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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft vier neue Stdamme von Bacillus thuringiensis (den ,Stamm
BTS02617A", den ,Stamm BTS02618A", den ,Stamm BTS02654B" und den ,Stamm BTS02652E"), die jeweils
kristallisierte  Proteine (die ,BTS02617A-Kristallproteine”, die ,BTS02618A-Kristallproteine”, die
,BTS02654B-Kristallproteine" bzw. die ,BTS02652E-Kristallproteine") produzieren, die wahrend der Sporulati-
on in Kristalle (die ,BTS02617A-Kristalle", die ,BTS02618A-Kristalle", die ,BTS02654B-Kristalle" bzw. die
,BTS02652E-Kristalle") verpackt werden. Die Stamme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und
BTS02652E wurden gemal den Bestimmungen des Budapester Vertrags bei den ,Belgian Coordinated Coll-
ections of Microorganisms — Collection Laboratorium voor Microbiologie Belgium" ,BCCM-LMG", R. U. G., K.
Ledeganckstraat 35, B-9000 Gent hinterlegt.

[0002] Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine Insektizidzusammensetzung mit Wirkung gegen Lepidop-
tera, die den Stamm BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E als solche oder vorzugsweise
die BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- oder BTS02652E-Kristalle, Kristallproteine oder deren Wirk-
stoff(e) als aktiven Bestandteil enthalt.

[0003] Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Gen (das ,bTS02618A-Gen"), das in dem Genom der
Stamme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E vorhanden ist und das ein insektizides Pro-
tein (das ,BTS02618A-Protoxin") codiert, das in den BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- und
BTS02652E-Kristallen vorkommt. Das BTS02618A-Protoxin ist das Protein, das von den Stdmmen
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E produziert wird, bevor es in die entsprechenden
BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- und BTS02652E-Kristalle verpackt wird.

[0004] Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Toxin (das ,BTS02618A-Toxin"), das aus dem
BTS02618A-Protoxin (z. B. mittels Trypsinverdau) erhalten werden kann. Das BTS02618A-Toxin ist ein insek-
tizid wirksames Protein, das aus den BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- und BTS02652E-Kristallen, die
von dem Stamm BTS02617A, dem Stamm BTS02618A, dem Stamm BTS02654B bzw. dem Stamm
BTS02652E produziert werden. Dieses Toxin und sein Protoxin weisen eine starke Wirksamkeit gegen ver-
schiedenste Lepidoptera-Insekten, besonders gegen Noctuidae, insbesondere gegen Spodoptera und Agrotis
spp., jedoch auch gegen andere wichtige Lepidoptera-Insekten wie Pyralidae, besonders den Maiszinsler,
Ostrinia nubilalis, und Yponomeutidae, wie Plutella xylostella, auf. Dieses neue Charakteristikum des
BTS02618A-Protoxins und -Toxins (,(Pro-)Toxin"), also die Kombination der Wirkung gegen unterschiedliche
wirtschaftlich wichtige Insektenfamilien der Lepidoptera wie Noctuidae, Yponomeutidae und Pyralidae, bedeu-
tet, dass es sich bei diesem (Pro-)Toxin um eine Verbindung handelt, die sich ideal fir die Bekdmpfung von
verschiedensten Schadinsekten, dadurch dass diese Insekten mit dem (Pro-)Toxin, z. B. durch Spritzen oder
durch Exprimieren des bTS02618A-Gens in mit Pflanzen assoziierten Bakterien oder in Pflanzen eignet. Es
wird angenommen, dass das BTS02618A-Toxin den kleinsten Teil des BTS02618A-Protoxins darstellt, der in-
sektizid gegen Lepidoptera wirksam ist.

[0005] Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein chimares Gen, das fir die Transformation einer Pflan-
zenzelle verwendet werden kann und das die folgenden operativ verbundenen DNA-Fragmente enthalt:
1) einen Teil des bTS02618A-Gens (den ,insektizid wirksamen bTS02618A-Gen-Teil"), der einen insektizid
wirksamen Abschnitt des BTS02618A-Protoxins codiert, vorzugsweise einen verkirzten Teil des
bTS02618A-Gens (das ,verkirzte bTS02618A-Gen"), der nur das BTS02618A-Toxin codiert;
2) einen Promotor, der sich fur die Transkription des insektizid wirksamen bTS02618A-Genteils in einer
Pflanzenzelle eignet; sowie
3) geeignete 3'-Ende-Transkriptbildungs- und Polyadenylationssignale fir die Expression des insektizid
wirksamen bTS02618A-Genteils in einer Pflanzenzelle;

[0006] Dieses chimare Gen wird im Folgenden im Allgemeinen als ,chimares bTS02618A-Gen" bezeichnet.

[0007] Die vorliegende Erfindung betrifft auch:

1) eine Zelle (die ,transformierte Pflanzenzelle") einer Pflanze wie Mais oder Baumwolle, deren Genom mit
dem insektizid wirksamen bTS02618A-Genteil, vorzugsweise dem chimaren bTS02618A-Gen, transfor-
miert ist; sowie

2) eine Pflanze (die ,transformierte Pflanze"), die ausgehend von der transformierten Pflanzenzelle rege-
neriert wird oder aus den so regenerierten Pflanzen und ihren Samen hergestellt wird und deren Genom
den insektizid wirksamen bTS02618A-Genteil vorzugsweise das chimare bTS02618A-Gen, enthalt und die
gegen Lepidoptera resistent ist.
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[0008] Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin:
1) einen Mikroorganismus wie B. thuringiensis oder Pseudomonas spp., dessen Genom mit dem ganzen
bTS02618A-Gen bzw. einem Teil des bTS02618A-Gens transformiert ist; sowie
2) eine Mikroorganismenspore, die ein Genom enthalt, das mit dem ganzen bTS02618A-Gen bzw. einem
Teil des bTS02618A-Gens transformiert ist.

Allgemeiner Stand der Technik

[0009] Bei B. thuringiensis (,Bt") handelt es sich um ein grampositives Bakterium, das bei der Sporulation en-
dogene Kristalle bildet. Die Kristalle bestehen aus Proteinen mit einer spezifischen Toxizitat gegen Insekten-
larven. Die Einteilung dieser Kristallproteine und der entsprechenden Gene erfolgte aufgrund ihrer Struktur und
ihres insektiziden Spektrums (Hofte und Whiteley, 1989). Die vier Hauptklassen sind Lepidoptera-spezifische
Gene (cryl), Lepidoptera- und Dipteraspezifische Gene (cryll), Coleoptera-spezifische Gene (crylll) und Dipte-
ra-spezifische Gene (crylV).

[0010] Die Tatsache, dass traditionelle Submersfermentationstechniken zur Produktion von Bt-Sporen im gro-
Ren MaRstab verwendet werden kdnnen, macht Bt-Bakterien zu einer kommerziell attraktiven Quelle fur insek-
tizide Zusamensetzungen.

[0011] Es wurden daher Genfragmente aus manchen Bt-Stdmmen, die insektizide Proteine codieren, identi-
fiziert und in Pflanzengenome integriert, um die Pflanzen insektenresistent zu machen. Die Expression von sol-
chen Bt-Genfragmenten in Pflanzen ist jedoch kein einfacher Vorgang. Fir die optimale Expression eines in-
sektiziden Proteins in Pflanzenzellen wurde gefunden, dass es nétig ist, jedes Bt-Genfragment gentechnisch
spezifisch zu verandern, sodass es einen Teil eines Bt-Protoxins codiert, das eine wesentliche Toxizitat gegen
die Zielinsekten beibehalt (Europaische Patentanmeldung (,EPA") 86/300,291.1 und 88/402,115.5; US-Paten-
tanmeldung 821,582, eingereicht am 22. Januar 1986).

Kurze Darstellung der Erfindung

[0012] Gemal der vorliegenden Erfindung werden vier neue Bt-Stamme, namlich die Stamme BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E, bereitgestellt. Die BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- und
BTS02652E-Kristalle und -Kristallproteine, das BTS02618A-Protoxin und -Toxin, das von den Stammen wah-
rend der Sporulation produziert wird, und insektizid wirksame Abschnitte des BTS02618A-Protoxins, sowie
Aquivalente dieser Kristallproteine, dieses Protoxins, dieses Toxins und dieser insektizid wirksamen Protoxin-
abschnitte, in denen manche Aminosauren entfernt, ersetzt oder hinzugefliigt wurden, ohne die insektizide
Wirksamkeit des Proteins wesentlich zu beeinflussen, weisen jeweils eine insektizide Wirksamkeit auf und kon-
nen daher zu insektiziden Zusammensetzungen gegen Lepidoptera im Allgemeinen und besonders gegen
Noctuidae, wie Agrotis spp. (Erdeulen wie Agrotis ipsilon), Mamestra spp. (z. B. die Kohlschabe, Mamestra
brassica) und Spodoptera spp. (Heerwurm-Arten wie Spodoptera exigua, Spodoptera frugiperda, Spodoptera
littoralis und Spodoptera litura) gegen Pyralidae (z. B. den Maiszlinsler, Ostrinia nubilalis) und Yponomeutidae
(wie Plutella xylostella), die wichtige Schadlinge von verschiedenen 6konomisch wichtigen Kulturpflanzen wie
Mais, Baumwolle und vielen Gemisen wie Kohlgewachsen sind, formuliert werden.

[0013] Ebenfalls erfindungsgemals wird ein Pflanzenzellgenom mit dem insektizid wirksamen
bTS02618A-Genteil, vorzugsweise dem verkiirzten bTS02618A-Gen, oder einem Aquivalent davon wie einem
modifizierten synthetischen bTS02618A-Gen transformiert. Diese Transformation wird vorzugsweise mit dem
chimaren bTS02618A-Gen durchgefiihrt. Die erhaltene transformierte Pflanzenzelle kann zur Herstellung von
transformierten Pflanzen, Samen von transformierten Pflanzen und Pflanzenzellkulturen, die im Wesentlichen
aus den transformierten Zellen bestehen, verwendet werden. Die transformierten Zellen in manchen oder allen
Geweben der transformierten Pflanzen 1) enthalten den insektizid wirksamen bTS02618A-Genteil als stabiles
Insert in ihr Genom sowie 2) exprimieren den insektizid wirksamen bTS02618A-Genteil dadurch, dass sie ei-
nen insektizid wirksamen Abschnitt seines bTS02618A-Protoxins, vorzugsweise sein BTS02618A-Toxin, pro-
duzieren, wodurch die Pflanze gegen Lepidoptera resistent wird. Die erfindungsgemafen transformierten
Pflanzenzellen kénnen auch zur Herstellung, fir die Gewinnung, von solchen insektiziden Bt-Proteinen ver-
wendet werden.

[0014] Weiterhin wird gemal der vorliegenden Erfindung ein Verfahren bereitgestellt, mit dem eine Pflanze
resistent gegen Lepidoptera gemacht wird, dadurch, dass man das Pflanzenzellgenom mit dem insektizid wirk-
samen bTS02618A-Genteil, vorzugsweise dem verkiirzten bTS02618A-Gen, oder einem Aquivalent davon
transformiert. Diesbezuglich wird die Pflanzenzelle vorzugsweise mit dem chimaren bTS02618A-Gen transfor-
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miert.

[0015] Weiterhin werden erfindungsgemall das BTS02618A-Protoxin, die insektizid wirksamen Abschnitte
solch eines Protoxins und das BTS02618A-Toxin sowie funktionelle Teile des BTS02618A-Toxins, sowie das
bTS02618A-Gen, der insektizid wirksame bTS02618A-Genteil, das verkurzte bTS02618A-Gen und das chima-
re bTS02618A-Gen, sowie deren Aquivalente bereitgestellt, wobei solche Aquivalente &dquivalente DNAs sind,
die das BTS02618A-(Pro-)Toxin codieren, wobei die Codon-Verwendung der codierenden Sequenz so modi-
fiziert wurde, dass sie von einer Pflanze bevorzugt wird, und aquivalente DNAs, die ein Protein mit der insek-
tiziden Wirksamkeit des BTS02618A-Proteins codieren, die unter stringenten Bedingungen mit der DNA, die
das BTS02618A-Protoxin oder -Toxin codiert, hybridisieren.

[0016] Ebenfalls erfindungsgemaf wird eine DNA-Sequenz, und zwar entweder eine natirliche oder kinstli-
che DNA-Sequenz, die das BTS02618A-Protoxin oder insektizid wirksame Teile davon, wie das Toxin, codiert,
bereitgestellt.

[0017] Ebenfalls erfindungsgemal werden eine insektizide Zusammensetzung gegen Lepidoptera, beson-
ders Noctuidae, Pyralidae und Yponomeutidae, und ein Verfahren zur Bekdmpfung von Lepidoptera, beson-
ders Noctuidae, Pyralidae und Yponomeutidae, mit der insektiziden Zusammensetzung bereitgestellt, wobei
die insektizide Zusammensetzung den Stamm BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E, die
BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- oder BTS02652E-Kristalle und/oder -Kristallproteine oder das
BTS02618A-Protoxin, -Toxin und/oder insektizid wirksame Protoxinabschnitte oder ihre Aquivalente, wobei
solche Aquivalente Aquivalente des BTS02618A-Proteins sind, bei denen manche Aminoséauren entfernt, er-
setzt oder hinzugefligt wurden, ohne die insektizide Wirksamkeit des Proteins wesentlich zu beeinflussen, ent-
halt.

Genaue Beschreibung der Erfindung

[0018] Das BTS02618A-Protoxin der Erfindung kann auf traditionelle Weise aus dem am 2. Juli 1992 beim
BCCM-LMG mit der Hinterlegungsnummer LMG P-12592 hinterlegten Stamm BTS02617A, aus dem am 2. Juli
1992 beim BCCM-LMG mit der Hinterlegungsnummer LMG P-12593 hinterlegten Stamm BTS02618A, aus
dem am 2. Juli 1992 beim BCCM-LMG mit der Hinterlegungsnummer LMG P-12594 hinterlegten Stamm
BTS02654B oder aus dem am 1. Marz 1993 beim BCCM-LMG mit der Hinterlegungsnummer LMG P-13493
hinterlegten Stamm BTS02652E isoliert werden. So kénnen zum Beispiel die BTS02617A-, BTS02618A-,
BTS02654B- oder BTS02652E-Kristalle aus sporulierten Kulturen ihres jeweiligen Stamms isoliert werden
(Mahillon und Delcour, 1984) und das BTS02618A-Protoxin kann dann nach dem Verfahren von Hoéfte et al.
(1986) aus den Kristallen isoliert werden. Mit den Protoxinen kbnnen monoklonale oder polyklonale Antikérper,
die spezifisch fur das Protoxin sind, auf traditionelle Weise hergestellt werden (Hoéfte et al. 1988). Das
BTS02618A-Toxin kann durch Proteaseverdau (z. B. Trypsinverdau) des BTS02618A-Protoxins erhalten wer-
den.

[0019] Das bTS02618A-Gen kann auf traditionelle Weise isoliert werden. Das bTS02618A-Gen kann mittels
der in der am 22. Januar 1986 eingereichten US-Patentanmeldung 821,582 und in der EPA 86/300,291.1 und
88/402,115.5 (die hiermit durch Bezugnahme aufgenommen werden) beschriebenen Vorgehensweise in dem
Stamm BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E identifiziert werden. Das bTS02618A-Gen
wurde folgendermalen identifiziert: Verdau von Gesamt-DNA aus einem der genannten Stdmme mit Restrik-
tionsenzymen; Grolkentrennung der so hergestellten DNA-Fragmente in DNA-Fraktionen von 5 bis 10 KB; Li-
gation dieser Fraktionen mit Kloniervektoren; Durchmustern der mit den Kloniervektoren transformierten E. coli
mit einer DNA-Sonde, die aus einer Region des crylG-Gens konstruiert wurde (Smulevitch et al., 1991; Gleave
etal., 1992).

[0020] Der Begriff ,bTS02618A-Gen" beinhaltet im vorliegenden Zusammenhang eine DNA-Sequenz, die das
BTS02618A-Protoxin oder -Toxin oder funktionell aquivalente Varianten davon codiert. Aufgrund des degene-
rierten genetischen Codes kénnen manche Aminosaurecodons durch andere ersetzt werden, ohne dass die
Aminosauresequenz des Proteins geandert wird. Weiterhin kénnen manche Aminosauren durch andere aqui-
valente Aminosauren ersetzt werden, ohne die insektizide Wirksamkeit des Proteins wesentlich zu verandern.
Veranderungen in Bezug auf die Aminosaurezusammensetzung in Regionen des Molekils, die sich von den-
jenigen, die fur Bindung und Toxizitdt verantwortlich sind, unterscheiden, verursachen auch weniger wahr-
scheinlich einen Unterschied in Bezug auf die insektizide Wirksamkeit des Proteins. Solche Aquivalente des
Gens beinhalten DNA-Sequenzen, die mit der DNA-Sequenz des BTS02618A-Toxins oder -Protoxins der SEQ
ID. Nr. 4 hybridisieren und ein Protein mit den gleichen insektiziden Eigenschaften wie das erfindungsgemalfe
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BTS02618A-(Pro-)Toxin codieren. In diesem Zusammenhang bedeutet der Begriff ,,Hybridisierung" traditionel-
le Hybridisierungsbedingungen, am starksten bevorzugt stringente Hybridisierungsbedingungen.

[0021] Im vorliegenden Zusammenhang bedeutet der Begriff ,funktionelle Teile des BTS02618A-Toxins" jeg-
liche(n) Teil(e) oder Domane(n) des Toxins mit einer spezifischen Struktur, der die auf ein anderes (Bt-)Protein
Ubertragen werden kann/kénnen, um ein neues Hybridprotein mit mindestens einer funktionellen Eigenschaft
(z. B. den Bindungs- und/oder Toxizitatseigenschaften) des BTS02618A-Toxins bereitzustellen (Ge et al.,
1991). Solche Teile kbnnen ein wesentliches Merkmal des Hybrid-Bt-Proteins mit den Bindungs- und/oder To-
xizitatseigenschaften des BTS02618A-Proteins bilden. Solch ein Hybridprotein kann Uber einen erweiterten
Wirtsbereich oder eine verbesserte Toxizitat verfiigen und/oder kann in einer Strategie zur Verhinderung der
Entwicklung einer Resistenz von Insekten verwendet werden (Europaische Patentschrift (,EP") 408 403; Vis-
ser et al., 1993).

[0022] Die aus Gesamt-DNA des Stamms BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E herge-
stellten 5- bis 10-KB-Fragmente kénnen jedoch auch in geeignete Expressionsvektoren ligiert und in E. coli
transformiert werden, und die Klone kénnen anschlieRend nach traditionellen Kolonie-lmmunsondierungsme-
thoden (French et al., 1986) mit monoklonalen oder polyklonalen Antikdrpern, die gegen das BTS02618A-To-
xin erzeugt wurden, auf Expression des Toxins durchmustert werden.

[0023] Die aus Gesamt-DNA des Stamms BTS02617R, BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E herge-
stellten 5- bis 10-KB-Fragmente kénnen auch in geeignete Bt-Zwischenvektoren (Lereclus et al., 1992) ligiert
und in eine Kristallminus-Bt-Mutante transformiert werden. Die Klone werden dann auf Produktion von Kristal-
len (Nachweis unter dem Mikroskop) oder Kristallproteinen (Nachweis mittels SDS-PAGE) durchmustert.

[0024] Das so identifizierte bTS02618A-Gen wurde auf traditionelle Weise (Maxam und Gilbert, 1980) se-
quenziert, wodurch man zur DNA-Sequenz gelangte. Durch Hybridisierung in Southern-Blots und Sequenzver-
gleich wurde gezeigt, dass sich dieses Gen von zuvor beschriebenen Genen, die Protoxine und Toxine mit Ak-
tivitat gegen Lepidoptera codieren, unterscheidet (H6fte und Whiteley, 1989).

[0025] Ein insektizid wirksamer Teil des bTS02618A-Gens, der fir einen insektizid wirksamen Abschnitt sei-
nes Protoxins codiert, und ein verkirzter Teil des Gens, der nur sein Toxin codiert, kdnnen auf traditionelle Wei-
se nach Sequenzanalyse des Gens hergestellt werden. Die Aminosauresequenz des BTS02618A-Protoxins
und -Toxins wurde aus der DNA-Sequenz des bTS02618A-Gens und des verkirzten bTS02618A-Gens be-
stimmt. Unter ,einem insektizid wirksamen Teil" oder ,einem Teil" des bTS02618A-Gens versteht man eine
DNA-Sequenz, die ein Polypeptid codiert, das weniger Aminosauren als das BTS02618A-Protoxin aufweist,
jedoch noch toxisch fiir Lepidoptera ist.

[0026] Um das ganze bTS02618A-Gen oder einen insektizid wirksamen Teil davon, oder ein aquivalentes
Gen, in E. coli, in anderen Bt-Stdammen und in Pflanzen zu exprimieren, kdnnen geeignete Restriktionsstellen
eingefiuhrt werden, die jedes Gen bzw. jeden Genteil flankieren. Dies kann mittels gut bekannter Vorgehens-
weisen durch ortsgerichtete Mutagenese erfolgen (Stanssens et al., 1989; White et al., 1989). Fir eine verbes-
serte Expression in Pflanzen kann es bevorzugt sein, die Codonverwendung des bTS02618A-Gens oder des
insektizid wirksamen bTS02618A-Genteils zu modifizieren und so ein(en) aquivalentes/en, modifiziertes/en
oder kiinstliches/en Gen bzw. Genteil gemafl den PCT-Verdéffentlichungen WO 91/16432 und WO 93/09218;
EP 0,358,962 und EP 0,359,472 zu bilden. Zur Erzielung einer verbesserten Expression in monokotylen Pflan-
zen wie Mais kann dem chimaren bTS02618A-Gen auch ein Monokotyledonen-Intron hinzugefligt werden, und
die DNA-Sequenz des bTS02618A-Genteils kann auf translationell neutrale Weise weiter dahingehend veran-
dert werden, um moglicherweise hemmend wirkende DNA-Sequenzen, die in dem Genteil vorhanden sind,
mittels ortsgerichteter Introninsertion und/oder durch Einflihrung von Veranderungen in Bezug auf die Codon-
verwendung, z. B. Anpassung der Codonverwendung auf diejenige, die von der jeweiligen Pflanze am starks-
ten bevorzugt ist (Murray et al., 1989), ohne die codierte Aminosauresequenz wesentlich zu verandern, zu mo-
difizieren.

[0027] Der insektizid wirksame bTS02618A-Genteil oder sein Aquivalent, vorzugsweise das chimare
bTS02618A-Gen, der einen insektizid wirksamen Abschnitt des BTS02618A-Protoxins codiert, kann auf tradi-
tionelle Weise stabil in das Kerngenom einer einzelnen Pflanzenzelle eingeschleust werden und die so trans-
formierte Pflanzenzelle kann auf traditionelle Weise zur Herstellung einer transformierten Pflanze, die insek-
tenresistent ist, verwendet werden. Diesbeztiglich kann fir die Transformation der Pflanzenzelle ein entwaff-
netes Ti-plasmid, das den insektizid wirksamen bTS02618A-Genteil enthalt, in Agrobacterium tumefaciens
verwendet werden, und eine transformierte Pflanze kann anschlieend unter Verwendung der zum Beispiel in
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EP 0,116,718, EP 0,270,822, PCT-Verdffentlichung WO 84/02,913 und Europaische Patentanmeldung (,EPA")
87/400,544.0 (die ebenfalls hiermit durch Bezugnahme aufgenommen sind) sowie bei Gould et al. (1991) be-
schriebenen Verfahren aus der transformierten Pflanzenzelle regeneriert werden. Bevorzugte Tiplasmid-Vek-
toren enthalten jeweils den insektizid wirksamen bTS02618A-Genabschnitt zwischen den Border-Sequenzen
oder zumindest auf der linken Seite der rechten Border-Sequenz der T-DNA des Ti-plasmids. Naturlich kénnen
fur die Transformation der Pflanzenzelle andere Arten von Vektoren verwendet werden, wobei man Verfahren
wie den direkten Gentransfer (wie zum Beispiel in EP 0,233,247 beschrieben), die durch Pollen vermittelte
Transformation (wie zum Beispiel in EP 0,270,356, PCT-Veroffentlichung WO 85/01856 und US-Patent
4,684,611 beschrieben), die durch Pflanzen-RNA-Viren vermittelte Transformation (wie zum Beispiel in EP
0,067,533 und US-Patent 4,407,956 beschrieben), die durch Liposomen vermittelte Transformation (wie zum
Beispiel in US-Patent 4,536,475 beschrieben) und andere Verfahren, wie die in jingster Zeit beschriebenen
Verfahren fiir die Transformation gewisser Maislinien (Fromm et al., 1990; Gordon-Kamm et al., 1990) und
Reislinien (Shimamoto et al., 1989; Datta et al., 1990) beschriebenen Verfahren und das in jlingster Zeit be-
schriebene Verfahren flr die Transformation von monokotylen Pflanzen im Allgemeinen (PCT-Veréffentlichung
WO 92/09696) verwendet.

[0028] Mit der erhaltenen transformierten Pflanze kann man in einem traditionellen Pflanzenziichtungssche-
ma mehr transformierte Pflanzen mit den gleichen Eigenschaften herstellen oder den insektizid wirksamen
bTS02618A-Genteil in andere Sorten der gleichen Pflanzenart bzw. von verwandten Pflanzenarten einschleu-
sen. Samen, die von den transformierten Pflanzen erhalten werden, enthalten den insektizid wirksamen
bTS02618A-Genteil als stabiles Insert im Genom. Zellen der transformierten Pflanze kénnen auf traditionelle
Weise kultiviert werden, und so den insektizid wirksamen Abschnitt des BTS02618A-Protoxins, insbesondere
das BTS02618A-Toxin, zu produzieren, das fir die Verwendung in traditionellen Insektizidzusammensetzun-
gen gegen Lepidoptera gewonnen werden kann (US-Patentanmeldung 821,582; EPA 86/300291.1).

[0029] Der insektizid wirksame bTS02618A-Genteil, vorzugsweise das verkirzte bTS02618A-Gen, wird so in
ein Pflanzenzellgenom eingeschleust, dass das eingeschleuste Gen stromabwarts (also in 3'-Richtungen) von
einem Promotor sowie unter der Kontrolle eines Promotors, der die Expression des Genteils in der Pflanzen-
zelle steuern kann, ist. Dies wird vorzugsweise dadurch erzielt, dass man das chimare bTS02618A-Gen in das
Pflanzenzellgenom einschleust. Zu bevorzugten Promotoren zahlen: die starken konstitutiven 35S-Promoto-
ren (die ,35S-Promotoren") des Blumenkohlmosaikvirus der Isolate CM 1841 (Gardner et al., 1981), Cabb-S
(Franck et al., 1980) und CabbB-JI (Hull und Howell, 1987); sowie der TR1'-Promotor und der TR2'-Promotor
(der ,der TR1'-Promotor" bzw. ,TR2'-Promotor"), die die Expression der Gene 1' bzw. 2' der T-DNA vorantrei-
ben (Velten et al., 1984). Es kann jedoch auch ein Promotor verwendet werden, der nicht konstitutiv ist, son-
dern vielmehr fir ein oder mehrere Gewebe oder Organe der Pflanze spezifisch ist (z. B. fiir Blatter und/oder
Wourzeln), wodurch der eingeschleuste bTS02618A-Genteil nur in Zellen des bzw. der spezifischen Gewebe(s)
oder Organ(e) exprimiert wird. So konnte der insektizid wirksame bTS02618A-Genteil dadurch selektiv in den
Blattern einer Pflanze (z. B. Mais, Baumwolle) exprimiert werden, dass man den insektizid wirksamen Genteil
unter die Kontrolle eines lichtinduzierbaren Promotors, wie des Promotors des Gens fiir die kleine Untereinheit
der Ribulose-1,5-Bisphosphatcarboxylase, der Pflanze selbst oder einer anderen Pflanze, wie Erbse, wie in
US-Patentanmeldung 821,582 und EPA 86/300,291.1 beschrieben, stellt.

[0030] Eine weitere Méglichkeit besteht darin, einen Promotor zu verwenden, dessen Expression induzierbar
ist (z. B. durch Temperatur oder chemische Faktoren).

[0031] Der insektizid wirksame bTS02618A-Genteil wird so in das Pflanzengenom eingeschleust, dass der
eingeschleuste Genteil stromaufwarts (also in 5'-Richtung) von geeigneten Transkriptionsregulationssignalen
am 3'-Ende (also Transkriptbildungs- und Polyadenylationssignalen) liegt. Dies wird vorzugsweise dadurch er-
zielt, dass man das chimare bTS02618A-Gen in das Pflanzenzellgenom einschleust. Zu bevorzugten Polya-
denylations- und Transkriptbildungssignalen zahlen diejenigen des Octopinsynthasegens (Gielen et al., 1984)
und des T-DNA-Gens 7 (Velten und Schell, 1985), die als 3'-untranslatierte DNA-Sequenzen in transformierten
Pflanzenzellen agieren.

[0032] Der insektizid wirksame bTS02618A-Genteil kann gewlinschtenfalls in das Pflanzengenom als Hyb-
ridgen (EPA 86/300,291.1; Vaeck et al., 1987) unter der Kontrolle des gleichen Promotors wie ein selektierba-
res Markergen, wie das neo-Gen (EP 0,242,236), das Kanamycinresistenz codiert, eingeschleust werden, so
dass die Pflanze ein Fusionsprotein exprimiert.

[0033] Das ganze bTS02618A-Gen oder ein Teil davon, das bzw. der ein Protein gegen Lepidoptera codiert,
kann auch fur die Transformation von anderen Bakterien, wie ein B. thuringiensis mit insektizider Wirksamkeit
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gegen Lepidoptera oder Coleoptera, transformieren. So kann ein transformierter Bt-Stamm hergestellt werden,
der sich fir die Bekampfung von verschiedensten Lepidoptera- und Coleoptera-Schadinsekten oder fiir die Be-
kadmpfung von weiteren Lepidoptera-Schadinsekten eignet. Die Transformation von Bakterien mit dem ganzen
bTS02618A-Gen oder einem Teil davon, das bzw. der in ein geeignetes Klonierungskonstrukt eingebaut ist,
kann auf traditionelle Weise erfolgen, vorzugsweise unter Verwendung von traditionellen Elektroporationstech-
niken wie bei Mahillon et al. (1989) und in PCT-Patent-Schrift WO 90/06999 beschrieben.

[0034] Der Stamm BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E kann auch mit dem ganzen oder
einem insektizid wirksamen Teil von einem oder mehreren fremden Bt-Genen transformiert werden, zum Bei-
spiel dem bt18-Gen (EP 0,358,557) oder einem anderen Bt-Gen, das fiir ein Protein gegen Lepidoptera codiert;
und dem bt109P-Gen (PCT-Schrift WO 91/16433), das flir ein Protein gegen Coleoptera codiert. So kann ein
transformierter Bt-Stamm erzeugt werden, der sich fir die Bekdmpfung von noch mehr Schadinsekten (z. B.
Coleoptera und/oder weiteren Lepidoptera) eignet.

[0035] Die Transformation des Stamms BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E mit dem
ganzen Fremd-Bt-Gen oder einem Teil eines Fremd-Bt-Gens, das bzw. der in ein traditionelles Klonierkonstrukt
eingebaut ist, kann auf gut bekannte Weise, vorzugsweise mit traditionellen Elektroporationstechniken (Chas-
sy et al., 1988) oder anderen Verfahren, z. B. wie von Lereclus et al. (1992) beschrieben, durchgefihrt werden.

[0036] Jeder der Stamme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E kann fiir eine hohe Zel-
lernte auf traditionelle Weise fermentiert werden (Dulmage, 1981; Bernhard und Utz, 1993). Unter geeigneten
Bedingungen, die gut bekannt sind (Dulmage, 1981), sporulieren die Stamme BTS02617A, BTS02618A,
BTS026548 und BTS02652E jeweils unter Bildung von Kristallproteinen, die das BTS02168A-Protoxin in hoher
Ausbeute enthalten.

[0037] Eine erfindungsgemalie insektizide Zusammensetzung, insbesondere eine Zusammensetzung gegen
Lepidoptera kann auf traditionelle Weise unter Verwendung des Stamms BTS02617A, BTS02618A,
BTS02654B oder BTS02652E oder vorzugsweise ihrer jeweiligen Kristalle, Kristallproteine oder des
BTS02168A-Protoxins, -Toxins oder dessen insektizid wirksamen Protoxinabschnitts als Wirkstoff gemeinsam
mit geeigneten Tragern, Verdinnungsmitteln, Emulgatoren und/oder Dispergiermitteln (z. B. wie von Bernhard
und Utz, 1993 beschrieben) formuliert werden. Diese Insektizidzusammensetzung kann als Spritzpulver, Pel-
lets, Granulat oder Staub oder als flissige Formulierung mit wassrigen oder nichtwassrigen Losungsmitteln als
Schaum, Gel, Suspension, Konzentrat usw. formuliert werden. Die Konzentration der BTS02617A-,
BTS02618A-, BTS02654B- oder BTS02652E-Stamms, -Kristalls, -Kristallproteins oder des BTS02618A-Pro-
toxins, -Toxins oder dessen insektizid wirksame Protoxinabschnitte in solch einer Zusammensetzung hangen
von der Art der Formulierung und dem Verwendungszweck ab. Im Allgemeinen kann eine Insektizidzusam-
mensetzung der vorliegenden Erfindung dazu verwendet werden, um ein Feld mit jeder Ausbringung der Zu-
sammensetzung 2 bis 4 Wochen gegen Lepidoptera zu schiitzen. Fir eine langere Schutzdauer (z. B. eine
ganze Wachstumsperiode) sollten zusatzliche Mengen der Zusammensetzung von Zeit zu Zeit ausgebracht
werden.

[0038] Ein erfindungsgemales Verfahren fiir die Bekdmpfung von Insekten, insbesondere Lepidoptera, um-
fasst vorzugsweise, dass man einen zu schitzenden Standort (Bereich) mit einer insektiziden Menge des/der
BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- oder BTS02652E-Stands, -Sporen, Kristalle -Kristallproteine oder
des BTS02168A-Protoxins, -Toxins oder dessen insektizid wirksamen Protoxinabschnitten, vorzugsweise des
BTS02168A-Toxins, behandelt (z. B. spritzt). Der zu schutzende Standort kann zum Beispiel den Lebensraum
der Schadinsekten oder wachsendes Pflanzenmaterial oder einen Ort, an dem Pflanzenmaterial angebaut
werden soll, beinhalten.

[0039] Zur Gewinnung des BTS02618A-Protoxins oder -Toxins kénnen Zellen des Stamms BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E auf traditionelle Art auf einem geeigneten Kulturmedium gezuchtet
und dann auf geeignete Weise, wie durch Enzymabbau oder Detergentien oder dergleichen lysiert werden.
Das Protoxin kann anschlieRend nach Standardmethoden wie Chromatographie, Extraktion, Elektrophorese
oder dergleichen abgetrennt und gereinigt werden. Das Toxin kann dann durch Trypsinverdau des Protoxins
gewonnen werden.

[0040] Die BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- oder BTS02652E-Zellen kénnen auch geerntet und
dann intakt, und zwar lebend oder tot, vorzugsweise getrocknet, auf den zu schitzenden Standort aufgebracht
werden. Diesbezuglich wird bevorzugt, dass ein gereinigter BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- oder
BTS02652E-Stamm (lebend oder tot) verwendet wird, insbesondere eine Zellmasse, die 90,0 bis 99,9% des
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BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- oder BTS02652E-Stammes ist.

[0041] Die BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- oder BTS02652E-Zellen, -Kristalle oder -Kristallproteine
oder das BTS02618A-Protoxin, -Toxin oder dessen insektizid wirksamer Protoxinabschnitt kbnnen in einer in-
sektiziden Zusammensetzung auf verschiedene Art und Weise mit einer beliebigen Anzahl traditioneller Zu-
satzmittel, nal® oder trocken, je nach Verwendungszweck formuliert werden. Zusatzstoffe kbnnen Netzmittel,
Detergentien, Stabilisatoren, Haftmittel, Spreizmittel und Streckmittel beinhalten. Beispiele fir solch eine Zu-
sammensetzung beinhalten Pasten, Staubemittel, Spritzpulver, Granulate, Kéder und Aerosol-Sprays. Ge-
meinsam mit den BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- oder BTS02652E-Zellen, -Kristallen oder -Kristall-
proteinen oder dem BTS02618A-Protoxin, -Toxin oder dessen insektizid wirksamen Protoxinabschnitten kén-
nen auch andere Bt-Zellen, -Kristalle, -Kristallproteine, -Protoxine, -Toxine oder insektizid wirksame
BTS02618A-Protoxinabschnitte und andere Insektizide, sowie Fungizide, Biozide, Herbizide und Diinger ver-
wendet werden, um zusétzliche Vorteile oder Nutzen zu erzielen. Solch eine insektizide Zusammensetzung
kann auf traditionelle Weise hergestellt worden, und di Menge an verwendeten BTS02617A-, BTS02618A-,
BTS02654B- oder BTS02652E-Zellen, -Kristallen oder -Kristallproteinen oder des BTS02618A-Protoxins, -To-
xins oder insektizid wirksamen BTS02618A-Protoxinabschnitts hangt von verschiedenen Faktoren ab, wie
dem zu bekdmpfenden Schadinsekt, der verwendeten Zusammensetzung, der Natur des Orts, auf den die Zu-
sammensetzung aufgebracht werden soll, sowie den vorherrschenden Wetterbedingungen. Im Allgemeinen
wird die Konzentration des BTS02618A-Protoxins, der insektizid wirksamen BTS02618A-Protoxinabschnitte
oder des BTS02618A-Toxins mindestens ungefahr 0,1 Gew.-% der Formulierung bis ungefahr 100 Gew.-% der
Formulierung, 6fter ungefahr 0,15 Gew.-% bis ungefahr 0,8 Gew.-% der Formulierung, betragen.

[0042] In der Praxis kann manchen Insekten das BTS02618A-Protoxin, -Toxin, der insektizid wirksame
BTS02618A-Protoxinabschnitt oder Mischungen davon an dem geschuitzten Ort verabreicht werden, also an
einem Ort, wo solch ein Protoxin, Toxin und/oder insektizid wirksamer Protoxinabschnitt aufgebracht worden
ist. Manchen Insekten koénnen jedoch intakte, lebende Zellen des Stamms BTS02617A, BTS02618A,
BTS02654B oder BTS02652E oder der Transformanten verabreicht werden, so dass die Insekten einen Teil
des Protoxins des Stamms nahrungsmafig aufnehmen und absterben oder geschadigt werden.

[0043] Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. Die in den Beispielen erwadhnte Abbildung und Se-
quenzbeschreibung lautet:

Abb. 1

[0044] Southern-Blot-Analyse von mit Alul verdauter Gesamt-DNA des BTS02618A-Stamms HD 127 (Bahn
1), des Stamms BTS02618A (Bahn 2), des Bt-Stamms BTS02459 (der crylA(c), 81k, crylC und crylE enthalt,
Bahn 3) und des Bt-Stamms BTS02480E (der die gleichen Gene wie HD-127 enthalt, Bahn 4) mit einer Mi-
schung von DNA-Sonden flir cryl-Kristallproteingene, darunter auch die crylG-Sonde (SEQ ID Nr. 1). Jede
Bande entspricht einem bestimmten Kristallproteingen. Mit diesen Sonden stellt sich heraus, dass der Stamm
BTS02618A das crylA(b)-Gen und ein neues Gen, namlich das bTS02618A-Gen, das mittels eines ungefahr
530 Bp Alul-Fragments, das mit der crylG-Sonde von SEQ ID Nr. 1 hybridisiert, identifiziert wird, enthalt. Die
Bezeichnungen der anerkannten cryl-Gene sowie die Gréf3e von manchen Fragmenten sind angegeben. Das
bTS02618A-Gen ist durch drei Sternchen erkenntlich gemacht; ,?" bedeutet ein unbekanntes Genfragment.

Sequenzbeschreibung

[0045] SEQ ID Nr. 1 — Nukleotidsequenz der fiir die Isolation des bTS02618A-Gens verwendeten DNA-Son-
de. Diese Sonde leitet sich von einem Teil der crylG-DNA-Sequenz ab und ist zu den Nukleotiden 2732-2750
der von Smulevitch et al. (1991) beschriebenen DNA-Sequenz komplementar.

[0046] SEQ ID Nr. 2 — Die in 5'-Richtung gelegene Nukleotidteilsequenz des bTS02618A-Gens, die das mut-
malliche Translationsinitiationscodon in Nukleotidposition 195-197 umfasst.

[0047] SEQID Nr. 3-Die in 3'-Richtung gelegene Nukleotidteilsequenz des bTS02618A-Gens (N: unbekann-
tes Nukleotid), die das mutmalliche Translationsstopcodon in Nukleotdposition 1146-1148 umfasst.

[0048] SEQ ID Nr. 4 — Nukleotidteilsequenz des bTS02618A-Gens und translatierte Aminosauresequenz des
BTS02618A-Protoxins. Das offene Leseraster des Protoxins erstreckt sich von Nukleotid 668 bis Nukleotid
4141. Das Translationsinitiationscodon liegt in Nukleotidposition 668—-670, das Translationsstopcodon in Nuk-
leotidposition 4139-4141.
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[0049] Falls in den Beispielen nicht anders erwahnt, werden alle Vorgehensweisen fir die Herstellung und
Manipulation von rekombinanter DNA nach den in Sambrook et al. beschriebenen Standardvorgehensweisen
durchgefiihrt.

[0050] Molecular Cloning — A Laboratory Manual, Zweite Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY
(1989).

Beispiel 1: Charakterisierung der Stdamme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E

[0051] Der Stamm BTS02617A, BTS02618A und BTS02654B wurde aus Getreidestaub, der in Cadlan, Pro-
vinz Bicol, Philippinen, entnommen wurde, isoliert und bei der BCCM-LMG am 2. Juli 1992 mit den Hinterle-
gungsnummern LMG P-12592, LMG P-12593 bzw. LMG P-12594 hinterlegt. Der Stamm BTS02652E wurde
ebenfalls von Getreidestaub von den Philippinen isoliert und am 1. Marz 1993 bei der BCCM-LMG mit den Hin-
terlegungsnummern LMG P-13493 hinterlegt.

[0052] Jeder Stamm kann aus traditionellen Standardmedien, vorzugsweise T,-Medium (Trypton 3 g/l, Tryp-
tose 2 g/l, Hefeextrakt 1,5 g/I, 5 mg MnCl,, 0,05 M Na,PO,, pH 6,8 und 1,5% Agar), vorzugsweise bei 28°C,
gezlchtet werden. Fir die Langzeitlagerung wird bevorzugt, dass gleiche Volumina einer Sporen-Kristallsus-
pension und 50%igem Glycerin vermischt werden und diese Mischung bei —70°C aufbewahrt oder als Spo-
ren-Kristallsuspension lyophilisiert wird. Fiir die Sporulation bevorzugt man 48 Stunden Wachstum auf T,-Me-
dium bei 28°C und anschlieftend Lagerung bei 4°C. Wahrend der vegetativen Phase kann jeder Stamm auch
unter fakultativ-anaeroben Bedingungen geziichtet werden, eine Sporulation findet jedoch nur unter aeroben
Bedingungen statt.

[0053] Die Sterilisation jedes Stamms erfolgt durch 20 minitige Behandlung im Autoklaven bei 120°C (1 Bar
Druck). Durch solch eine Behandlung werden die Sporen und die BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B-
und BTS02652E-Protoxine vollstandig inaktiviert. Die Sporen werden auch durch UV-Strahlung (254 nm) inak-
tiviert.

[0054] Nach eintagiger Kultivierung auf Nutrient-Agar (,NA", Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA) bilden die
Kolonien jedes der Stamme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E opake weilke Kolonien
mit unregelmaligen Randern. Zellen von jedem Stamm (grampositive Stabchen mit einer GréRe von 1,7 x
5,6-7,7 pym) sporulieren nach 48 Stunden Kultur auf T,-Agar bei 28°C. Die wahrend der Sporulation produzier-
ten Kristallproteine werden in Kristalle der Stamme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E
verpackt. Auflergewdhnlich ist, dass nach der Sporulation das Kristall an der Spore haften bleibt.

[0055] Der Bt-Serotyp der Stamme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E wurde als Sero-
typ tolworthi H9 fur alle diese Stdmme bestimmt, was durch traditionelle Serotypbestimmungsverfahren, wie
sie vom WHO Collaborating Center for Entomopathogenetic Bacillus durchgefiihrt werden, bestimmt wurde.

Beispiel 2: Insektizide Wirksamkeit der Stdmme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E und
des BTS02618A-Protoxins gegen Noctuidae spp., Yponomeutidae spp und Pyralidae spp.

[0056] Die Toxizitatstests wurden an neu geschlipften Larven (bei Plutella xylostella wurden Larven des drit-
ten Stadiums verwendet) durchgefiihrt, denen ein Kunstfutter, das schichtenweise mit Sporenkristalimischun-
gen von einem der Stdmme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E oder dem
BTS02618A-Protoxin oder -Toxin durchsetzt war, verabreicht wurde. Das Kunstfutter wurde in Napfchen von
Costar-Platten mit 24 Napfchen verabreicht. Das Futter war formaldehydfrei. 50 pl einer Probenverdiinnung
wurde auf die Oberflache des Futters aufgetragen und in einer sterilen Werkbank getrocknet. Fur die
LC,,-Tests wurden die Verdinnungen mit PBS-BSA-Puffer vorgenommen, und es wurden flinf Verdinnungen
aufgetragen. In jedes Napfchen wurden zwei Larven gesetzt, und pro Probenverdiinnung wurden 24 Larven
verwendet. Am finften Tag wurden die toten und lebenden Larven von M. brassica, S. frugiperda, H. virescens,
O. nubilalis, Plutella xyostella und S. exiqua ausgezahlt und am sechsten Tag wurden die toten und lebenden
Larven von A. ipsilon und S. littoralis ausgezahit. Die LC,,- und LC4-Werte (die Konzentrationen, die erforder-
lich sind, um 50% bzw. 95% der gepriften Insekten abzutéten, in Anzahl Sporen/Kristalle/cm? oder ng (Pro-)To-
xin/cm? ausgedriickt) wurden mittels Probit-Analyse (Finney, 1971) berechnet, und die Ergebnisse sind unten
angegeben.
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Spodoptera littoralis

Versuch/Stamm 1 | LCs® LCy5® FLnin-max’ Steigung

Versuch 1
BTS02618A 2,4 7,7 1,5-3,4 3,2
HD 127°¢ 2,5 168 1,2-7,4 1,0

Versuch 2

BTS02618A 1,1 4 0,8-1,6 3,0
HD 127 21,2 133,7 14,4-31,9 2,0

2 10° Sporen/Kristalle pro cm?
® 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC-Werte
¢ von der Howard Dulmage Sammlung, am Northern Region Research Center, 1815 North University, Peoria,

Ill, USA. Kurator: Dr. L. Nakamura.

[0057] Versuche mit gereinigtem BTS02618A-Protoxin zeigen auch, dass dieses Protoxin eine signifikante
Toxizitat gegen S. littoralis-Larven aufweist.

Spodoptera exiqua

1. Kristall/Sporen-Mischungen

Versuch/Stamm LCs0? LCo5° FLmin-max’ Steigung
Versuch 1
BTS02618A 1,4 7,9 0,48-3,9 2,2
HD 127 8,2 163,5 5,1-15,7 1,3
Versuch 2
BTS02618A 1,2 3,56 0,91-1,57 3,5
BTS02617A 0,79 2,12 0,61-1,03 3,81
HD 127 3,5 44,2 1,36-11,5%* 1,5
Florbac 4,1 53,9 1,5-17,0* 1,47
BTS00170U° 5,1 46,5 1,83-24,4* 1,71
Versuch 3
Javelin® 23,12 | 195,7 14,6-56,7 1,77
Versuch 4
BTS02618A 1,07 2,91 0,83-1,39 3,8
BTS02617A 0,87 4,7 0,59-1,21 2,22
HD 127 4,7 56,9 1,85-18,7* 1,52
Florbac® 2,53 48,1 0,79-6,71* 1,29
BTS00170U 1,94 56,3 0,55-5,4~* 1,12
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2 10° Sporen/Kristalle pro cm?

® 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC,,-Werte; mit Sternchen gekennzeichnete Werte sind 90% Fiduzi-
al-Konfidenzintervall der LC,-Werte

¢ PCT-Patent-Schrift WO 90/06999

4 aus Javelin® isolierter Stamm (Sandoz, Lichtstrasse, Basel, Schweiz)

¢ Stamm von Florbac® (Novo Nordisk, Novo Alle, Bagsvaerd, Danemark)

2. Toxin/Protoxin-Assays

Stei-
ICP LCSOa LC9Sa FLmin—maxb
gung
BTS02618A | Protoxin| 26,6 100, 6 20,9-33,9 2,8
CryIC Toxin 68,9 313,2 50,5-94,1 2,5
CryID Toxin 118,6 | 870,6 | 82,7-170,0 1,9
2 nglcm?
® 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC,-Werte
Mamestra brassica
1. Kristall/Sporen-Mischungen
Versuch/Stamm LCso® | LCos® FLmin-max" Steigung
HD 127 37,8 297,6 17,8-91,1 1,8
BTS02652E 12,9 44,2 9,7-17,2 3,0
BTS02654B 14,2 60,5 10,8-19.9 2,6
2 10° Sporen/Kristalle pro cm?
® 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC,-Werte
2. Protoxin-Assays
Stei-
ICP I-ICSOa ]'-'C95a FLmin-maxb
gung

BTS02618A | Protoxin | 25,3 125,1 19,3-33,2 2,4

CryIC Protoxin | 22,0 62,9 16,3-29,6 3,6

CryIA(b) Protoxin | 162,4 7169 93,2-283,1 1,0

2 nglcm?
® 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC,-Werte
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Agrotis ipsilon

1. Kristall/Sporen-Mischungen

Stamm Mortalit&dt? | Gene®

Btgall.® 1/20 cryIF, cryIG, cryII, 81k

HD 127¢ 2/20 crylda, cryIAb, cryIC, cryID,
cryIl, 81k

BTS02618A |16/20° cryIAb, cryII, bTS02618a,

Puffer 1/20 keine

2 Anzahl der Larven im 1. Stadium, die nach 6 Tagen abgetttet wurden (107 Sporen/Kristalle/cm?)
® Gene, von denen bekannt ist, dass sie in diesen Stimmen vorhanden sind

¢ Btgall. wie von Smulevitch et al (1991) beschrieben

9 HD 127 ist bei der Howard Dulmage Collection (NRRC, siehe oben) erhaltlich

¢ Uberlebende Larven mit stark gehemmtem Wachstum

Stamm LCs0® LCg52 FLimin-max’ Steigung
BTS02618A 84,4 207,9 65,9-109,6 4,2
HD 127 >250
BTS02617A 53,4 261,0 27,7-112,3 2,4

2 10° Sporen/cm?
® 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC,-Werte

2. Toxin/Protoxin-Assay

Stei-
ICP LCso® | LCgs® Flimin-max’

gung

CryIAc Toxin >1350

BTS02618A | Protoxin | 212,2 18973 |168,1-267,9 1,7

2 ng/cm?
® 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC-Werte

[0058] Da eine gewisse Wirksamkeit des CrylAc-Toxins gegen A. ipsilon von Maclntosh et al. (1990) beschrie-

ben worden war, wurde gereinigtes CrylAc-Toxin aus Vergleichsgrinden an diesem Insekt geprift, verursachte
jedoch keine signifikante Mortalitat bei A. ipsilon.
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Heliothis virescens

1. Kristall/Sporen-Mischungen

b

Versuch/Stamm LCso? LCos® FLmin-max Steigung
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
Dipel® 2,99 14,11 1,25-7,76 2,45

2 10° Sporen/Kristalle pro cm?
® 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC,-Werte
¢ PCT-Patentschrift WO 90/06999
4 von Dipel™ (Abott Laboratories, North Chicago, Ill., USA) isolierter Stamm

2. Toxin/Protoxin-Assay

Stei-
ICP LCso® FLmin—maxb LCys°
gung
BTS02618A | Protoxin 31,6 20-50 182,7 2,1
CxyIAb Toxin 7,2 4,9-10,5 169,1 1,2
2 ng/cm?
® 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC,-Werte
Ostrina nubilalis
1. Kristall/Sporen-Mischungen
Versuch/Stamm LCs0® LCgs® FLnin-max’ Steigung
BTS02617A 4,92 12,49 2,45-6,81 4,0
BTS02618A 6,17 39,7 2,93-9,74 2,0
Dipel® >30

2 10° Sporen/Kristalle pro cm?
® 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC,-Werte

¢ von Dipel™ (Abott Laboratories) isolierter Stamm

2. Assay mit aufgereinigtem Protoxin

ICP 100% Mortalitat®
CryIAb Toxin 1350
CryIB Toxin 1350
BTS02618A Protoxin 100
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2 Konzentration, bei der 100% Mortalitat beobachtet wurde (in ng/cm?)

[0059] Im Vergleich mit den Cryl-Toxinen, die am starksten gegen Ostrinia wirken, wies das aufgereinigte
BTS02618A-Protoxin auch eine signifikante Toxizitat gegen Ostrinia nubilalis-Larven auf.

Plutella xylostella

[0060] Eine signifikante Mortalitat trat in mehreren Versuchen auch bei Plutella xylostella-Larven auf, nach-
dem aufgereinigtes BTS02618A-Toxin auf ihr Kunstfutter aufgebracht wurde.

Spodoptera frugiperda

[0061] Es wurde auch gefunden, dass Kristall/Sporen-Mischungen eines mit einem bTS02618A-Gen trans-
formierten Kristall-minus-Bt-Stamms (Mahillon et al., 1989) in Insektenflitterungsversuchen das Larvenwachs-
tum von S. frugiperda-Larven signifikant hemmen.

[0062] Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die erfindungsgemafen Stdmme und das erfindungs-
gemale BTS02618A-Protein eine starke insektizide Wirksamkeit gegen verschiedenste Insekten, die gegen-
Uber keinem einzigen derzeit verfugbaren Bt-Protein empfindlich sind, aufweisen und eine Wirksamkeit gegen
mindestens drei Spodoptera spp. und gegen andere Noctuidae, wie A. ipsilon, M. brassica und H. virescens,
sowie gegen Pyralidae wie O. nubilalis und Yponomeutidae wie Plutella xylostella aufweisen. Diese Ergebnisse
sind in Tabelle 1, die das einzigartige Spektrum der Insekten, die gegenliber dem BTS02618A-Protein emp-
findlich sind, zeigt vergleichend mit Ergebnissen, die mit anderen Cryl-Genen erhalten wurden (Van Franken-
huyzen, 1993), zusammengefalit.

Beispiel 3: Identifikation des bTS02618A-Gens

[0063] Das bTS02618A-Gen wurde in dem Stamm BTS02618A mittels Southern-Blot-Analyse (Eig. 1) von
mit Alul verdauter Gesamt-DNA des Stamms unter Standard-Hybridisierungsbedingungen mit der DNA-Se-
quenz des crylG-Gens (Gleave et al., 1992) mit der SEQ ID Nr. 1 als DNA-Sonde identifiziert. DNA-Partialse-
quenzen des bTS02618A-Gens, die seine 5'- und 3'-terminalen Abschnitte zeigen, sind in SEQ ID Nr. 2 bzw.
3 dargestellt und die gesamte DNA-Sequenz des bTS02618A-Gens und die vollstdndige Aminosauresequenz
des BTS02618A-Proteins sind in SEQ ID Nr. 4 dargestellt.

[0064] Aufgrund der Partialsequenzen der SEQ ID Nr. 2 und 3 kann das bTS02618A-Gen in den Stdmmen
BTS02617A, BTS02654B und BTS02652E aufgefunden werden und die Konstruktion von Sonden fir die Iden-
tifikation und Isolation der vollstandigen Gensequenz in diesen und anderen Bt-Stammen ermoglicht werden.
Das Translationsinitiationscodon des bTS02618A-Gens wird in Nukleotidposition 195-197 in SEQ ID Nr. 2, die
der Nukleotidposition 668-670 in SEQ ID Nr. 4 entspricht, identifiziert. Das Translationsstopcodon wird an Nu-
kleotidposition 1146-1148 in SEQ ID Nr. 3, die der Nukleotidposition 4139-4141 in SEQ ID Nr. 4 entspricht,
identifiziert.

[0065] Auch das bTS02618A-Gen wurde in den Stdmmen BTS02617A, BTS02654B und BTS02652E mit der
DNA-Sequenz von SEQ ID Nr. 1 als Sonde sowie anderen DNA-Sonden von konservierten DNA-Fragmenten
in cryl-Genen identifiziert.

[0066] Es wurde gefunden, dass das Volllangen-Gen bTS02618A ein 129,9 kD grof3es Protoxin codiert. Ein
Vergleich der Aminosauresequenz mit anderen bekannten Cryl-Proteinen ergab, dass das C-terminale Ende
(C-terminal des konservierten Sequenzblocks 5) (zu 88%) mit CrylG homolog war. Die beste Homologie fur
den N-terminalen Teil (das Toxin) wurde mit dem CrylB-Toxin gefunden, es wurde jedoch gefunden, dass sie
weniger als 50% betrug (die Homologie wird als Anzahl vollstéandiger Ubereinstimmungen dividiert durch die
Anzahl Aminosauren des langsten Fragments ausgedrickt).

[0067] Es wird angenommen, dass das kleinste insektizide Protein ein 69 kD (615 Aminosauren) grof3es Pro-
tein, das sich von der Aminosaure Nummer 44 bis zu Aminosaure Nummer 658 in SEQ ID Nr. 4 erstreckt, ist.
Ein kleineres Trypsinfragment mit einer GroRRe von 55 kD (494 Aminosauren), dass sich von Aminosaure Num-
mer 165 bis Aminosaure Nummer 658 in SEQ ID Nr. 4 erstreckt, weist zwar eine insektizide Wirksamkeit gegen
S. exigua auf, diese Wirksamkeit ist jedoch signifikant reduziert. So codiert ein verkirztes bTS02618A-Gen
oder ein aquivalentes verkirztes Gen, vorzugsweise das 69 kD grofRe Protein des BTS02618A-Protoxins von
SEQ ID Nr. 4 wie oben beschrieben.
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Beispiel 4: Klonierung und Expression des bTS02618A-Gens

[0068] Um das bTS02618A-Gen zu isolieren, wurde Gesamt-DNA aus dem Stamm BTS02618A prapariert
und mit Sau3A teilweise verdaut. Die verdaute DNA wurde der Grof3e nach auf einen Saccharosegradienten
fraktioniert, und Fragmente von 7 kB bis 10 kB wurden mit dem mit BamHI-verdauten und mit BAP-behandel-
ten Klonierungsvektor pUC19 (Yannisch-Perron et al., 1985) ligiert. Rekombinante E. coli-Klone, die den Vektor
enthielten, wurden anschlieend mit der crylG-DNA-Sonde von SEQ ID Nr. 1, die in Beispiel 3 beschrieben ist,
durchmustert, um Klone, die das bTS02618A-Gen enthielten, zu identifizieren.

[0069] Die so identifizierten DNA-Fragmente wurden anschlieend nach Maxam und Gilbert (1980) sequen-
ziert. Partialsequenzen des bTS02618A-Gens sind in SEQ ID Nr. 2 und 3 gezeigt, und die vollstandige Se-
quenz des bTS02618A-Gens und des BTS02618A-Proteins ist in SEQ ID Nr. 4 dargestellt. Basierend auf der
DNA-Sequenz-Analyse wird das Gen mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten, wodurch man zu
dem verkurzten bTS02618A-Gen, das das BTS02618A-Toxin codiert, zu gelangen. Eine Expression des Gens
in E. coli wurde nach Standardvorgehensweisen induziert (Sambrook et al., 1989, supra).

[0070] Das bTS02618A-Gen wird auch routinemafig in einen Kristall-minus-Bt-Stamm eingeschleust, und
zwar mit den Bt-Plasmiden PGI2 oder PGI3 (Mahillon und Seurinck 1988; Mahillon et al., 1988).

Beispiel 5: Insertion des bTS02618A-Gens und des verkurzten bTS02618A-Gens in E. coli, und Insertion des
verklrzten bTS02618A-Gens in Pflanzen

[0071] Um das bTS02618A-Gen und das verkiirzte bTS02618A-Gen von Beispiel 4 in E. coli und in Pflanzen
zu exprimieren, wurden nach der in EPA 86/300291.1 und EPA 88/402115.5 beschriebenen Vorgehensweise
unterschiedliche Genkassetten in E. coli hergestellt.

[0072] Um eine signifikante Expression in Pflanzen zu ermoglichen, wurden Kassetten, die a) das verkurzte
Gen oder b) ein Hybridgen, das eine Fusion von i) dem verkiirzten Gen und ii) dem Neo-Gen ist, jeweils: zwi-
schen die T-DNA-Bordersequenzen von Pflanzenexpressionszwischenvektoren wie in EPA 86/300291.1 be-
schrieben insertiert; mit Transkriptbildungs- und Polyadenylierungssignalen in den Pflanzenexpressionsvekto-
ren fusioniert; unter die Kontrolle des konstitutiven Blumenkohimosaikviruspromotors, der das 35S3-Transkript
(Hull und Howell, 1987) oder des 2'-Promotors der TR-DNA des Oktopin-Ti-Plasmids (Velten et al., 1984) ge-
stellt; sowie mit den Transkriptbildungs- und Polyadenylierungssignalen des Oktopinsynthasegens am 3'-Ende
fusioniert (Gielen et al., 1984).

[0073] Die Pflanzenexpressionszwischenvektoren, die das verkirzte bTS02618A-Gen enthalten, werden
nach Standardvorgehensweisen (Deblaere et al., 1985) in den Agrobacterium-Stamm C58C1Rif® (US-Paten-
tanmeldung 821,582; EPA 86/300,291.1), der das entwaffnete Ti-Plasmid pGV2260 (Vaeck et al., 1987) tragt,
transferiert. Durch Selektion auf Spectinomycinresistenz erhalt man cointegrierte Plasmide, die aus pGV2260
und den entsprechenden Pflanzenexpressionszwischenvektoren bestehen. Mit jedem dieser rekombinanten
Agrobacterium-Stamme werden dann unterschiedliche Baumwollpflanzen transformiert, so dass das verkirzte
bTS02618A-Gen in unterschiedlichen Pflanzenzellen vorhanden und von unterschiedlichen Pflanzenzellen ex-
primiert wird.

Beispiel 6: Expression des verkiirzten bTS02618A-Gens in Pflanzen

[0074] Die insektizide gegen Lepidoptera gerichtete Wirksamkeit des Expressionsprodukts des verkirzten
bTS02618A-Gens in Blattern von transformierten Pflanzen, die aus den transformierten Pflanzenzellen von
Beispiel 5 erzeugt werden, wird dadurch ausgewertet, dass man die Wachstumsrate und Mortalitat von Larven
von Agrotis und Spodoptera spp., die diese Blatter fressen, aufzeichnet. Diese Ergebnisse werden mit der
Wachstumsrate von Larven, die Blatter von nicht-transformierten Pflanzen fressen, verglichen. Die Assays der
Toxizitat gegen Agrotis und Spodoptera spp. werden wie in EP 0,358,557, US-Patentanmeldung 821,582 und
EPA 86/300,291.1 beschrieben durchgefuhrt. Bei Larven, die Blatter von transformierten Pflanzen, die das ver-
kirzte bTS02618A-Gen und das verkurzte bTS02618A-neo-Hybridgen enthalten, fressen, gelangt man zu ei-
ner signifikant héheren Mortalitétsrate als bei Larven, die die Blatter von nicht-transformierten Pflanzen fres-
sen. Es wurde auch gefunden, dass die transformierten Pflanzen aufgrund ihrer Expression des
BTS02618A-Proteins gegen Befall mit Ostrinia nubilalis, Mamestra brassica, Heliothis virescens und Plutella
xylostella resistent sind.

[0075] Es ist selbstverstandlich, dass die vorliegende Erfindung nicht auf den Stamm BTS02617A (BC-
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CM-LMG-P-12592), den Stamm BTS02618A (BCCM-LMG-P-12593), den Stamm BTS02654B (BC-
CM-LMG-P-12594) und den Stamm BTS02652E (BCCM-LMG-P-13493) beschrankt ist. Vielmehr beinhaltet
die Erfindung jegliche Mutante oder Variante des Stamms BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und
BTS02652E, die Kristalle, Kristallproteine, Protoxin oder Toxin mit im Wesentlichen den gleichen Eigenschaf-
ten, besonders Eigenschaften gegen Lepidoptera, ganz besonders Eigenschaften gegen Noctuidae, gegen
Yponomeutidae und gegen Pyralidae, insbesondere Eigenschaften gegen Spodoptera, gegen Plutella, gegen
Ostrinia, gegen Mamestra; gegen Heliothis und gegen Agrotis, wie die entsprechenden BTS02617A-,
BTS02618A-, BTS02654B- oder BTS02652E-Kristalle oder -Kristallproteine oder das BTS02618A-Protoxin
oder -Toxin aufweisen, produziert. Die vorliegende Erfindung beinhaltet auch das bTS02618A-Gen und alle in-
sektizid wirksamen Teile davon, wie das verkurzte bTS02618A-Gen. Diesbeziglich bedeutet der Begriff
HTS02618A-Gen" im vorliegenden Zusammenhang, das aus dem Stamm BTS02617A, BTS02618A,
BTS02654B oder BTS02652E isolierte Gen, das mit der Nukleotidsequenz von SEQ ID Nr. 1 hybridisiert und
jegliches aquivalente Gen, das ein Protoxin mit im Wesentlichen der gleichen Aminosauresequenz und insek-
tiziden Wirksamkeit wie das BTS02618A-Protoxin codiert und vorzugsweise die in SEQ ID Nr. 2 und 3 gezeig-
ten Partialnukleotidsequenzen oder die in SEQ ID Nr. 4 gezeigte vollstandige Sequenz enthalt.

[0076] Die vorliegende Erfindung ist auch nicht auf mit dem verkirzten bTS02618A-Gen transformierte
Baumwollpflanzen beschrankt. Sie beinhaltet jegliche Pflanze, wie Tomate, Tabak, Raps, Alfalfa, Sonnenblu-
me, Salat, Kartoffel, Mais, Reis, Sojabohne, Brassica-Arten, Zuckerriibe und sonstige Leguminosen und Ge-
mise, die mit einem insektizid wirksamen Teil des bTS02618A-Gens oder einem aquivalenten Gen transfor-
miert sind.

[0077] Die vorliegende Erfindung ist auch nicht auf die Transformation von Pflanzenzellen mit einem insekti-
zid wirksamen bTS02618A-Genteil auf die Verwendung von Agrobacterium tumefaciens-Ti-Plasmiden be-
schrankt. Andere bekannte Techniken fir Pflanzenzelltransformationen, wie mittels Liposomen, durch Elektro-
poration, durch Vektorsysteme, die auf Pflanzenviren oder Pollen beruhen, kdnnen fir die Transformation von
Monocotyledonen und Dicotyledonen mit solch einem Genteil verwendet werden.

[0078] Auflerdem kdénnen fir die Transformation von Pflanzen und Bakterien andere DNA-Sequenzen, als
diejenigen, die natirlich in den Stdammen BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E vorhanden
sind und das BTS02618A-Protoxin und -Toxin codieren, verwendet werden. Diesbezuglich kann die naturliche
DNA-Sequenz dieser Gene durch folgendes modifiziert werden: 1) Ersetzen von manchen Codons durch an-
dere, die entweder fir die gleichen oder unterschiedliche, vorzugsweise die gleichen, Aminosauren codieren;
2) Entfernen oder Hinzufiigen von manchen Codons; und/oder 3) reziproke Rekombination wie von Ge et al.
(1991) beschrieben; mit der MalRgabe, dass solche Modifikationen die Eigenschaften, besonders die insektizi-
den Eigenschaften, insbesondere Eigenschaften gegen Lepidoptera, der codierten, insektizid wirksamen Ab-
schnitte des BTS02618A-Protoxins (z. B. Toxin) nicht wesentlich verandern. So kénnte statt einem natrlich
insektizid wirksamen bTS02618A-Genteil in einem erfindungsgemaflen chimaren bTS02618A-Gen fiir die Mo-
difikation von Pflanzen ein erfindungsgemaRes kunstliches bTS02618A-Gen bzw. ein erfindungsgemaler
kinstlicher bTS02618A-Genteil wie oben beschrieben, das bzw. der eine modifizierte Codon-Verwendung auf-
weist, verwendet werden.

[0079] Die vorliegende Erfindung umfasst auch andere DNA-Rekombinanten, die das ganze
bTS02618A-Gen oder einen Teil davon in Kombination mit sonstiger Fremd-DNA, besonders der DNA von
Vektoren, die sich fiir die Transformation von Pflanzen und anderen Mikroorganismen als E. coli eignen. Dies-
bezuglich ist die Erfindung nicht auf die spezifischen Plasmide, die das bTS02618A-Gen oder Teile davon, das
bzw. die bis jetzt beschrieben wurde(n) beschrankt; die vorliegende Erfindung umfasst vielmehr beliebige
DNA-Rekombinanten, die DNA-Sequenzen, die ihr Aquivalent sind, enthalten. Die Erfindung betrifft weiterhin
alle DNA-Rekombinanten, die das ganze bTS02618A-Gen oder einen Teil davon enthalten und die sich fiir die
Transformation von Mikroorganismen (z. B. mit Pflanzen assoziierte Bakterien wie andere Bacillus thuringien-
sis-Stdmme, Bacillus subtilis, Pseudomonas und Xanthomonas oder Hefen wie Streptomyces cerevisiae) un-
ter Bedingungen, die es dem ganzen Gen oder einem Teil des Gens ermdglichen, exprimiert zu werden und
von diesen Mikroorganismen gewonnen zu werden oder auf eine Pflanzenzelle transferiert zu werden, eignen.
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Tabelle 1

Wirksamkeit von CryI-Proteinen auf verschiedene
Lepidotera-Schadinsekten: + und - bedeutet das Vorhan-
densein bzw. Fehlen einer insektiziden Wirksamkeit,
+/- bedeutet schwache Wirksamkeit (gemidf Van Franken-
huyzen (1993)), DNV bedeutet Daten nicht verfiigbar,
das Protein BTS02618A ist 2zu 2618A abgekiirzt (Daten
gemdfi Van Frankenhuyzen (1993) sowie gemidR der

vorliegenden Erfindung (fiir A. ipsilon und 2618Aa)).

2618A I2b IAC IB IC IF

S. exigua + +/- - - + +
S. littoralis + - - - + DNV

H. virescens + + + - +/- +
A. ipsilon + DNV - DNV DNV DNV

O. nubilalis + + + DNV DNV +
P. xylostella + + + + + DNV
M. brassica + + - - + DNV
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Blocksequenzbeschreibung

(1) ALLGEMEINE INFORMATION:

(i) ANMELDER

(A) NAME: PLANT GENETIC SYSTEMS N.V.
(B) STRASSE: Plateaustraat 22

(C) ORT: Gent

(E) LAND: Belgien

(F) PLZ: 9000

(G) TELEFON: 32 9 235 84 54

(H) TELEFAX: 32 9 224 06 94

(I) TELEX: 11.361 Pgsgen

(ii) ANMELDETITEL: Bacillus thuringiensis und

dessen insektizide Proteine

(1iii)ANZAHL DER SEQUENZEN: 4

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM:
(A) DATENTRAGER: Diskette

(B) COMPUTER: IBM PC kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version

#1.25 (EPO)
(2) INFORMATION ZU SEQ ID Nr. 1:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) SEQUENZLANGE: 19 Nukleotide
(B) SEQUENZART: Nukleinsduresonde
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetische DNA
(ix) MERKMALE: Die Sonde ist ein Teil des DNA-

Codierstrangs des cryIG-Gens, beschrie-
ben von Smulevitch et al. (1991).
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(x) EIGENSCHAFTEN: Die Sonde wird fir die
Isolation des DbTS02618A-Gens aus dem
Stamm, der es enthdlt, verwendet.

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 1:
5/ -TTCTGTACTATTGATTGTA-3

.3) INFORMATION ZU SEQ ID Nr. 2:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) SEQUENZLANGE: 1561 Basenpaare

(B) SEQUENZART: Nukleinsédure
(C) STRANGFORM: Doppelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(11i)HYPOTHETISCH: NEIN
(11ii)ANTISENSE: NEIN

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:

(A) ORGANISMUS. Bacillus thuringiensis
(B) STRANG: BTS02618A

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature
(D) SONSTIGE INFORMATION: /function=“enthalt
das Translationsinitiationsodon des
bTS02618A-Gens"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 2:
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AAAAAGAAAT AGGAATAAAT ACTATCCATT. TTTTCAAGAA ATATTTTTTT ATTAGAAAGS 60
AATCTTTCTT ACACGGGAAA ATCCTAAGAT TGAGAGTAAA GATATATATA TATAAATACA 120
ATAAAGAGTT TGTCAGGATT TTTGAAAGAT ATGATATGAA CATGCACTAG ATTTATAGTA 180
TAGGAGGAAA AAGTATGAAT CGAAATAATC AAAATGAATA TGAAATTATT GATGCCCCCC 240
ATTGTGGGTG TCCATCAGAT GACGATGTGA GGTATCCTTT GGCAAGTGAC CCAAATGCAG 300
CGTTACAAAA TATGAACTAT AAAGATTACT TACAAATGAC AGATGAGGAC TACACTGATT 360
CTTATATAAA TCCTAGTTTA TCTATTAGTG GTAGAGATGC AGTTCAGACT GCGCTTACTG 420
TTGTTGGGAG AATACTCGGG GCTTTAGGTG TTCCGTTTTC TGGACAAATA GTGAGTTTTT 480
ATCAATTCCT TTTAAATACA CTGTGGCCAG TTAATGATAC AGCTATATGG GAAGCTTTCA 540
TGCGACAGGT GGAGGAACTT GTCAATCAAC AAATAACAGA ATTTGCAAGA AATCAGGCAC 600
TTGCAAGATT GCAAGGATTA GGAGACTCTT TTAATGTATA TCAACGTTCC CTTCAAAATT 660
GGTTGGCTGA TCGAAATGAT ACACGAAATT TAAGTGTTGT TCGTGCTCAA TTTATAGCTT 720
TAGACCTTGA TTTTGTTAAT GCTATTCCAT TGTTTGCAGT AAATGGACAG CAGGTTCCAT 780
TACTGTCAGT ATATGCACAA GCTGTGAATT TACATTTGTT ATTATTAAAA GATGCATCTC 840
TTTTTGCAGA AGGATGGGGA TTCACACAGG GGGAAATTTC CACATATTAT GACCGTCAAT 900
TGGAACTAAC CGCTAAGTAC ACTAATTACT GTGAAACTTG GTATAATACA GGTTTAGATC 960
GTTTAAGAGG AACAAATACT GAAAGTTGGT TAAGATATCA TCAATTCCGT AGAGAAATGA 1020
CTTTAGTGGT ATTAGATGTT GTGGCGCTAT TICCATATTA TGATGTACGA CTTTATCCAA 1080
CGGGATCAAA CCCACAGCTT ACACGTGAGG TATATACAGA TCCGATTGTA TTTAATCCAC 1140
CAGCTAATGT TGGACTTTGC CGACGTTGGG GTACTAATCC CTATAATACT TTTTCTGAGC 1200
TCGAARATGC CTTCATTCGC CCACCACATC TTTTTGATAG GCTGAATAGC TTAACAATCA 1260
GCAGTAATCG ATTTCCAGTT TCATCTAATT TTATGGATTA TIGGTCAGGA CATACGTTAC 1320
GCCGTAGTTA TCTGAACGAT TCAGCAGTAC AAGAAGATAG TTATGGCCTA ATTACAACCA 1380
CAAGAGCAAC AATTAATCCC GGAGTTGATG GAACAAACCG CATAGAGTCA ACGGCAGTAG iddo
ATTTTCGTTC TGCATTGATA GGTATATATG GCGTGAATAG AGCTTCTTTT GTCCCAGGAG 1500
GCTTGTTTAA TGGTACGACT TCTCCTGCTA ATGGAGGATG TAGAGATCTC TATGATACAA 1560
A 1561

'4) INFORMATION ZU SEQ ID Nr. 3:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) SEQUENZLANGE: 1554 Basenpaare
(B) SEQUENZART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Doppelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
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(1ii) HYPOTHETISCH: NEIN

(111) ANTISENSE: NEIN

(vi)

(ix)

(x1i)

AAAATTATCC
GCTATAGACT
ATCATAAAGT
ATGGTTCTTG
ATGCGGAGCA
ATATTAATAC
TTCGARCAAC
TATCGGGTGA
GAAGAAAACG
TGTTTGTAGA
AAGCTTCAAA
CTGGGATTAA
TGTATACGTC
ATACAACTAT
AT&GGGATGC
GTGTGACAGC
ATCACCAAGA
ATGACAATTC
TAGAGGTGAG
AAGAGTAGAA

URSPRUNGLICHE HERKUNFT:

(A) ORGANISMUS. Bacillus thuringiensis

(B) STRANG: BTS02618A

MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature

(B) LAGE: 1146..1148

(D) SONSTIGE INFORMATION: /functions=
mafdliches Translationsstopcodon

bTS02618A-Gens™

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 3:

AACATACATT
AGATGGATTT
CCATCTTGTA
CAGCGGAATC
TCATCCAATG
AGGGGATCTA
AGATGGGTAT
ATCTCTAGAA
TGCAGAAATA
CTATCAAGAT
TCTTGTAGAG
CTACGAAATT
TAGAAATGCG
GGATGCATCG
ACAAGTTTCC
AAGAAAAGTA
AACTCTTACA
GTATATAACA
TGAATCCGAA
GAGGGGGATC

TATCAARAAG
GTGAAGNGTA
AAAAATGTAC
AACCGTTGTG
GATTGCTGTG
AATGCAAGTG
GCGACGTTAG
CGGGAACAAA
GATCGTGTGT
CAACAATTAA
TCAATTTCGG
TACACAGAGT
GTGCAAAATG
GTTCAGCAAG
CAACAATTGA
GGAGGCGGAG
TTTAATGCAT
GAAGAAGTGG
GGTTCATTCT
CTAACGTATA

TAGATGCATC
GTCAAGATTT
CAGATAATTT
ATGAACAGCA
AAGCGGCTCA
TAGATCAGGG
GAAATCTTGA
GAGATAATGC
ATTTAGCTGC
ATCCAGAAAT
GTGTATATAG
TATCCGATCG
GAGACTTTAR
ATGGCAATAT
GAGTAAATCC
ATGGATACGT
GTGACTACGA
TATTCTACCC
ATATAGACAG
GCAACTATGA

GGTGTTAAAG
AGRAATTGAT
AGTATCTGAT
TCAGGTAGAT
AACACATGAG
CATTTGGGTT
ATTGGTAGAG
GAAATGGAAT
GAMACAAGCA
TGGGCTAGCA
TGATACACTA
CTTACAACAA
CAGTGGTCTA
GCATTTCTTA
GAATTGTAAG
CACAATCCGA
TGTAAATGGT
AGAGACAAAA
TATTGAGTTT
GAGGATACTC
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CCTTATACAC
CTCATCCACC
ACTTACTCAG
ATGCAGCTAG
TTTTCTTCCT
GTATTAAARG
GTTGGGCCAT
GCAGAGCTAG
ATTAATCATC
GAAATTAATG
TTACAGATTC
GCATCGTATC
GATAGTTGGA
GTTCTTTCGC
TATGTCTTAC
GATGGCGCTC
ACGTATGTCA
CATATGTGGS
ATTGAAACAC
CGTACARACA

“mut-

des

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

1020
1080
1140
1200



AAGATTAAAA
TCTTACATGA
AAAAAGTGAG
TGATAGGGGT
CGCTCACAAT
ATAATATCTA
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AAAGGTAAAA TGAATAGAAC CCCCTACTGG TAGAAGGACC GATAGGGGGT 1260
AAARATGTAG CTGTTTACTA AGGTGTATAA AAAACAGCAT ATCTGATAGA 1320
TACCTTATAA AGAAAGAATT CCATTCACAG TTTCGGTATC ATATAAATAA 1380
ATCCTTCTTA TTTACATTAT TTTTCGCAAT TATCTCGACG 'I'PCTTCT;I‘TC 1440
GATGATGATC ATGACAACAA TCGCGTCCAT AGCGAACTCT TTCGATATTA 1500
AACTCGTGTA GCAGTCATTT CCATTTTTTT TGATCCAGTA AATA 1554

(2) INFORMATION ZU SEQ ID Nr. 4:

(1)

(ii)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A)
(B
(

)
C)
(D)

SEQUENZLANGE: 4344 Basenpaare
SEQUENZART: Nukleinsédure
STRANGFORM: Doppelstrang
TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)

(1ii) HYPOTHETISCH: NEIN

(iii)ANTISENSE: NEIN

(ix)

(xi)

MERKMAL :
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE: 668..4141

(D) SONSTIGE INFORMATION: umfasst die

gesamte Sequenz von SEQ ID Nr. 2: von
Nukleotidposition 474 bis 2034 in SEQ ID
Nr. 4; umfasst auch einen Teil der
Sequenz von SEQ ID Nr. 3: von
Nukleotidposition 2994 bis Nukleotid-
position 4344 in SEQ ID Nr. 4; SEQ ID
Nr. 3 weist =zusdtzliche Nukleotide auf,
die stromabwdrts (3’) von der in SEQ ID
Nr. 4 gezeigten Sequenz liegen (Nukleo-
tidposition 1352 bis Nukleotidposition
1554 in SEQ ID Nr. 3)

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 4
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CGTTTCCCTT

GAATTCGAGC TCGGTACCTT TTCAGTGTAT CCATCAGGTT TTCAAATTGA 60
AAAGCCGAAT GATTTGAAAC TTGTTTACGA TGTAAGTCAT TIGTCTATGA CGAAAGATAC 120
CTGTAAARAAA CGTATTGAGA TTGATGAATG TGGACAAGTA GAAATTGACT TACAAGTATT 180
AAAGATTAAG GGTGTCCTTT CTTITTATCGG AAATTTCTCT ATTGAACCTA TTCTGTGTGA - 240
AAACATGTAT ACAACGGTTG ATAGAGATC.C GTCTATTTCC TTAAGTTICC AAGATACGGT 300
ATATGTGGAC CATATTTTAA AATATAGCGT CCAACAACTA CCATATTATG TAATTGATGG 360
TGATCATATT CAAGTACGTG ATTTACAAAT CAAACTGATG AAAGAGAATC CGCAATCTGC 420
TCAAGTATCA GGTTTGTTITT GTTTIGTATA TGAGTAAGAA CCOGAAGGTTT GTAARAAAGA 480
AATAGGAATA AATACTATCC ATTTTTTCAA GAAATATTTT TTTATTAGAA AGGAATCTTT 540
CTTACACGGG AARATCCTAA GATTGAGAGT AAAGATATAT ATATATAAAT ACAATAAAGA 600
GTTTGTCAGG ATTTTTGAAA GATATGATAT GAACATGCAC TAGATTTATA GTATAGGAGS 660
AAAAAGT ATG AAT CGA AAT AAT CAA AAT GAA TAT GAA ATT ATT GAT GCC 709
Met Asn Arg Asn Asn Gln Asn Glu Tyr Glu Ile Ile Asp Ala
1 S 10
CCC CAT TGT GGG TGT CCA TCA GAT GAC GAT GTG AGG TAT CCT TIG GCA 757
Pro His Cys Gly Cys Pro Ser Asp Asp Asp Val Arg Tyr Pro Leu Ala
15 20 25 30
AGT GAC CCA AAT GCA GCG TTA CAA AAT ATG AAC TAT AAA GAT TAC TTA 805
Ser Asp Pro Asn Alas Ala Leu Gln Asn Met Asn Tyr Lys Asp Tyr Leu
35 40 45
f;‘M ATG ACA GAT GAG GAC TAC ACT GAT TCT TAT ATA AAT CCT AGT TTA 853
Gln Met Thr Asp Glu Asp Tyr Thr Asp Ser Tyr Ile Asn Pro Ser Leu
50 S5 60
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TCT ATT AGT GGT AGA GAT GCA GTT CAG ACT GCG CTT ACT GTT GTT GGG 901
Ser Ile Ser Gly Arg Asp Ala Val Gln Thr Ala Leu Thr Val Val Gly
65 70 75
AGA ATA CTC GGG GCT TTA GGT GTT CCG TTT TCT GGA CAA ATA GTG AGT 949
Arg Ile Leu Gly Ala Leu Gly Val Pro Phe Ser Gly Gln Ile Val Ser
80 85 90
TTT TAT CAA TTC CTT TTA AAT ACA CTG TGG CCA GTT AAT GAT ACA GCT 997
Phe Tyr Gln Phe Leu Leu Asn Thr Leu Trp Pro Val Asn Asp Thr Ala
95 100 105 110
ATA TGG GAA GCT TTC ATG CGA CAG GTG GAG GAA CTT GTC AAT CAA CAA 1045
Ile Trp Glu Ala Phe Met Arg Gla Val Glu Glu Leu Val Asn Gln Gln
115 120 125
ATA ACA GAA TTT GCA AGA AAT CAG GCA CTT GCA AGA TTG CAA GGA TTA 1093
Ile Thr Glu Phe Ala Arg Asn Gln Ala Leu Ala Arg Leu Gln Gly Ley
130 135 140
GGA GAC TCT TTT AAT GTA TAT CAR CGT TCC CTT CAA AAT TGG TTG GCT 1141
Gly Asp Ser Phe Asn Val Tyr Gln Arg Ser Leu Gln Asn Trp Leu Ala
145 150 158
GAT CGA AAT GAT ACA CGA AAT TTA AGT GTT GTT CGT GCT CAA TTT ATA 1189
Asp Arg Asn Asp Thr Arg Asn Leu Ser Val Val Arg Ala Gln Phe Ile
160 16S - 170
GCT TTA GAC CTT GAT TTT GTT AAT GCT ATT CCA TTG TTT GCA GTA AAT 1237
Ala Leu Asp Leu Asp Phe Val Asn Ala Ile Pro Leu Phe Ala Val Asn
175 180 185 190
GGA CAG CAG GTT CCA TTA CTG TCA GTA TAT GCA CAA GCT GTG AAT TTA 1285
Gly Gln Gln Val Pro Leu Leu Ser Val Tyr Ala Gln Als Val Asn Leu
195 200 208
CAT TTG TTA TTA TTA AAA GAT GCA TCT CTT TTT GGA GAA GGA TGG GGA © 1333
His Leu Leu Leu Leu Lys Asp Ala Ser Leu Phe Gly Glu Gly Trp Gly
210 215 220
TTC ACA CAG GGG GN\. ATT TCC ACA TAT TAT GAC CGT CAA TTG GAA CTA 1381
Phe Thr Gln Gly Glu Ile Ser Thr Tyr Tyr Asp Arg Gln Leu Glu Ley
225 230 235
ACC GCT AAG TAC ACT AAT TAC TGT GAA ACT TGG TAT AAT ACA GGT TTA 1429
Thr Ala Lys Tyr Thr Asn Tyr Cys Glu Thr Trp TyTr Asn Thr Gly Leu
240 245 250
GAT CGT TTA AGA GGA ACA AAT ACT GAA AGT TGG TTA AGA TAT CAT CAA 1477
Asp Arg Leu Arg Gly Thr Asn Thr Glu Ser Trp Leu Arg Tyr His Gln
255 260 265 270
TTC CGT AGA GAA ATG ACT TTA GTG GTA TTA GAT GTT GTG GCG CTA TTT 1525
Phe Arg Arg Glu Met Thr Leu Val Val Leu Asp Val Val Ala Leu Phe
) 275 280 285
CCA TAT TAT GAT GTA CGA CTT TAT CCA ACG GGA TCA AAC CCA CAG cTT 1573
Pro Tyr Tyr Asp Val Arg Leu Tyr Pro Thr Gly Ser Asn Pro Gln Leu
290 295 300
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ACA CGT GAG GTA TAT ACA GAT CCG ATT GTA TTT AAT CCA CCA GCT AAT 1621
Thr Arg Glu Val Tyr Thr Asp Pro Ile Val Phe Asn Pro Pro Ala Asn
305 310 315
GTT GGA CTT TGC CGA CGT TGG GGT ACT AAT CCC TAT AAT ACT TTT TCcT 1669
val Gly Leu Cys Arg Arg Trp Gly Thr Asn Pro Tyr Asn Thr Phe Ser
320 328 330
GAG CTC GAA AAT GCC TTC ATT CGC CCA CCA CAT CTT TTT GAT AGG CTG 1717
Glu Leu Glu Asn Ala Phe Ile Arg Pro Pro His Leu Phe Asp Arg Leu
3358 340 345 350
AAT AGC TTA ACA ATC AGC AGT AAT CGA TTT CCA GTT TCA TCT AAT TTT 1765
Asn Ser Leu Thr Ile Ser Ser Asn Arg Phe Pro Val Ser Ser Asn Phe
355 360 365
ATG GAT TAT TGG TCA GGA CAT ACG TTA CGC CGT AGT TAT CTG AAC GAT 1813
Met Asp Tyr Trp Ser Gly His Thr Leu Arg Arg Ser Tyr Leu Asn ASp
370 375 380
TCA GCA GTA CAA GAA GAT AGT TAT GGC CTA ATT ACA ACC ACA AGA GCA 1861
Ser Ala Val Gln Glu Asp Ser Tyr Gly Leu Ile Thr Thr Thr Arg Ala
3gs - 3s0 395
ACA ATT AAT CCC GGA GTT GAT GGA ACA AAC CGC ATA GAG TCA ACG GCA 1909
Thr Ile Asn Pro Gly Val Asp Gly Thr Asn Arg Ile Glu Ser Thr Ala
400 405 410
GTA GAT TTT CGT TCT GCA TTG ATA GGT ATA TAT GGC GTG AAT AGA CGCT 1957
val Asp Phe Arg Ser Ala Leu Ile Gly Ile Tyr Gly Val Asn Arg Ala
415 420 425 430
TCT TTT GTC CCA GGA GGC TTG TTT AAT GGT ACG ACT TCT CCT GCT AAT 2005
Ser Phe Val Pro Gly Gly Leu Phe Asn Gly Thr Thr Ser Pro Ala Asn
435 L) 445
GGAR GGA TGT AGA GAT CTC TAT GAT ACA AAT GAT GAA TTA CCA CCA GAT 20953
Gly Gly Cys Arg Asp Leu Tyr Asp Thr Asn Asp Glu Leu Pro Pro Asp
450 455 460
GAA AGT ACC GGA AGT TCA ACC CAT AGA CTA TCT CAT GTT ACC TTT TTT 2101
Glu Ser Thr Gly Ser Ser Thr His Arg Leu Ser His Val Thr Phe Phe
465 470 475
AGC TTT CAA ACT AAT CAG GCT GGA TCT ATA GCT AAT GCA GGA AGT GTA 2149
Ser Phe Gln Thr Asn Gln Ala Gly Ser lle Ala Asn Ala Gly Ser Val
480 485 490
CCT ACT TAT GTT TGG ACC CGT CGT GAT GTG GAC CTT AAT AAT ACG ATT 2187
Pro Thr Tyr Val Trp Thr Arg Arg Asp Val Asp Leu Asn Asn Thr lle
495 500 505 510
ACC CCA AAT AGA ATT ACA CAA TTA CCA TTG GTA AAG GCA TCT GCA CCT 2245
Thr Pro Asn Arg Ile Thr Gln Leu Pro Leu Val Lys Ala Ser Ala Pro
515 520 525
GTT TCG GGT ACT ACG GTC TTA AAA GGT CCA GGA TTT ACA GGA GGG GGT 2293
Val Ser Gly Thr Thr Val Leu Lys Gly Pro Gly Phe Thr Gly Gly Gly
530 538 540
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ATA
Ile

GTT
val

TCA
Ser
S75

GGT
Gly

TAC
Tyr

CCG
Pro

GAA
Glu

GTC
val
655

AAG
Lys

GTA
Val

Cys

GCG
Ala

GAT
Asp
735

GCA
Ala

CGT
Arg

CcTC
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

AGT
Ser

GCA
Ala

CGA
Arg
545

TCA
Ser

GGA
Gly

GTT
val

TCC
Ser

Phe
625

GTT
val

GTG
val

GCG
Ala

GTG
val

TCC
Ser
705

AGA
Arg

GAT
Asp

AAC
Asn

CTT
Leu

AGA
Arg

CCA
Pro

AAT
Asn

AGA
Arg

Phe
610

ACA
Thr

AGC
Ser

AAT
Asn

GTG
Val

ACA
Thr
650

GAT
Asp

Ala

Phe

GGT
Gly

CAG
Gln
770

ACA
Thr

TTA
Leu

™rC
Phe

TTA
Leu
595

Phe

Phe

ACC
Thr

CCG
Pro

GCG
Ala
675

GAT
Asp

GAA
Glu

GCA
Ala

AAT
Asn

val
755

TTA
Leu
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ACT AAT GGC ACA

Thr

ACA
Thr

AGT
Ser
580

GGG
Gly

ACA
Thr

ACA
Thr

GGT
Gly

GCA
Ala
660

AGC

Ser

TAT
Tyr

CAA
Gln

Lys

ACA
Thr
740

ACT
Thr

GCA
Ala

Asn

CAA
Gln
565
ATA
Ile

AGC
Ser

AGA

Gln

GGT
Gly
645

CGA
Arg

Leu

Gln

TAT
Tyr

Arg
725

ATC
Ile

ATT
1lle

AGC
Ser

Gly
550

CAA
Gln

AGG
Arg

ACA
Thr

GAG
Glu

GCT
Ala
630

Glu

Glu

Phe

val

Gly
710

Leu

AAT
Asn

AGC
Ser

GCA
Ala

Thr

TAT
Tyr

GTA
Val

ATG
Met

Phe
615

CAA
Gln

TAT

GCG
Ala

ACA
Thr

GAC
Asp
695

CAT
His

AGC
Ser

AGT
Ser

GAG
Glu

AGA
Arg
775

TTT GGA ACG

Phe

cGe
Arg

CTC
Leu

AAC
ASn
600
ACT
Thr

GAG
Glu

TAT

Glu

CGT
Arg
680

CAA
Gln

GAC

cGC
Arg

ACA
Thr

Gly
760

GAA
Glu

Gly

CTA
Leu

cGT
Arg
585

AGA
Axg

ACT
Thr

ATT
Ile

ATA
Ile

GAG
Glu
665
ACA
Thr

GCG
Ala

Lys

Glu

Glu
745

GGT
Gly

AAT
Asn

Thr

AGA
Arg
570

GGA
Gly

GGG
Gly

ACT
Thr

CTA
Leu

GAT
Asp
650

GAT
Asp

AGG
Arg

GCA
Ala

ARG
Lys

CGC
Arg
730

GAG
Glu

CCA
Pro

TAT
Tyr

TTA
Leu
555

GTT
Val

GGG
Gly

CAG
Gln

GGT
Gly

ACA
Thr
635

AGA
Axg

TTA
Leu

GAC
Asp

AAT
Asn

ATG
Met
715

AAC
Asn

RAT
Asn

¢
Phe

CCA
Pro

AGA GTA ACG
Arg Val Thr

CGT
Arg

GTT
vVal

GAA
Glu

CCcG
Pro
620

GTG
Val

ATT
Ile

GAA
Glu

Gly

TTA
Leu
700

TTA
Leu

TTA
Leu

Gly

Phe

ACA
Thr
780
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T
Phe

TCT
Ser

CTA
Leu
605
TTC
Phe

AAT
Asn

GAA
Glu

Ala

TTA
Leu
€85

GTG
Val

Leu

Leu

Lys
76%

TAC

GCC
Ala

ATC
Ile
590

ACT
Thr

AAT
Asn

GCA
Ala

ATT
Ile

GCG
Ala
670
CAG
Gln

TCA
Ser

Glu

Gln

AAG
Lys
750

Gly

ATT
Ile

2341

2389

2437

2485

2533

2581

2629

2677

2725

2773

2821

2869

2917

2965

3013



TAT
Tyr

CTA
Leu

CAC
His
815

TCT
Ser

GAA
Glu

GAT
Asp

ACA
Thr

Lys
895

GTA
val

GAT
Asp

GAT
Asp

GAC
Asp

AAT
Asn
975

ACA
Thr

T™CC
Ser

CAA
Gln

GAT
Asp
800

CAT
His

GAT
Asp

CAG
Gln

TGC
Cys

Gly
880

GTT
val

GAG
Glu

AAT
Asn

CGT
Arg

TAT

Tyr
960

GAR
Glu

CTA
Leu

GAT
Asp

Lys
785

GGA
Gly

CAT
His

ACT
Thr

CAT
His

TGT
Cys
865

GAT
Asp

CGA
Arg

GTT
Val

GCG
Ala

GTG
val
945

CAA
Gln

GCT
Ala

TTA
Leu

cGC
Arg

GTA
val

Phe

Lys

TAC

CAG
Gln
B850

GAA
Glu

CTA
Leu

ACA
Thr

Gly

Lys
930

TAT
Tyr

GAT
Asp

TCA
Ser

CAG
Gln

TTA
Leu
1010

GAT
Asp

GTG
val

GTC
val

TCA
Ser
835

GTA
val

GCG
Ala

AAT
Asn

ACA
Thr

CCA
Pro
915

Trp

TTA
Leu

CAA
Gln

AAT
Asn

ATT
Ile
99S

CAA
Gln

GCA
Ala

AAG
Lys

CAT
His
820

GAT
Asp

GAT
AsSp

GCT
Ala

GCA
Ala

GAT
AsSp
900

TTA
Leu

AAT
Asn

GCT
Ala

CAA
Gln

CTT
Leu
980

cCT
Pro

CAA
Gln

TCG
Ser

AGT
Ser
805

Leu

Gly

ATG
Met

CAA
Gln

AGT
Ser

885

Gly

TCG
Ser

GCA
Ala

GCG
Ala

TTA
Leu
965

GTA
val

Gly

GCA
Ala
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GTG
val
790

AGT
Ser

GTA
val

T
Ser

CAG
Gln

ACA
Thr
870

GTA
val

TAT.

Tyr

GGT
Gly

GAG
Glu

AAA
Lys
950

AAT
Asn

GAG
Glu

ATT
Ile

TCG
Ser

TTA
Leu

CAA
Gln

AAA
Lys

TGC
Cys

CTA
Leu
855

CAT
His

GAT
Asp

GCG
Ala

GAA
Glu

CTA
Leu
935

CAA
Gln

CCA
Pro

TCA
Ser

ARC
Asn

TAT
Tyx

AAG CCT TAT ACA CGC TAT
Tyx Thr Arg

Lys

GAT
Asp

AAT
Asn

AGC
Ser
840

GAT
Asp

GAG
Glu

CAG
Gln

ACG
Thr

Ser
920

Gly

GCA
Ala

GAA
Glu

ATT
1le

TAC
Tyr

Pro

TTA
Leu

GTA
val
825

GGA
Gly

GCG
Ala

Phe

Gly

TTA
Leu
90s

CTA
Leu

AGA
Arg

ATT
Ile

ATT
Ile

TCG
Ser
985

GAA
Glu

1000

CTG
Leu

1015

TAT
Tyr

GAA
Glu
810

CCA
Pro

ATC
Ile

GAG
Glu

Sexr

ATT
Ile
890

Gly

GAA
Glu

Lys

AAT
Asn

Gly
970

Gly

ATT
Ile

ACG
Thr

795
ATT
Ile

GAT
Asp

AAC
Asn

CAT
His

TCC
Serxr
875

Trp

AAT
Asn

Arg

CcGT
Arg

CAT
His
955

CTA
Leu

GTA
Val

TAC
Tyr

TCT
Ser

GAT
Asp

AAT
Asn

CGT
Axrg

CAT
His
860

TAT

GTT
val

CTT
Leu

Glu

GCA
Ala
540

Leu

Ala

TAT
Tyxr

ACA
Thr

AGA

Tyr

CTC
Leu

TTA
Leu

TGT
845
CCA
Pro

ATT
lle

GTA
Val

Glu

CAA
Gln
925

Glu

Phe

Glu

AGT
Ser

GAG
Glu

AGA
Axg

ATC
1le

GTA
Val
830

GAT
Asp

ATG
Met

AAT
Asn

TTA
Leu

Leu
510

AGA
Arg

ATA
Ile

GTA
vVal

ATT
Ile

GAT
Asp
990

TTA
Leu

1005

AAT

GCG

Arg Asn Ala
1020
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5109
3157
3205
3253
130
3348
3397
3445
3493
3541

3589

3637

3685

3733
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GTG CAA AAT GCA GAC TTT AAC AGT GGT CTA GAT AGT TGG AAT ACA ACT 3781
val Gln Asn Gly Asp Phe Asn Ser Gly Leu Asp Ser Trp Asn Thr Thr
1025 1030 1035
ATG GAT GCA TCG GTT CAG CAA GAT GGC AAT ATG CAT TTC TTA GTT CTT f;szg
Met Asp Ala Ser Val Gln Gln Asp Gly Asn Met His Phe Leu Val Leu
1040 ’ 1045 1050
TCG CAT TGG GAT GCA CAA GTT TCC CAA CAA TTG AGA GTA AAT CCG AAT 3877
Ser His Trp Asp Ala Gln val Ser Gln Gln Leu Arg Val Asn Pro Asn
1055 1060 1065 1070
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
1050 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 Tyxr 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 GARG 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 TAARAATGAAT AGAACCCCCT 4228
ACTGGTAGAA GGACCGATAG GGGGTTCTTA CATGAAAAAA TGTAGCTGTT TACTAAGGTG 4288
TATAARAAAC AGCATATCTG ATAGAAAAAA GTGAGTACCT TATAAAGAAA GAATTC 4344

Patentanspriiche

1. Eininsektizides Protein, das einen insektizid wirksamen Teil des Proteins mit der unter SEQ ID Nr. 4 dar-
gestellten Aminosadurensequenz aufweist, oder eine Mutante oder Variante davon, wobei manche Aminosau-
ren entfernt, ersetzt oder hinzugefligt wurden, ohne die insektizide Wirksamkeit des Proteins wesentlich zu be-

einflussen.

2. Das Protein nach Anspruch 1, das fir Agrotis ipsilon, Spodoptera exigua, Spodoptera littoralis, Mames-
tra brassica, Heliothis virescens, Ostrinia nubilalis und Plutella xylostellaeine insektizide Wirkung aufweist.

3. Das Protein nach einem der Anspriiche 1 oder 2, das die in SEQ ID Nr. 4 dargestellte Aminosaurense-
quenz aufweist.

4. Das Protein nach einem der Anspriiche 1 oder 2, das einen insektizid wirksamen Teil des Proteins mit
unter SEQ ID Nr. dargestellten Aminosaurensequenz aufweist.

5. Das Protein nach Anspruch 4, das die in SEQ ID Nr. dargestellten Aminosauren der Position 44 bis zur
Position 658 aufweist.

6. Das Protein nach Anspruch 4, das die in SEQ ID Nr. dargestellten Aminosauren der Position 165 bis zur
Position 658 aufweist.

7. Das Protein nach Anspruch 4, das die in SEQ ID Nr. dargestellten Aminosauren der Position 1 bis zur
Position 658 aufweist.

8. Das Protein nach einem der Anspriche 1 oder 2, erhaltlich aus Stamm BTS02618A, hinterlegt bei BC-
CM-LMG unter der Zugangsnummer P-12593.

9. Das Protein nach einem der Anspriiche 1 bis 8, das zusatzlich die Aminosaurensequenz eines Selekti-
ons-Marker-Proteins aufweist.
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10. Eine DNA, enthaltend eine codierende Sequenz, codierend ein Protein nach einem der Anspriiche 1
bis 9.

11. Eine DNA, enthaltend eine codierende Sequenz, codierend ein Protein, welches die in SEQ ID Nr. 4
dargestellten Aminosauren der Position 44 bis zur Position 658 aufweist.

12. Eine DNA, die die Nukleotidsequenz der SEQ ID Nr. 4 von der Nukleotidposition 797 bis zur Nukleotid-
position 2641 aufweist.

13. Die DNA-Sequenz nach Anspruch 10, erhaltlich aus Stamm BTS02618A, hinterlegt bei BCCM-LMG
unter der Zugangsnummer P-12953, wobei die DNA Sequenz fiir ein Protein mit insektizider Wirkung auf Agro-
tis ipsilon, Spodoptera exigua, Spodoptera littoralis, Mamestra brassica, Heliothis virescens, Ostrinia nubilalis
und Plutella xylostella codiert.

14. Eine DNA, die ein Protein mit der insektiziden Wirkung des unter SEQ ID Nr. 4 dargestellten Proteins
codiert, wobei besagte DNA unter stringenten Bedingungen mit der unter SEQ ID No. 4 dargestellten Nukleo-
tidsequenz von Nukleotidposition 668 bis Nukleotidposition 4138 hybridisiert.

15. Eine DNA, die ein Protein mit der insektiziden Wirkung des unter SEQ ID Nr. 4 dargestellten Proteins
von Aminosaureposition 44 bis Aminosaureposition 658 codiert, wobei besagte DNA unter stringenten Bedin-
gungen mit der DNA mit der unter SEQ ID Nr. 4 dargestellten Nukleotidsequenz von der Nukleotidposition 797
bis Nukleotidposition 2641 hybridisiert.

16. Die DNA nach einem der Anspriiche 10 bis 15, worin die Kodon-Verwendung der codierenden Sequenz
so modifiziert wurde, dass sie von einer Pflanze bevorzugt wird.

17. Die DNA nach Anspruch 16, worin die besagte Pflanze Mais ist.
18. Die DNA nach einem der Anspriiche 10 bis 17, die ein Monokotyledonen-Intron enthalten.

19. Ein chimares Gen, enthaltend die DNA nach einem der Anspriiche 10 bis 18 und einen Promotor, der
die Expression in den Zellen einer Pflanze regeln kann.

20. Das chimare Gene aus nach Anspruch 19, worin die besagte DNA die Nucleotide von Position 668 bis
2641 der unter SEQ ID Nr. 4 dargestellten DNA-Sequenz umfasst.

21. Ein Bacillus thuringiensis Stamm, ausgewahlt aus folgender Gruppe: Stamm BTS02617A mit der Hin-
terlegungsnummer BCCM-LMG P-12592, Stamm BTS02618A mit der Hinterlegungsnummer BCCM-LMG
P-12593, Stamm BTS02654B mit der Hinterlegungsnummer BCCM-LMG P-12594 und Stamm BTS02652E
mit der Hinterlegungsnummer BCCM-LMG P-13493.

22. Eine Kristall-Sporen-Mischung des Stammes nach Anspruch 21.

23. Eineinsektizide Zusammensetzung, enthaltend aktive Bestandteile, ausgewahlt aus folgender Gruppe:
das Protein nach einem der Anspriiche 1 bis 9, den Stamm nach Anspruch 21 und die Kristall-Sporen-Mi-
schung nach Anspruch 22.

24. Die Zusammensetzung nach Anspruch 23, die wirksam gegen Insekten, ausgewahlt aus folgender
Gruppe ist: Agrotis spp., Spodoptera spp., Plutella spp., Mamestra spp., Heliothis spp. und Ostrinia spp., Agro-
tis ipsilon, Spodoptera exigua, Spodoptera littoralis, Spodoptera frugiperda, Mamestra brassica, Heliothis vire-
scens, Ostrinia nubilalis und Plutella xylostella.

25. Ein transformierter Mikroorganismus, der eine DNA nach einem der Anspriiche 10 bis 18 enthalt.

26. Eine Pflanzenzelle, enthaltend die DNA nach einem der Anspriiche 10 bis 18 oder das chimare Gen
nach einem der Anspriche 19 oder 20.

27. Eine Pflanze, enthaltend die DNA nach einem der Anspriiche 10 bis 18 oder das chimare Gen nach
einem der Anspriiche 19 oder 20.
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28. Eine Pflanze nach Anspruch 27, die aus folgenden ausgewahlt wird: Baumwolle, Tomate, Tabak, Raps,
Alfala, Sonnenblume, Salat, Kartoffel, Mais, Reis, Sojabohne, Brassica-Arten und Zuckerribe.

29. Ein Pflanzengewebe, enthaltend die Pflanzenzelle nach Anspruch 26.

30. Samen einer Pflanze, enthaltend die DNA nach einem der Anspriiche 10 bis 18 oder das chimare Gen
nach einem der Anspriche 19 oder 20.

31. Ein Verfahren, mit dem eine Pflanze resistent gegen Lepidoptera gemacht wird, dadurch charakteri-
siert, dass eine Pflanze mit der DNA nach einem der Anspriiche 10 bis 18 oder mit dem chimaren Gen nach
einem der Anspriiche 19 oder 20 ausgestattet wird.

32. Das Verfahren nach Anspruch 31, worin besagte Lepidoptera aus folgender Gruppe ausgewahlt wer-
den: Agrotis spp., Spodoptera spp., Plutella spp., Mamestra spp., Heliothis spp., Ostrinia spp., Agrotis ipsilon,
Spodoptera exigua, Spodoptera littoralis, Spodoptera frugiperda, Mamestra brassica, Heliothis virescens, Ost-
rinia nubilalis und Plutella xylostella.

33. Ein Verfahren fur die Produktion von Pflanzen und Reproduktionsmaterial besagter Pflanzen, die ge-
gen Lepidoptera resistent sind, umfassend die folgenden Schritte:
a) Herstellung transformierter Pflanzenzellen, die die DNA nach einem der Anspriiche 10 bis 18 oder das chi-
mare Gen nach einem der Anspriiche 19 oder 20 enthalten,
b) Regeneration von Pflanzen oder Reproduktionsmaterial davon, enthaltend die DNA nach einem der Anspri-
che 10 bis 18 oder das chimare Gen nach einem der Anspriiche 19 oder 20 ausgehend von den besagten
Pflanzenzellen, und wahlweise,
c) die biologische Nachbildung der besagten regenerierten Pflanzen oder des besagten Reproduktionsmateri-
als.

34. Ein Verfahren fir die Bekdmpfung eines Schadinsekts, das einen Schritt enthalt, bei dem der Schadling
mit dem Protein nach einem der Anspriiche 1 bis 9 kontaktiert wird.

35. Ein Verfahren fir die Bekdmpfung eines Schadinsekts, das einen Schritt enthalt, bei dem der Schadling
mit der insektiziden Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 23 oder 24 kontaktiert wird.

36. Das Verfahren nach einem der Anspriiche 34 oder 35, worin das besagte Schadinsekt aus folgenden
ausgewahlt werden kann: Agrotis spp., Spodoptera spp., Plutella spp., Mamestra spp., Heliothis spp., Ostrinia
spp., Agrotis ipsilon, Spodoptera exigua, Spodoptera littoralis, Spodoptera frugiperda, Mamestra brassica, He-
liothis virescens, Ostrinia nubilalis und Plutella xylostella.

37. Die Pflanze nach einem der Anspriche 27 oder 28, die heterozygot beziglich der eingefuhrten DNA ist.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1
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