzformalt névényre vonatkozik, mint amilyen a pa-
radicsom, dohény, repce, lucerna, napraforgé, salata,
krumpli, kukorica, rizs, szojabab, képosztafélék, cu-
korrépa és mas hiivelyesek és zoldségfélék.

Ez a talalmany ezen tilmenden nem korlatozddik
arra sem, hogy csupan az Agrobacterium tumefaciens
Ti-plazmidjait hasznaljuk a névényi sejteknek vala-
mely rovarirtd hatas bTS02618A génrésszel torténd
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mazhatunk, amelyek a novényi sejt transzforméacioja-
hoz hasznélatosak. Igy példaul az egyszikiiek és kétszi-
kiiek ilyen génrészekkel val6 transzformélaséra haszndl-

amelyek a teljes bTS02618A gént vagy részét mas ide-
gen DNS-sel 6sszekapesolva tartalmazzak, kiilonoskép-
pen olyan vektorok DNS-ével, amely vektorok alkalma-
sak novények és E. colitol eltérd mikroorganizmusok

hatunk liposzémékat, elektroporaciot, vagy novényi vi- 5  transzformalasara. Ilyen szempontbol a jelen taldlmény
rusokon vagy polleneken alapulé vektorrendszereket. nem korlatozodik a kordbban leirt és a bTS02618A
A fentieken tilmenden a ndvények és baktériumok geént vagy annak részeit tartalmazo specifikus plazmi-
atalakitasara més, a BTS02618A protoxint és toxint ko- dokra, hanem ezeken tilmenden a taldlmany barmely
dolé DNS-szekvencidkat is hasznalhatunk, nem csupan olyan rekombindns DNS-t is magaban foglal, amely
azokat, amelyek természetes modon vannak jelen a 10 ezekkel ekvivalens DNS-szekvencidkat tartalmaz.
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B és BTS02652E A taldlmény tovabba mindazon rekombinans DNS-
torzsekben. Ilyen szempontbol ezen gének természetes re is kiterjed, amely a bTS02618A gént egészben vagy
DNS-szekvenciajat médosithatjuk agy, hogy részben tartalmazza, és amely alkalmas arra, hogy mik-
1. néhany kodont masokkal helyettesitiink, amelyek roorganizmusokat transzformaljunk veliik olyan kériil-
azonos vagy mas, de elénydsen azonos aminosavakat 15 mények kozott, amelyek lchetdvé teszik, hogy a gén
koédolnak; részben vagy teljesen kifejez6djon, és a nevezett mikro-
2. bizonyos kodonokat kitérliink vagy hozzaadunk; organizmusbdl ki lehessen nyerni, vagy egy novényi
€s/vagy sejtbe lehessen beépiteni. Ilyen mikroorganizmusok a
3. reciprok rekombinaciot végziink a Ge és tarsai al- novényekkel kapcsolatban 4116 baktériumok, mint pél-
tal leirt modon (1991). A feltétel az, hogy a modositd- 20 d4ul méas Bacillus thuringiensis torzsek, Bacillus subti-
sok ne véltoztassak meg lényegesen a kodolt lis, Pseudomonas és Xanthomonas torzsek, vagy élesz-
BTS02618A protoxin (példaul toxin) rovarirté hatast t6k, mint amilyen a Streptomyces cerevisiae.
részeinek tulajdonsagait, kiilsndsképpen pedig a rovar- A cryl proteinek aktivitasat dsszefoglalva kiilonféle
irté tulajdonsagukat, foleg pedig Lepidoptera-ellenes Lepidoptera tipusi rovarkartevék esetében a VII. tabla-
tulajdonsagukat. 25 zatban mutatjuk be:
Igy példaul bizonyos koriilmények kozott ndvények + és — jeloli az inszekticid hatas jelenlétét vagy ta-
transzformaldséra egy, a fentiekben leirt, taldlmany sze- vollétét,
rinti médositott kodonhasznalattal rendelkezé mestersé- +/— jeloli az alacsony aktivitdst (Van Franken-
ges bTS02618A gén vagy génrész hasznalhatd a termé- huyzen, 1993 szerint),
szetes rovarirtd hatasi bTS02618A génrész helyett vala- 30 NA jeloli, hogy nincs adat,
mely talalmény szerinti bTS02618A kiméra génben. 2618A jeloli a BTS02618A protein roviditését (Van
Ezen tilmenden a jelen taldlmany korébe tartozd- Frankenhuyzen (1993) adatai, illetve A. ipsilon és
nak tekintiink mas olyan rekombinins DNS-eket is, 2618A esetén a jelen talalmany szerinti adatok)
VII. tablazat
2618A 1Ab 1Ac IB IC IF
S. exigua + + /- - - + +
S. littoralis + - - - NA
H. virescens + + + - + /- +
A. ipsilon + NA - NA NA NA
O. nubilalis + + + NA NA +
P. xylostella + + + + NA
M. brassica + + - - NA
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Szekvencialista

(1) Altalanos tajékoztatas
(i) Bejelentd
(A) Név: Plant Genetic Systems N. V.
(B) Utca: Plateaustraat 22
(C) Varos: Gent
(E) Orszag: Belgium
(F) Iranyitészam: 9000
(G) Telefon: 32 92358454
(H) Telefax: 32 9 224 06 94
(G) Telex: 11.361 Pgsgen

(ii) Taldlméany cime: Uj Bacillus thuringiensis torzsek és inszekticid proteinjeik

(ii1) Szekvencidk szama: 4
(iv) A szamitégépen olvashaté forma:
(A) Hordoz tipusa: Floppy lemez
(B) Komputer: IMB PC kompatibilis
(C) Miikodési rendszer: PC-DOS/MS-DOS

(D) Software: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPO)
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(2) Informaciok az 1. azonositd szamu szekvencidhoz:

(i) Szekvenciajellemz8k :
(A) Szekvencia hossza: 19 nukleotid
(B) Szekvencia tipusa: nukleinsavpréba
(C) Szaltipus: egyszaly
(D) Topolégia: linearis

(ii) Molekulatipus: szintetikus DNS

(ix) JellemzSk: A proba a Smulevitch és tarsai (1991) altal leirt crylG gén kodold DNS szala

(x) Tulajdonsagok: Ezt a mintat a bTS02618A gén izolalasara hasznaljuk olyan térzsbdl, amely azt tartalmazza.

(xi) A szekvencia leirdsa: 1. azonosité szamii szekvencia: 5’-TTCTGTACTATTGATTGTA-3’

(3) Informacidk a 2. azonosité szamu szekvenciahoz

(1) Szekvenciajellemzdk:

(A) Hossza: 1561 bazispar

(B) Tipus:

nukleinsav

(C) Szaltipus: kétszala

(D) Topologia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti forrés:

(A) Szervezet: Bacillus thuringiensis

(B) Torzs:

BTS02618A

(ix) Jellemzgk :
(A) Név/kulcs: Misc- jellemzd
(D) Egyéb informaci6: funkcio=, tartalmazza a bTS02618A gén transzlacios inicidcios kodonjat”

(xi) Szekvencia leirasa: 2. azonositd szamu szekvencia:

AAAATTATCC
GCTATAGACT
ATCATAAAGT
ATGGTTCTTG
ATGCGGAGCA
ATATTAATAC
TTCGAACAAC
TATCGGGTGA
GAAGAAAACG
TGTTTGTAGA
AAGCTTCAAA
CTGGGATTAA
TGTATACGTC
ATACAACTAT
ATTGGGATGC
GTGTGACAGC
ATCACCAAGA
ATGACAATTC
TAGAGGTGAG
AAGAGTAGAA
AAGATTAAAA
TCTTACATGA
AAAAAGTGAG
TGATAGGGGT
CGCTCACAAT
ATAATATCTA

AACATACATT
AGATGGATTT
CCATCTTGTA
CAGCGGAATC
TCATCCAATG
AGGGGATCTA
AGATGGGTAT
ATCTCTAGAA
TGCAGAAATA
CTATCAAGAT
TCTTGTAGAG
CTACGAAATT
TAGAAATGCG
GGATGCATCG
ACAAGTTTCC
AAGAAAAGTA
AACTCTTACA
GTATATAACA
TGAATCCGAA
GAGGGGGATC
AAAGGTAAAA
AAAAATGTAG
TACCTTATAA
ATCCTTCTTA
GATGATGATC
AACTCGTGTA
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TATCAAAAAG
GTGAAGNGTA
AAAAATGTAC
AACCGTTGTG
GATTGCTGTG
AATGCAAGTG
GCGACGTTAG
CGGGAACAAA
GATCGTGTGT
CAACAATTAA
TCAATTTCGG
TACACAGAGT
GTGCAAAATG
GTTCAGCAAG
CAACAATTGA
GGAGGCGGAG
TTTAATGCAT
GAAGAAGTGG
GGTTCATTCT
CTAACGTATA
TGAATAGAAC
CTGTTTACTA
AGAAAGAATT
TTTACATTAT
ATGACAACAA
GCAGTCATTT

(4) Informaciok a 3. azonositd szamu szekvenciahoz:
(1) Szekvenciajellemzdk:

(A) Hossz:
(B) Tipus:

1554 bazispar
nukleinsav

(C) Szaltipus: kétszala
(D) Topologia: lineéris
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(ii1) Hipotetikus: nem

TAGATGCATC
GTCAAGATTT
CAGATAATTT
ATGAACAGCA
AAGCGGCTCA
TAGATCAGGG
GAAATCTTGA
GAGATAATGC
ATTTAGCTGC
ATCCAGAAAT
GTGTATATAG
TATCCGATCG
GAGACTTTAA
ATGGCAATAT
GAGTAAATCC
ATGGATACGT
GTGACTACGA
TATTCTACCC
ATATAGACAG
GCAACTATGA
CCCCTACTGG
AGGTGTATAA
CCATTCACAG
TTTTCGCAAT
TCGCGTCCAT
CCATTTTTTT

16

GGTGTTAAAG
AGAAATTGAT
AGTATCTGAT
TCAGGTAGAT
AACACATGAG
CATTTGGGTT
ATTGGTAGAG
GAAATGGAAT
GAAACAAGCA
TGGGCTAGCA
TGATACACTA
CTTACAACAA
CAGTGGTCTA
GCATTTCTTA
GAATTGTAAG
CACAATCCGA
TGTAAATGGT
AGAGACAAAA
TATTGAGTTT
GAGGATACTC
TAGAAGGACC
AAAACAGCAT
TTTCGGTATC
TATCTCGACG
AGCGAACTCT
TGATCCAGTA

CCTTATACAC
CTCATCCACC
ACTTACTCAG
ATGCAGCTAG
TTTTCTTCCT
GTATTAAAAG
GTTGGGCCAT
GCAGAGCTAG
ATTAATCATC
GAAATTAATG
TTACAGATTC
GCATCGTATC
GATAGTTGGA
GTTCTTTCGC
TATGTCTTAC
GATGGCGCTC
ACGTATGTCA
CATATGTGGG
ATTGAAACAC
CGTACAAACA
GATAGGGGGT
ATCTGATAGA
ATATAAATAA
TTCTTCTTTC
TTCGATATTA
AATA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1554



(ii1) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti forras:
(A) Szervezet: Barcillus thuringiensis

(B) Torzs:

BTS02618A

(ix) JellemzGk:
(A) Név/kulcs: misc- jellemz6

(B) Elhelyezés: 1146...1148

HU 221 339 B1

(D) Egyéb informicié: funkcio=,,a bTS02618A gén feltételezett transzlacios stopkodonja”
(xi) Szekvencia leirasa 3. szami SEQ ID:

GAATTCGAGC
AAAGCCGAAT
GTCTAAAAAA
AAAGATTAAG
AAACATGTAT
ATATGTGGAC
TGATCATATT
TCAAGTATCA
AATAGGAATA
CTTACACGGG
GTTTGTCAGG

TCGGTACCTT
GATTTGAAAC
CGTATTGAGA
GGTGTCCTTT
ACAACGGTTG
CATATTTTAA
CAAGTACGTG
GGTTTGTTTT
AATACTATCC
AAAATCCTAA
ATTTTTGAAA

TTCAGTGTAT
TTGTTTACGA
TTGATGAATG
CTTTTATCGG
ATAGAGATCC
AATATAGCGT
ATTTACAAAT
GTTTTGTATA
ATTTTTTCAA
GATTGAGAGT
GATATGATAT

CGTTTCCCTT
TGTAAGTCAT
TGGACAAGTA
AAATTTCTCT
GTCTATTTCC
CCAACAACTA
CAAACTGATG
TGAGTAAGAA
GAAATATTTT
AAAGATATAT
GAACATGCAC

CCATCAGGTT
TTGTCTATGA
GAAATTGACT
ATTGAACCTA
TTAAGTTTCC
CCATATTATG
AAAGAGAATC
CCGAAGGTTT
TTTATTAGAA
ATATATAAAT
TAGATTTATA

TTCAAATTGA
CGAAAGATAC
TACAAGTATT
TTCTGTGTGA
AAGATACGGT
TAATTGATGG
CGCAATCTGC
GTAAAAAAGA
AGGAATCTTT
ACAATAAAGA
GTATAGGAGG

AAAAAGT ATG
Met

1
TGT
Cys

CCC
Pro

15
AGT
Ser

CAT
His

GAC
Asp

CCA
Pro

CAA
Gln

ATG
Me t

ACA
Thr

TCT
Ser

ATT
Ile

AGT
Ser

65
CTC
Leu

AGA
Arg

ATA
Ile

80
TAT
Tyr

TTT
Phe
95
ATA
Ile

CAA
Gln

TGG
Trp

GAA
Glu

ATA
Ile

ACA
Thr

GAA
Glu

GGA
Gly

GAC
Asp

TCT
Ser
145
AAT
Asn

GAT
Asp

CGA
Arg
160
TTA
Leu

GCT
Ala
175
GGA
Gly

GAC
Asp

CAG
Gln

CAG
Gln

AAT CGA AAT
Asn Arg Asn

GGG TGT
Gly Cys

CCA
Pro

20
GCG
Ala

AAT
Asn

GCA
Ala

35
GAG
Glu

GAT
Asp

50
GGT
Gly

GAC
Asp

AGA
Arg

GAT
Asp

GGG
Gly

GCT
Ala

TTA
Leu

TTC
Phe

CTT
Leu

TTA
Leu
100
ATG
Met

GCT
Ala

TTC
Phe
115
GCA
Ala

TTT
Phe
130
TTT
Phe

AGA
Arg

AAT
Asn

GTA
Val

GAT
Asp

ACA
Thr

CGA
Arg

GAT
Asp

CTT
Leu

TTT
Phe
180
TTA
Leu

GTT
Val

CcCA
Pro
195

AAT
Asn

5
TCA
Ser

TTA
Leu

TAC
Tyr

GCA
Ala

GGT
Gly

85
AAT
Asn

CGA
Arg

AAT
Asn

TAT
Tyr

AAT
Asn
165
GTT
Val

CTG
Leu

CAA
Gln

GAT
Asp

CAA
Gln

ACT
Thr

GTT
Val

70
GTT
Val

ACA
Thr

CAG
Gln

CAG
Gln

CAA
Gln
150
TTA
Leu

AAT
Asn

TCA
Ser

AAT
Asn

GAC
Asp

AAT
Asn

GAT
Asp

55
CAG
Gln

CCG
Pro

CTG
Leu

GTG
Val

GCA
Ala
135
CGT
Arg

AGT
Ser

GCT
Ala

GTA
Val

GAA TAT
Glu Tyr

GTG
Val

25
AAC
Asn

GAT
Asp

ATG
Me t

40
TCT
Ser

TAT
Tyr

GCG
Ala

ACT
Thr

TTT
Phe

TCT
Ser

TGG
Trp

CCA
Pro
105
GAA
Glu

GAG
Glu
120
CTT
Leu

GCA
Ala

TCC
Ser

CTT
Leu

GTT
Val

GTT
Val

CCA
Pro
185
GCA
Ala

ATT
Ile

TAT
Tyr
200

17

GAA
Glu

10
AGG
Arg

TAT
Tyr

ATA
Ile

CTT
Leu

GGA
Gly
90
GTT
Val

CTT
Leu

AGA
Arg

CAA
Gln

CGT
Arg
170
TTG
Leu

CAA
Gln

ATT ATT
Ile Ile

TAT
Tyr

CCT
Pro

AAA
Lys

GAT
Asp

AAT
Asn

CCT
Pro

60
GTT
Val

ACT
Thr

75
CAA
Gln

ATA
Ile

GAT
Asp

AAT
Asn

AAT
Asn

GTC
Val

TTG
Leu

CAA
Gln
140
TGG
Trp

AAT
Asn
155
GCT
Ala

CAA
Gln

TTT
Phe

GCA
Ala

GCT
Ala

GTG
Val

GAT
Asp

TTG
Leu

TAC
Tyr

45
AGT
Ser

GTT
Val

GTG
Val

ACA
Thr

CAA
Gln
125
GGA
Gly

TTG
Leu

TTT
Phe

GTA
Val

Asn
205

GCC
Ala

GCA
Ala

30
TTA
Leu

TTA
Leu

GGG
Gly

AGT
Ser

GCT
Ala
110
CAA
Gln

TTA
Leu

GCT
Ala

ATA
Ile

AAT
Asn
190
TTA
Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
709

757

805

853

901

949

997

1045

1093

1141

1189

1237

1285



CAT
His

TTC
Phe

ACC
Thr

GAT
Asp
255
TTC
Phe

CCA
Pro

TTG
Leu

ACA
Thr

GCT
Ala
240
CGT
Arg

CGT
Arg

TAT
Tyr

TTA
Leu

CAG
Gln
225
AAG
Lys

TTA
Leu

AGA
Arg

TAT
Tyr

TTA TTA
Leu Leu
210

GGG GAA
Gly Glu

TAC ACT
Tyr Thr

AGA GGA
Arg Gly

GAA ATG
Glu Met

275
GAT GTA
Asp Val
290

AAA
Lys

ATT
Ile

AAT
Asn

ACA
Thr
260
ACT
Thr

CGA
Arg

GAT
Asp

TCC
Ser

TAC
Tyr
245
AAT
Asn

TTA
Leu

CTT
Leu
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GCA
Ala

ACA
Thr
230
TGT
Cys

ACT
Thr

GTG
Val

TAT
Tyr

TCT CTT TTT
Ser Leu Phe
215

TAT TAT GAC
Tyr Tyr Asp

GAA ACT TGG
Glu Thr Trp

GAA AGT TGG
Glu Ser Trp
265
GTA TTA GAT
Val Leu Asp
280
CCA ACG GGA
Pro Thr Gly
295

(2) Informaciodk a 4. azonositd szamu szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzdk :

ACA
Thr

GTT
Val

GAG
Glu
335
AAT
Asn

ATG
Me t

TCA
Ser

ACA
Thr

GTA
Val
415

(A) Hossz: 4344 bazispar

(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus : kétszalu
(D) Topologia: lineéris
(i1) Molekulatipus: DNS (genomi)
(ii1) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
(ix) Jellemzdk :
(A) Név/kules: CDS
(B) Elhelyezés: 668...4141
(D) Egyéb informacié : magiba foglalja a teljes 2. azonosité szamu szekvenciat: a 4. azonosité szdma szekven-
cia 474-2034. nukleotidjai; magaba foglalja tovabba a 3. azonosité szamu szekvencia egy részét: a 4. azo-
nositd szamu szekvencia a 2994-4344. nukleotidjai; a 3. azonosité szamu szekvenciaban tovabbi nukleoti-
dok is vannak, amelyek lefelé (3° iranyba) helyezkednek el a 4. azonositd szami szekvencidban bemutatott
szekvencidhoz képest (3. azonosit6 szamu szekvencia 1352—1554. nukleotidjai)
(xi) Szekvencia leirdsa: 4. azonosito szamu szekvencia:
ACA GAT CCG ATT GTA TIT

CGT
Arg

GGA
Gly
320
CTC
Leu

AGC
Ser

GAT
Asp

GCA
Ala

ATT
Ile
400
GAT
Asp

GAG
Glu
305
CTT
Leu

GAA
Glu

TTA
Leu

TAT
Tyr

GTA
Val
385
AAT
Asn

TTT
Phe

GTA TAT
Val Tyr

TGC CGA
Cys Arg

AAT GCC
Asn Ala

ACA ATC
Thr Ile
355
TGG TCA
Trp Ser
370
CAA GAA
Gln Glu

CCC GGA
Pro Gly

CGT TCT
Arg Ser

Thr

CGT
Arg

TTC
Phe
340
AGC
Ser

GGA
Gly

GAT
Asp

GTT
Val

GCA
Ala
420

Asp

TGG
Trp
325
ATT
Ile

AGT
Ser

CAT
His

AGT
Ser

GAT
Asp
405
TTG
Leu

Pro
310
GGT
Gly

CGC
Arg

AAT
Asn

ACG
Thr

TAT
Tyr
390
GGA
Gly

ATA
Ile

Ile Val Phe

ACT AAT CCC
Thr Asn Pro

CCA CCA CAT

Pro Pro His
345

CGA TTT CCA

Arg Phe Pro

360

TTA CGC CGT

Leu Arg Arg

375

GGC CTA ATT

Gly Leu Ile

ACA AAC CGC
Thr Asn Arg

GGT ATA TAT

Gly lle Tyr
425

18

GGA
Gly

CGT
Arg

TAT
Tyr
250
TTA
Leu

GTT
Val

TCA
Ser

AAT
Asn

TAT
Tyr
330
CTT
Leu

GTT
Val

AGT
Ser

ACA
Thr

ATA
Ile
410
GGC
Gly

GAA
Glu

CAA
Gln
235
AAT
Asn

AGA
Arg

GTG
Val

AAC
Asn

CCA
Pro
315
AAT
Asn

TTT
Phe

TCA
Ser

TAT
Tyr

ACC
Thr
395
GAG
Glu

GTG
Val

Gly
220
TTG
Leu

ACA
Thr

TAT
Tyr

GCG
Ala

CCA
Pro
300

CCA
Pro

ACT
Thr

GAT
Asp

TCT
Ser

CTG
Leu
380
ACA
Thr

TCA
Ser

AAT
Asn

TGG GGA
Trp Gly

GAA CTA
Glu Leu

GGT TTA
Gly Leu

CAT CAA
His Gln
270
CTA TTT
Leu Phe
285
CAG CTT
Gln Leu

GCT AAT
Ala Asn

TTT TCT
Phe Ser

AGG CTG
Arg Leu
350
AAT TTT
Asn Phe
365
AAC GAT
Asn Asp

AGA GCA
Arg Ala

ACG GCA
Thr Ala

AGA GCT
Arg Ala
430

1333

1381

1429

1477

1525

1573

1621

1669

1717

1765

1813

1861

1909

1957



TCT
Ser

GGA
Gly

GAA
Glu

AGC
Ser

CCT
Pro
495
ACC
Thr

GTT
Val

ATA
Ile

GTT
Val

TCA
Ser
575
GGT
Gly

TAC
Tyr

CCG
Pro

GAA
Glu

GTC
Val
655

Lys

GTA
Val

TGC
Cys

GCG
Ala

GAT
Asp
735

TTT
Phe

Gly

AGT
Ser

TTT
Phe
480
ACT
Thr

CCA
Pro

TCG
Ser

CTC
Leu

AAT
Asn
560
ACA
Thr

GAT
Asp

GAA
Glu

CCT
Pro

GGT
Gly
640
CCT
Pro

Lys

AAT
Asn

TTA
Leu

GTA
Val

720
CCA
Pro

GTC
Val

TGT
Cys

ACC
Thr
465
CAA
Gln

TAT
Tyr

AAT
Asn

GGT
Gly

CGA
Arg
545
TCA
Ser

GGA
Gly

GTT
Val

TCC
Ser

TTT
Phe
625
GTT
Val

GTG
Val

GCG
Ala

GTG
Val

TCC
Ser
705
AGA
Arg

GAT
Asp

CCA
Pro

AGA
Arg
450
GGA
Gly

ACT
Thr

GTT
Val

AGA
Arg

ACT
Thr
530
AGA
Arg

CCA
Pro

AAT
Asn

AGA
Arg

TTT
Phe
610
ACA
Thr

AGC
Ser

AAT
Asn

GTG
Val

ACA
Thr
690
GAT
Asp

GCG
Ala

TTT
Phe

GGA
Gly
435
GAT
Asp

AGT
Ser

AAT
Asn

TGG
Trp

ATT
Ile
515

ACG
Thr

ACA
Thr

TTA
Leu

TTC
Phe

TTA
Leu
595
TTC
Phe

TTT
Phe

ACC
Thr

CCG
Pro

GCG
Ala
675
GAT
Asp

GAA
Glu

GCA
Ala

AAT
Asn

Gly

CTC
Leu

TCA
Ser

CAG
Gln

ACC
Thr
500
ACA
Thr

GTC
Val

ACT
Thr

ACA
Thr

AGT
Ser
580

Gly

ACA
Thr

ACA
Thr

GGT
Gly

GCA
Ala
660
AGC
Ser

TAT
Tyr

CAA
Gln

Lys

ACA
Thr
740

TTG
Leu

TAT
Tyr

ACC
Thr

GCT
Ala
485
CGT
Arg

CAA
Gln

TTA
Leu

AAT
Asn

CAA
Gln
565
ATA
Ile

AGC
Ser

AGA
Arg

CAA
Gln

GGT
Gly
645
CGA
Arg

TTG
Leu

CAA
Gln

TAT
Tyr

CGC
Arg
725
ATC
Ile
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TTT
Phe

GAT
Asp

CAT
His
470
GGA
Gly

CGT
Arg

TTA
Leu

AAA
Lys

GGC
Gly
550
CAA
Gln

AGG
Arg

ACA
Thr

GAG
Glu

GCT
Ala
630
GAA
Glu

GAA
Glu

TTT
Phe

GTG
Val

Gly
710
CTC
Leu

AAT
Asn

AAT
Asn

ACA
Thr
455
AGA
Arg

TCT
Ser

GAT
Asp

CCA
Pro

GGT
Gly
535
ACA
Thr

TAT
Tyr

GTA
Val

ATG
Met

TTT
Phe
615
CAA
Gln

TAT
Tyr

GCG
Ala

ACA
Thr

GAC
Asp
695
CAT
His

AGC
Ser

AGT
Ser

GGT
Gly
440
AAT
Asn

CTA
Leu

ATA
Ile

GTG
Val

TTG
Leu
520
CCA
Pro

TTT
Phe

CGC
Arg

CTC
Leu

AAC
Asn
600
ACT
Thr

GAG
Glu

TAT
Tyr

GAA
Glu

CGT
Arg
680
CAA
Gln

GAC
Asp

CGC
Arg

ACA
Thr

19

ACG
Thr

GAT
Asp

TCT
Ser

GCT
Ala

GAC
Asp
505
GTA
Val

GGA
Gly

GGA
Gly

CTA
Leu

CGT
Arg
585
AGA
Arg

ACT
Thr

ATT
Ile

ATA
Ile

GAG
Glu
665
ACA
Thr

GCG
Ala

Lys

GAA
Glu

GAA
Glu
745

ACT
Thr

GAA
Glu

CAT
His

AAT
Asn
490
CTT
Leu

AAG
Lys

TTT
Phe

ACG
Thr

AGA
Arg
570

Gly

Gly

ACT
Thr

CTA
Leu

GAT
Asp
650
GAT
Asp

AGG
Arg

GCA
Ala

AAG
Lys

CGC
Arg
730
GAG
Glu

TCT
Ser

TTA
Leu

GTT
Val
475
GCA
Ala

AAT
Asn

GCA
Ala

ACA
Thr

TTA
Leu
555
GTT
Val

Gly

CAG
Gln

GGT
Gly

ACA
Thr
635
AGA
Arg

TTA
Leu

GAC
Asp

AAT
Asn

ATG
Me t
715
Asn

AAT
Asn

CCT
Pro

CCA
Pro
460
ACC
Thr

GGA
Gly

AAT
Asn

TCT
Ser

GGA
Gly
540
AGA
Arg

CGT
Arg

GTT
Val

GAA
Glu

CCG
Pro
620
GTG
Val

ATT
Ile

GAA
Glu

GGA
Gly

TTA
Leu
700
TTA
Leu

TTA
Leu

GGC
Gly

GCT
Ala
445
CCA
Pro

TTT
Phe

AGT
Ser

ACG
Thr

GCA
Ala
525

Gly

GTA
Val

TTT
Phe

TCT
Ser

CTA
Leu
605
TTC
Phe

AAT
Asn

GAA
Glu

GCG
Ala

TTA
Leu
685
GTG
Val

TTG
Leu

CTT
Leu

TGG
Trp

AAT
Asn

GAT
Asp

TTT
Phe

GTA
Val

ATT
Ile
510
CCT
Pro

GGT
Gly

ACG
Thr

GCC
Ala

ATC
Ile
590

ACT
Thr

AAT
Asn

GCA
Ala

ATT
Ile

GCG
Ala
670
CAG
Gln

TCA
Ser

GAA
Glu

CAA
Gln

AAG
Lys
750

2005

2053

2101

2149

2197

2245

2293

2341

2389

2437

2485

2533

2581

2629

2677

2725

2773

2821

2869

2917



GCA AGT AAC GGT GTT
Ala Ser Asn Gly Val
755
CGT GCA CTT CAG TTA
Arg Ala Leu Gln Leu
770
TAT CAA AAA GTA GAT
Tyr Gln Lys Val Asp
785
CTA GAT GGA TTT GTG
Leu Asp Gly Phe Val
800
CAC CAT CAT AAA GTC
His His His Lys Val
815
TCT GAT ACT TAC TCA
Ser Asp Thr Tyr Ser
835
GAA CAG CAT CAG GTA
Glu Gln His Gln Val
850
GAT TGC TGT GAA GCG
Asp Cys Cys Glu Ala
865
ACA GGG GAT CTA AAT
Thr Gly Asp Leu Asn
880
AAA GTT CGA ACA ACA
Lys Val Arg Thr Thr
895
GTA GAG GTT GGG CCA
Val Glu Val Gly Pro
915
GAT AAT GCG AAA TGG
Asp Asn Ala Lys Trp
930
GAT CGT GTG TAT TTA
Asp Arg Val Tyr Leu
945
GAC TAT CAA GAT CAA
Asp Tyr Gln Asp Gln
960
AAT GAA GCT TCA AAT
Asn Glu Ala Ser Asn
975
ACA CTA TTA CAG ATT
Thr Leu Leu Gln Ile
995
TCC GAT CGC TTA CAA
Ser Asp Arg Leu Gln
1010
GTG CAA AAT GGA GAC
Val Gln Asn Gly Asp
1025
ATG GAT GCA TCG GTT
Met Asp Ala Ser Val
1040
TCG CAT TGG GAT GCA
Ser His Trp Asp Ala
1055
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ACT ATT AGC GAG GGC
Thr Ile Ser Glu Gly
760
GCA AGC GCA AGA GAA
Ala Ser Ala Arg Glu
775
GCA TCG GTG TTA AAG
Ala Ser Val Leu Lys
790
AAG AGT AGT CAA GAT
Lys Ser Ser Gln Asp
805
CAT CTT GTA AAA AAT
His Leu Val Lys Asn
820
GAT GGT TCT TGC AGC
Asp Gly Ser Cys Ser
840
GAT ATG CAG CTA GAT
Asp Met Gln Leu Asp
855
GCT CAA ACA CAT GAG
Ala Gln Thr His Glu
870
GCA AGT GTA GAT CAG
Ala Ser Val Asp Gln
885
GAT GGG TAT GCG ACG
Asp Gly Tyr Ala Thr
900
TTA TCG GGT GAA TCT
Leu Ser Gly Glu Ser
920
AAT GCA GAG CTA GGA
Asn Ala Glu Leu Gly
935
GCT GCG AAA CAA GCA
Ala Ala Lys Gln Ala
950
CAA TTA AAT CCA GAA
Gln Leu Asn Pro Glu
965
CTT GTA GAG TCA ATT
Leu Val Glu Ser ILe
980
CCT GGG ATT AAC TAC
Pro Gly Ile Asn Tyr
1000
CAA GCA TCG TAT CTG
Gln Ala Ser Tyr Leu
1015
TTT AAC AGT GGT CTA
Phe Asn Ser Gly Leu
1030
CAG CAA GAT GGC AAT
Gln Gln Asp Gly Asn
1045
CAA GTT TCC CAA CAA
GIn Val Ser Gln Gln
1060

20

GGT CCA TTC TTT AAA
Gly Pro Phe Phe Lys
765
AAT TAT CCA ACA TAC
Asn Tyr Pro Thr Tyr
780
CCT TAT ACA CGC TAT
Pro Tyr Thr Arg Tyr
795
TTA GAA ATT GAT CTC
Leu Glu Ile Asp Leu
810
GTA CCA GAT AAT TTA
Val Pro Asp Asn Leu
825
GGA ATC AAC CGT TGT
Gly Ile Asn Arg Cys
845
GCG GAG CAT CAT CCA
Ala Glu His His Pro
860
TTT TCT TCC TAT ATT
Phe Ser Ser Tyr Ile
875
GGC ATT TGG GTT GTA
Gly Ile Trp Val Val
890
TTA GGA AAT CTT GAA
Leu Gly Asn Leu Glu
905
CTA GAA CGG GAA CAA
Leu Glu Arg Glu Gln
925
AGA AAA CGT GCA GAA
Arg Lys Arg Ala Glu
940
ATT AAT CAT CTG TTT
Ile Asn His Leu Phe
955
ATT GGG CTA GCA GAA
Ile Gly Leu Ala Glu
970
TCG GGT GTA TAT AGT
Ser Gly Val Tyr Ser
985
GAA ATT TAC ACA GAG
Glu Ile Tyr Thr Glu
1005
TAT ACG TCT AGA AAT
Tyr Thr Ser Arg Asn
1020
GAT AGT TGG AAT ACA
Asp Ser Trp Asn Thr
1035
ATG CAT TTC TTA GTT
Met His Phe Leu Val
1050
TTG AGA GTA AAT CCG
Leu Arg Val Asn Pro
1065

GGT
Gly

ATT
Ile

AGA
Arg

ATC
Ile

GTA
Val
830
GAT
Asp

ATG
Met

AAT
Asn

TTA
Leu

TTG
Leu
910
AGA
Arg

ATA
Ile

GTA
Val

ATT
Ile

GAT
Asp
990
TTA
Leu

GCG
Ala

ACT
Thr

CTT
Leu

AAT
Asn
1070

2965

3013

3061

3109

3157

3205

3253

3301

3349

3397

3445

3493

3541

3589

3637

3685

3733

3781

3829

3877
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TGT AAG TAT GTC TTA CGT GTG ACA GCA AGA AAA GTA GGA GGC GGA GAT 3925
Cys Lys Tyr val Leu Arg Val Thr Ala Arg Lys Val Gly Gly Gly Asp
1075 1080 1085
GGA TAC GTC ACA ATC CGA GAT GGC GCT CAT CAC CAA GAA ACT CTT ACA 3973
Gly Tyr Val Thr Ile Arg Asp Gly Ala His His Gln Glu Thr Leu Thr
1090 1095 1100
TTT AAT GCA TGT GAC TAC GAT GTA AAT GGT ACG TAT GTC AAT GAC AAT 4021
Phe Asn Ala Cys Asp Tyr Asp Val Asn Gly Thr Tyr Val Asn Asp Asn
1105 1110 1115
TCG TAT ATA ACA GAA GAA GTG GTA TTC TAC CCA GAG ACA AAA CAT ATG 4069
Ser Tyr Ile Thr Glu Glu Val Val Phe Tyr Pro Glu Thr Lys His Met
1120 1125 1130
TGG GTA GAG GTG AGT GAA TCC GAA GGT TCA TTC TAT ATA GAC AGT ATT 4117
Trp Val Glu Val Ser Glu Ser Glu Gly Ser Phe Tyr Ile Asp Ser Ile
1135 1140 1145 1150
GAG TTT ATT GAA ACA CAA GAG TAGAAGAGGG GGATCCTAAC GTATAGCAAC 4168
Glu Phe Ile Glu Thr Gln Glu
1155
TATGAGAGGA TACTCCGTAC AAACAAAGAT TAAAAAAAGG TAAAATGAAT AGAACCCCCT 4228
ACTGGTAGAA GGACCGATAG GGGGTTCTTA CATGAAAAAA TGTAGCTGTT TACTAAGGTG 4288
TATAAAAAAC AGCATATCTG ATAGAAAAAA GTGAGTACCT TATAAAGAAA GAATTC 4344

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Bacillus thuringiensis baktérium, azzal jellemez-
ve, hogy a kovetkezdk valamelyike:

a BTS02617A torzs, amelynek letéti szama
BCCM-LMG P-12592, a BTS02618A torzs, amelynek
letéti szama BCCM-LMG P-12593, a BTS02654B
torzs, amelynek letéti szama BCCM—-LMG P-12594, a
BTS02652E torzs, amelynek letéti szama BCCM-LMG
P-13493.

2. Rovarirté hatasu protein, azzal jellemezve, hogy
aminosavszekvencidja tartalmazza a 4. azonosit6 szamu
szekvencia szerinti aminosavszekvencia 1-658. helyze-
td aminosavaibdl all6 szekvenciat, a 4. azonosité szamu
szekvencia szerinti aminosavszekvencia 44—658. hely-
zetli aminosavaibol allo szekvenciat vagy a 4. azonositd
szamG szekvencia szerinti aminosavszekvencia
165-658. helyzetl aminosavaibol allo szekvenciat.

3. A 2. igénypont szerinti rovarirté hatasu protein,
azzal jellemezve, hogy aminosavszekvenciaja a 4. azo-
nositd szami szekvencia szerinti aminosavszekvencia
1-1157. helyzetli aminosavaibol all6 szekvenciat tartal-
mazza,

4. DNS, azzal jellemezve, hogy nukleotidszekven-
cigjaa 2. vagy 3. igénypont barmelyike szerinti proteint
kéodolja.

5. A 4. igénypont szerinti DNS, azzal jellemezve,
hogy nukleotidszekvencidja a 4. azonosit6é szamu szek-
vencia szerinti nukleotidszekvencia 797-2641. helyze-
ti nukleotidjaibol allé nukleotidszekvenciat tartal-
mazza.

6. A 4. vagy 5. igénypont szerinti DNS, azzal jelle-
mezve, hogy egy kiméra génben van jelen, amely kimé-
ra gén egy olyan promoterszakaszt tartalmaz, amely ké-

25

30

35

40

45

50

55

21

pes a nevezett DNS-nek egy novényi sejtbe valo éatira-
sara.

7. A 4-6. igénypontok barmelyike szerinti DNS, az-
zal jellemezve, hogy médositott kodonhasznalati DNS-
t tartalmaz.

8. Rovarirtd készitmény Lepidopterak ellen, azzal
jellemezve, hogy a készitmény hatéanyagként az 1.
igénypont szerinti baktériumot, a 2. igénypont szerinti
proteint és/vagy a 3. igénypont szerinti proteint tartal-
mazza.

9. Eljaras kartékony rovarok elleni védekezésre, az-
zal jellemezve, hogy a rovart az 1. igénypont szerinti
baktériummal, a 2. vagy a 3. igénypont szerinti pro-
teinnel és/vagy a 8. igénypont szerinti készitménnyel
érintkeztetjiik.

10. Transzformalt novényi sejt, azzal jellemezve,
hogy az emlitett ndvényi sejt genomja a 6. vagy 7.
igénypont szerinti DNS-t tartalmazza.

11. Transzformalt névény vagy ndvénymag, azzal
Jellemezve, hogy egy sejtjében vagy tdbb sejtjében a 6.
vagy 7. igénypont szerinti DNS-t tartalmazza.

12. A 11. igénypont szerinti ndvény vagy mag, az-
zal jellemezve, hogy a kovetkezOk valamelyike: gya-
pot, kukorica, paradicsom, dohény, repce, lucerna, nap-
raforgo, salata, burgonya, rizs, szdja, Brassica faj és cu-
korrépa.

13. Eljaras kartékony rovarok, kiilondsen pedig
Agrotis ipsilon, Spodoptera exigua, Spodoptera litto-
ralis, Spodoptera frugiperda, Mamestra brassica, Helio-
this virescens, Ostrimia nubilalis és Plutella xylostella
elleni védekezésre, azzal jellemezve, hogy a rovart az 1.
igénypont szerinti baktériummal, a 2. vagy 3. igény-
pont szerinti proteinnel és/vagy a 8. igénypont szerinti
készitménnyel érintkeztetjitk.
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