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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft vier neue Stämme 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 während der Sporulati-
on in Kristalle (die „BTS02617A-Kristalle", die „BTS02618A-Kristalle", die „BTS02654B-Kristalle" bzw. die 
„BTS02652E-Kristalle") verpackt werden. Die Stämme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und 
BTS02652E wurden gemäß 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 enthält.

[0003] Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Gen (das „bTS02618A-Gen"), das in dem Genom der 
Stämme 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 Stämmen 
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 Maiszünsler, 
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 für die Bekämpfung 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 chimäres Gen, das für die Transformation einer Pflan-
zenzelle verwendet werden kann und das die folgenden operativ verbundenen DNA-Fragmente enthält: 

1) einen Teil des bTS02618A-Gens (den „insektizid wirksamen bTS02618A-Gen-Teil"), der einen insektizid 
wirksamen Abschnitt des BTS02618A-Protoxins codiert, vorzugsweise einen verkürzten Teil des 
bTS02618A-Gens (das „verkürzte bTS02618A-Gen"), der nur das BTS02618A-Toxin codiert;
2) einen Promotor, der sich für die Transkription des insektizid wirksamen bTS02618A-Genteils in einer 
Pflanzenzelle eignet; sowie
3) geeignete 3'-Ende-Transkriptbildungs- und Polyadenylationssignale für die Expression des insektizid 
wirksamen bTS02618A-Genteils in einer Pflanzenzelle;

[0006] Dieses chimäre Gen wird im Folgenden im Allgemeinen als „chimäres 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 chimären 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 chimäre bTS02618A-Gen, enthält 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 enthält, 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 Toxizität gegen Insekten-
larven. Die Einteilung dieser Kristallproteine und der entsprechenden Gene erfolgte aufgrund ihrer Struktur und 
ihres insektiziden Spektrums (Höfte und Whiteley, 1989). Die vier Hauptklassen sind Lepidoptera-spezifische 
Gene (cryI), Lepidoptera- und Dipteraspezifische Gene (cryII), Coleoptera-spezifische Gene (cryIII) und Dipte-
ra-spezifische Gene (cryIV).

[0010] Die Tatsache, dass traditionelle Submersfermentationstechniken zur Produktion von Bt-Sporen im gro-
ßen Maßstab verwendet werden können, macht Bt-Bakterien zu einer kommerziell attraktiven Quelle für insek-
tizide Zusamensetzungen.

[0011] Es wurden daher Genfragmente aus manchen Bt-Stämmen, 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. Für die optimale Expression eines in-
sektiziden Proteins in Pflanzenzellen wurde gefunden, dass es nötig ist, jedes Bt-Genfragment gentechnisch 
spezifisch zu verändern, sodass es einen Teil eines Bt-Protoxins codiert, das eine wesentliche Toxizität gegen 
die Zielinsekten beibehält (Europäische 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] Gemäß der vorliegenden Erfindung werden vier neue Bt-Stämme, nämlich die Stämme BTS02617A, 
BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E, bereitgestellt. Die BTS02617A-, BTS02618A-, BTS02654B- und 
BTS02652E-Kristalle und -Kristallproteine, das BTS02618A-Protoxin und -Toxin, das von den Stämmen wäh-
rend der Sporulation produziert wird, und insektizid wirksame Abschnitte des BTS02618A-Protoxins, sowie 
Äquivalente dieser Kristallproteine, dieses Protoxins, dieses Toxins und dieser insektizid wirksamen Protoxin-
abschnitte, in denen manche Aminosäuren entfernt, ersetzt oder hinzugefügt wurden, ohne die insektizide 
Wirksamkeit des Proteins wesentlich zu beeinflussen, weisen jeweils eine insektizide Wirksamkeit auf und kön-
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 Maiszünsler, Ostrinia nubilalis) und Yponomeutidae 
(wie Plutella xylostella), die wichtige Schädlinge von verschiedenen ökonomisch wichtigen Kulturpflanzen wie 
Mais, Baumwolle und vielen Gemüsen wie Kohlgewächsen sind, formuliert werden.

[0013] Ebenfalls erfindungsgemäß wird ein Pflanzenzellgenom mit dem insektizid wirksamen 
bTS02618A-Genteil, vorzugsweise dem verkürzten bTS02618A-Gen, oder einem Äquivalent davon wie einem 
modifizierten synthetischen bTS02618A-Gen transformiert. Diese Transformation wird vorzugsweise mit dem 
chimären bTS02618A-Gen durchgeführt. 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 erfindungsgemäßen transformierten 
Pflanzenzellen können auch zur Herstellung, für die Gewinnung, von solchen insektiziden Bt-Proteinen ver-
wendet werden.

[0014] Weiterhin wird gemäß 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 verkürzten bTS02618A-Gen, oder einem Äquivalent davon 
transformiert. Diesbezüglich wird die Pflanzenzelle vorzugsweise mit dem chimären bTS02618A-Gen transfor-
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miert.

[0015] Weiterhin werden erfindungsgemäß 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 verkürzte bTS02618A-Gen und das chimä-
re bTS02618A-Gen, sowie deren Äquivalente bereitgestellt, wobei solche Äquivalente äquivalente 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 äquivalente 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 erfindungsgemäß wird eine DNA-Sequenz, und zwar entweder eine natürliche oder künstli-
che DNA-Sequenz, die das BTS02618A-Protoxin oder insektizid wirksame Teile davon, wie das Toxin, codiert, 
bereitgestellt.

[0017] Ebenfalls erfindungsgemäß werden eine insektizide Zusammensetzung gegen Lepidoptera, beson-
ders Noctuidae, Pyralidae und Yponomeutidae, und ein Verfahren zur Bekämpfung 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 Äquivalente, wobei 
solche Äquivalente Äquivalente des BTS02618A-Proteins sind, bei denen manche Aminosäuren entfernt, er-
setzt oder hinzugefügt wurden, ohne die insektizide Wirksamkeit des Proteins wesentlich zu beeinflussen, ent-
hält.

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. März 1993 beim BCCM-LMG mit der Hinterlegungsnummer LMG P-13493 
hinterlegten Stamm BTS02652E isoliert werden. So können 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 Höfte et al. 
(1986) aus den Kristallen isoliert werden. Mit den Protoxinen können monoklonale oder polyklonale Antikörper, 
die spezifisch für das Protoxin sind, auf traditionelle Weise hergestellt werden (Höfte 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 folgendermaßen identifiziert: Verdau von Gesamt-DNA aus einem der genannten Stämme mit Restrik-
tionsenzymen; Größentrennung 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 cryIG-Gens konstruiert wurde (Smulevitch et al., 1991; Gleave 
et al., 1992).

[0020] Der Begriff „bTS02618A-Gen" beinhaltet im vorliegenden Zusammenhang eine DNA-Sequenz, die das 
BTS02618A-Protoxin oder -Toxin oder funktionell äquivalente Varianten davon codiert. Aufgrund des degene-
rierten genetischen Codes können manche Aminosäurecodons durch andere ersetzt werden, ohne dass die 
Aminosäuresequenz des Proteins geändert wird. Weiterhin können manche Aminosäuren durch andere äqui-
valente Aminosäuren ersetzt werden, ohne die insektizide Wirksamkeit des Proteins wesentlich zu verändern. 
Veränderungen in Bezug auf die Aminosäurezusammensetzung in Regionen des Moleküls, die sich von den-
jenigen, die für Bindung und Toxizität verantwortlich sind, unterscheiden, verursachen auch weniger wahr-
scheinlich einen Unterschied in Bezug auf die insektizide Wirksamkeit des Proteins. Solche Äquivalente 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 erfindungsgemäße 
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BTS02618A-(Pro-)Toxin codieren. In diesem Zusammenhang bedeutet der Begriff „Hybridisierung" traditionel-
le Hybridisierungsbedingungen, am stärksten bevorzugt stringente Hybridisierungsbedingungen.

[0021] Im vorliegenden Zusammenhang bedeutet der Begriff „funktionelle Teile des BTS02618A-Toxins" jeg-
liche(n) Teil(e) oder Domäne(n) des Toxins mit einer spezifischen Struktur, der die auf ein anderes (Bt-)Protein 
übertragen werden kann/können, um ein neues Hybridprotein mit mindestens einer funktionellen Eigenschaft 
(z. B. den Bindungs- und/oder Toxizitätseigenschaften) des BTS02618A-Toxins bereitzustellen (Ge et al., 
1991). Solche Teile können ein wesentliches Merkmal des Hybrid-Bt-Proteins mit den Bindungs- und/oder To-
xizitätseigenschaften des BTS02618A-Proteins bilden. Solch ein Hybridprotein kann über einen erweiterten 
Wirtsbereich oder eine verbesserte Toxizität verfügen und/oder kann in einer Strategie zur Verhinderung der 
Entwicklung einer Resistenz von Insekten verwendet werden (Europäische 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 können jedoch auch in geeignete Expressionsvektoren ligiert und in E. coli 
transformiert werden, und die Klone können anschließend nach traditionellen Kolonie-Immunsondierungsme-
thoden (French et al., 1986) mit monoklonalen oder polyklonalen Antikörpern, 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 können 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-
tivität gegen Lepidoptera codieren, unterscheidet (Höfte und Whiteley, 1989).

[0025] Ein insektizid wirksamer Teil des bTS02618A-Gens, der für einen insektizid wirksamen Abschnitt sei-
nes Protoxins codiert, und ein verkürzter Teil des Gens, der nur sein Toxin codiert, können auf traditionelle Wei-
se nach Sequenzanalyse des Gens hergestellt werden. Die Aminosäuresequenz des BTS02618A-Protoxins 
und -Toxins wurde aus der DNA-Sequenz des bTS02618A-Gens und des verkürzten 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 Aminosäuren als das BTS02618A-Protoxin aufweist, 
jedoch noch toxisch für Lepidoptera ist.

[0026] Um das ganze bTS02618A-Gen oder einen insektizid wirksamen Teil davon, oder ein äquivalentes 
Gen, in E. coli, in anderen Bt-Stämmen und in Pflanzen zu exprimieren, können geeignete Restriktionsstellen 
eingeführt 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). Für 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) äquivalentes/en, modifiziertes/en 
oder künstliches/en Gen bzw. Genteil gemäß den PCT-Veröffentlichungen 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 chimären bTS02618A-Gen auch ein Monokotyledonen-Intron hinzugefügt werden, und 
die DNA-Sequenz des bTS02618A-Genteils kann auf translationell neutrale Weise weiter dahingehend verän-
dert werden, um möglicherweise hemmend wirkende DNA-Sequenzen, die in dem Genteil vorhanden sind, 
mittels ortsgerichteter Introninsertion und/oder durch Einführung von Veränderungen in Bezug auf die Codon-
verwendung, z. B. Anpassung der Codonverwendung auf diejenige, die von der jeweiligen Pflanze am stärks-
ten bevorzugt ist (Murray et al., 1989), ohne die codierte Aminosäuresequenz wesentlich zu verändern, zu mo-
difizieren.

[0027] Der insektizid wirksame bTS02618A-Genteil oder sein Äquivalent, vorzugsweise das chimäre 
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. Diesbezüglich kann für die Transformation der Pflanzenzelle ein entwaff-
netes Ti-plasmid, das den insektizid wirksamen bTS02618A-Genteil enthält, in Agrobacterium tumefaciens 
verwendet werden, und eine transformierte Pflanze kann anschließend unter Verwendung der zum Beispiel in 
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EP 0,116,718, EP 0,270,822, PCT-Veröffentlichung WO 84/02,913 und Europäische 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. Natürlich können 
für 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-Veröffentlichung 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 jüngster Zeit beschriebenen 
Verfahren für 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 jüngster Zeit be-
schriebene Verfahren für die Transformation von monokotylen Pflanzen im Allgemeinen (PCT-Veröffentlichung 
WO 92/09696) verwendet.

[0028] Mit der erhaltenen transformierten Pflanze kann man in einem traditionellen Pflanzenzüchtungssche-
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 können auf traditionelle 
Weise kultiviert werden, und so den insektizid wirksamen Abschnitt des BTS02618A-Protoxins, insbesondere 
das BTS02618A-Toxin, zu produzieren, das für 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 verkürzte bTS02618A-Gen, wird so in 
ein Pflanzenzellgenom eingeschleust, dass das eingeschleuste Gen stromabwärts (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 chimäre bTS02618A-Gen in das 
Pflanzenzellgenom einschleust. Zu bevorzugten Promotoren zählen: 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 für ein oder mehrere Gewebe oder Organe der Pflanze spezifisch ist (z. B. für Blätter und/oder 
Wurzeln), wodurch der eingeschleuste bTS02618A-Genteil nur in Zellen des bzw. der spezifischen Gewebe(s) 
oder Organ(e) exprimiert wird. So könnte der insektizid wirksame bTS02618A-Genteil dadurch selektiv in den 
Blättern 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 für 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 Möglichkeit 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 stromaufwärts (also in 5'-Richtung) von geeigneten Transkriptionsregulationssignalen 
am 3'-Ende (also Transkriptbildungs- und Polyadenylationssignalen) liegt. Dies wird vorzugsweise dadurch er-
zielt, dass man das chimäre bTS02618A-Gen in das Pflanzenzellgenom einschleust. Zu bevorzugten Polya-
denylations- und Transkriptbildungssignalen zählen 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 gewünschtenfalls 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 für 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 für die Bekämpfung von verschiedensten Lepidoptera- und Coleoptera-Schadinsekten oder für die Be-
kämpfung 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 für ein Protein gegen Lepidoptera codiert; 
und dem bt109P-Gen (PCT-Schrift WO 91/16433), das für ein Protein gegen Coleoptera codiert. So kann ein 
transformierter Bt-Stamm erzeugt werden, der sich für die Bekämpfung 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, durchgeführt werden.

[0036] Jeder der Stämme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E kann für 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 Stämme BTS02617A, BTS02618A, 
BTS026548 und BTS02652E jeweils unter Bildung von Kristallproteinen, die das BTS02168A-Protoxin in hoher 
Ausbeute enthalten.

[0037] Eine erfindungsgemäße 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 Trägern, Verdünnungsmitteln, 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 flüssige Formulierung mit wässrigen oder nichtwässrigen Lösungsmitteln 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 hängen 
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 schützen. Für eine längere Schutzdauer (z. B. eine 
ganze Wachstumsperiode) sollten zusätzliche Mengen der Zusammensetzung von Zeit zu Zeit ausgebracht 
werden.

[0038] Ein erfindungsgemäßes Verfahren für die Bekämpfung von Insekten, insbesondere Lepidoptera, um-
fasst vorzugsweise, dass man einen zu schützenden 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 schützende 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 können Zellen des Stamms BTS02617A, 
BTS02618A, BTS02654B oder BTS02652E auf traditionelle Art auf einem geeigneten Kulturmedium gezüchtet 
und dann auf geeignete Weise, wie durch Enzymabbau oder Detergentien oder dergleichen lysiert werden. 
Das Protoxin kann anschließend 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 können auch geerntet und 
dann intakt, und zwar lebend oder tot, vorzugsweise getrocknet, auf den zu schützenden Standort aufgebracht 
werden. Diesbezüglich 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 können in einer in-
sektiziden Zusammensetzung auf verschiedene Art und Weise mit einer beliebigen Anzahl traditioneller Zu-
satzmittel, naß oder trocken, je nach Verwendungszweck formuliert werden. Zusatzstoffe können Netzmittel, 
Detergentien, Stabilisatoren, Haftmittel, Spreizmittel und Streckmittel beinhalten. Beispiele für solch eine Zu-
sammensetzung beinhalten Pasten, Stäubemittel, Spritzpulver, Granulate, Köder 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 kön-
nen auch andere Bt-Zellen, -Kristalle, -Kristallproteine, -Protoxine, -Toxine oder insektizid wirksame 
BTS02618A-Protoxinabschnitte und andere Insektizide, sowie Fungizide, Biozide, Herbizide und Dünger ver-
wendet werden, um zusätzliche 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 hängt von verschiedenen Faktoren ab, wie 
dem zu bekämpfenden 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 ungefähr 0,1 Gew.-% der Formulierung bis ungefähr 100 Gew.-% der 
Formulierung, öfter ungefähr 0,15 Gew.-% bis ungefähr 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 geschützten Ort verabreicht werden, also an 
einem Ort, wo solch ein Protoxin, Toxin und/oder insektizid wirksamer Protoxinabschnitt aufgebracht worden 
ist. Manchen Insekten können 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 nahrungsmäßig aufnehmen und absterben oder geschädigt werden.

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

Abb. 1

[0044] Southern-Blot-Analyse von mit AluI verdauter Gesamt-DNA des BTS02618A-Stamms HD 127 (Bahn 
1), des Stamms BTS02618A (Bahn 2), des Bt-Stamms BTS02459 (der cryIA(c), 81k, cryIC und cryIE enthält, 
Bahn 3) und des Bt-Stamms BTS02480E (der die gleichen Gene wie HD-127 enthält, Bahn 4) mit einer Mi-
schung von DNA-Sonden für cryI-Kristallproteingene, darunter auch die cryIG-Sonde (SEQ ID Nr. 1). Jede 
Bande entspricht einem bestimmten Kristallproteingen. Mit diesen Sonden stellt sich heraus, dass der Stamm 
BTS02618A das cryIA(b)-Gen und ein neues Gen, nämlich das bTS02618A-Gen, das mittels eines ungefähr 
530 Bp AluI-Fragments, das mit der cryIG-Sonde von SEQ ID Nr. 1 hybridisiert, identifiziert wird, enthält. Die 
Bezeichnungen der anerkannten cryI-Gene sowie die Größe 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 für die Isolation des bTS02618A-Gens verwendeten DNA-Son-
de. Diese Sonde leitet sich von einem Teil der cryIG-DNA-Sequenz ab und ist zu den Nukleotiden 2732–2750 
der von Smulevitch et al. (1991) beschriebenen DNA-Sequenz komplementär.

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

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

[0048] SEQ ID Nr. 4 – Nukleotidteilsequenz des bTS02618A-Gens und translatierte Aminosäuresequenz 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 erwähnt, werden alle Vorgehensweisen für die Herstellung und 
Manipulation von rekombinanter DNA nach den in Sambrook et al. beschriebenen Standardvorgehensweisen 
durchgeführt.

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

Beispiel 1: Charakterisierung der Stämme 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. März 1993 bei der BCCM-LMG mit den Hin-
terlegungsnummern LMG P-13493 hinterlegt.

[0052] Jeder Stamm kann aus traditionellen Standardmedien, vorzugsweise T3-Medium (Trypton 3 g/l, Tryp-
tose 2 g/l, Hefeextrakt 1,5 g/l, 5 mg MnCl2, 0,05 M Na2PO4, pH 6,8 und 1,5% Agar), vorzugsweise bei 28°C, 
gezüchtet werden. Für 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. Für die Sporulation bevorzugt man 48 Stunden Wachstum auf T3-Me-
dium bei 28°C und anschließend Lagerung bei 4°C. Während der vegetativen Phase kann jeder Stamm auch 
unter fakultativ-anaeroben Bedingungen gezüchtet werden, eine Sporulation findet jedoch nur unter aeroben 
Bedingungen statt.

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

[0054] Nach eintägiger Kultivierung auf Nutrient-Agar („NA", Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) bilden die 
Kolonien jedes der Stämme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E opake weiße Kolonien 
mit unregelmäßigen Rändern. Zellen von jedem Stamm (grampositive Stäbchen mit einer Größe von 1,7 ×
5,6–7,7 μm) sporulieren nach 48 Stunden Kultur auf T3-Agar bei 28°C. Die während der Sporulation produzier-
ten Kristallproteine werden in Kristalle der Stämme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E 
verpackt. Außergewöhnlich ist, dass nach der Sporulation das Kristall an der Spore haften bleibt.

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

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

[0056] Die Toxizitätstests wurden an neu geschlüpften Larven (bei Plutella xylostella wurden Larven des drit-
ten Stadiums verwendet) durchgeführt, denen ein Kunstfutter, das schichtenweise mit Sporenkristallmischun-
gen von einem der Stämme BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E oder dem 
BTS02618A-Protoxin oder -Toxin durchsetzt war, verabreicht wurde. Das Kunstfutter wurde in Näpfchen von 
Costar-Platten mit 24 Näpfchen verabreicht. Das Futter war formaldehydfrei. 50 μl einer Probenverdünnung 
wurde auf die Oberfläche des Futters aufgetragen und in einer sterilen Werkbank getrocknet. Für die 
LC50-Tests wurden die Verdünnungen mit PBS-BSA-Puffer vorgenommen, und es wurden fünf Verdünnungen 
aufgetragen. In jedes Näpfchen wurden zwei Larven gesetzt, und pro Probenverdünnung wurden 24 Larven 
verwendet. Am fünften Tag wurden die toten und lebenden Larven von M. brassica, S. frugiperda, H. virescens, 
O. nubilalis, Plutella xyostella und S. exiqua ausgezählt und am sechsten Tag wurden die toten und lebenden 
Larven von A. ipsilon und S. littoralis ausgezählt. Die LC50- und LC95-Werte (die Konzentrationen, die erforder-
lich sind, um 50% bzw. 95% der geprüften Insekten abzutöten, in Anzahl Sporen/Kristalle/cm2 oder ng (Pro-)To-
xin/cm2 ausgedrückt) wurden mittels Probit-Analyse (Finney, 1971) berechnet, und die Ergebnisse sind unten 
angegeben. 
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a 105 Sporen/Kristalle pro cm2

b 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC50-Werte
c von der Howard Dulmage Sammlung, am Northern Region Research Center, 1815 North University, Peoria, 
III, USA. Kurator: Dr. L. Nakamura.

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

Spodoptera littoralis

Spodoptera exiqua

1. Kristall/Sporen-Mischungen
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a 105 Sporen/Kristalle pro cm2

b 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC50-Werte; mit Sternchen gekennzeichnete Werte sind 90% Fiduzi-
al-Konfidenzintervall der LC50-Werte
c PCT-Patent-Schrift WO 90/06999
d aus Javelin® isolierter Stamm (Sandoz, Lichtstrasse, Basel, Schweiz)
e Stamm von Florbac® (Novo Nordisk, Novo Alle, Bagsvaerd, Dänemark)

a ng/cm2

b 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC50-Werte

a 105 Sporen/Kristalle pro cm2

b 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC50-Werte

a ng/cm2

b 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC50-Werte

2. Toxin/Protoxin-Assays

Mamestra brassica

1. Kristall/Sporen-Mischungen

2. Protoxin-Assays
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a Anzahl der Larven im 1. Stadium, die nach 6 Tagen abgetötet wurden (107 Sporen/Kristalle/cm2)
b Gene, von denen bekannt ist, dass sie in diesen Stämmen vorhanden sind
c Btgall. wie von Smulevitch et al (1991) beschrieben
d HD 127 ist bei der Howard Dulmage Collection (NRRC, siehe oben) erhältlich
e überlebende Larven mit stark gehemmtem Wachstum

a 106 Sporen/cm2

b 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC50-Werte

a ng/cm2

b 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC50-Werte

[0058] Da eine gewisse Wirksamkeit des CryIAc-Toxins gegen A. ipsilon von MacIntosh et al. (1990) beschrie-
ben worden war, wurde gereinigtes CryIAc-Toxin aus Vergleichsgründen an diesem Insekt geprüft, verursachte 
jedoch keine signifikante Mortalität bei A. ipsilon. 

Agrotis ipsilon

1. Kristall/Sporen-Mischungen

2. Toxin/Protoxin-Assay
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a 103 Sporen/Kristalle pro cm2

b 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC50-Werte
c PCT-Patentschrift WO 90/06999
d von DipelTM (Abott Laboratories, North Chicago, III., USA) isolierter Stamm

a ng/cm2

b 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC50-Werte

a 105 Sporen/Kristalle pro cm2

b 95% Fiduzial-Konfidenzintervall der LC50-Werte
c von DipelTM (Abott Laboratories) isolierter Stamm

Heliothis virescens

1. Kristall/Sporen-Mischungen

2. Toxin/Protoxin-Assay

Ostrina nubilalis

1. Kristall/Sporen-Mischungen

2. Assay mit aufgereinigtem Protoxin
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a Konzentration, bei der 100% Mortalität beobachtet wurde (in ng/cm2)

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

Plutella xylostella

[0060] Eine signifikante Mortalität 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 Insektenfütterungsversuchen das Larvenwachs-
tum von S. frugiperda-Larven signifikant hemmen.

[0062] Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die erfindungsgemäßen Stämme und das erfindungs-
gemäße BTS02618A-Protein eine starke insektizide Wirksamkeit gegen verschiedenste Insekten, die gegen-
über keinem einzigen derzeit verfügbaren 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 gegenüber dem BTS02618A-Protein emp-
findlich sind, zeigt vergleichend mit Ergebnissen, die mit anderen CryI-Genen erhalten wurden (Van Franken-
huyzen, 1993), zusammengefaßt.

Beispiel 3: Identifikation des bTS02618A-Gens

[0063] Das bTS02618A-Gen wurde in dem Stamm BTS02618A mittels Southern-Blot-Analyse (Fig. 1) von 
mit AluI verdauter Gesamt-DNA des Stamms unter Standard-Hybridisierungsbedingungen mit der DNA-Se-
quenz des cryIG-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 vollständige Aminosäuresequenz 
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 Stämmen 
BTS02617A, BTS02654B und BTS02652E aufgefunden werden und die Konstruktion von Sonden für die Iden-
tifikation und Isolation der vollständigen Gensequenz in diesen und anderen Bt-Stämmen ermöglicht 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 Stämmen BTS02617A, BTS02654B und BTS02652E mit der 
DNA-Sequenz von SEQ ID Nr. 1 als Sonde sowie anderen DNA-Sonden von konservierten DNA-Fragmenten 
in cryI-Genen identifiziert.

[0066] Es wurde gefunden, dass das Volllängen-Gen bTS02618A ein 129,9 kD großes Protoxin codiert. Ein 
Vergleich der Aminosäuresequenz mit anderen bekannten CryI-Proteinen ergab, dass das C-terminale Ende 
(C-terminal des konservierten Sequenzblocks 5) (zu 88%) mit CryIG homolog war. Die beste Homologie für 
den N-terminalen Teil (das Toxin) wurde mit dem CryIB-Toxin gefunden, es wurde jedoch gefunden, dass sie 
weniger als 50% betrug (die Homologie wird als Anzahl vollständiger Übereinstimmungen dividiert durch die 
Anzahl Aminosäuren des längsten Fragments ausgedrückt).

[0067] Es wird angenommen, dass das kleinste insektizide Protein ein 69 kD (615 Aminosäuren) großes Pro-
tein, das sich von der Aminosäure Nummer 44 bis zu Aminosäure Nummer 658 in SEQ ID Nr. 4 erstreckt, ist. 
Ein kleineres Trypsinfragment mit einer Größe von 55 kD (494 Aminosäuren), dass sich von Aminosäure Num-
mer 165 bis Aminosäure 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 verkürztes bTS02618A-Gen 
oder ein äquivalentes verkürztes Gen, vorzugsweise das 69 kD große 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 präpariert 
und mit Sau3A teilweise verdaut. Die verdaute DNA wurde der Größe 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 anschließend mit der cryIG-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 anschließend nach Maxam und Gilbert (1980) sequen-
ziert. Partialsequenzen des bTS02618A-Gens sind in SEQ ID Nr. 2 und 3 gezeigt, und die vollständige 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 verkürzten 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 routinemäßig 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 verkürzten bTS02618A-Gens in E. coli, und Insertion des 
verkürzten bTS02618A-Gens in Pflanzen

[0071] Um das bTS02618A-Gen und das verkürzte 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 ermöglichen, wurden Kassetten, die a) das verkürzte 
Gen oder b) ein Hybridgen, das eine Fusion von i) dem verkürzten 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 Blumenkohlmosaikviruspromotors, 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 verkürzte bTS02618A-Gen enthalten, werden 
nach Standardvorgehensweisen (Deblaere et al., 1985) in den Agrobacterium-Stamm C58C1RifR (US-Paten-
tanmeldung 821,582; EPA 86/300,291.1), der das entwaffnete Ti-Plasmid pGV2260 (Vaeck et al., 1987) trägt, 
transferiert. Durch Selektion auf Spectinomycinresistenz erhält man cointegrierte Plasmide, die aus pGV2260 
und den entsprechenden Pflanzenexpressionszwischenvektoren bestehen. Mit jedem dieser rekombinanten 
Agrobacterium-Stämme werden dann unterschiedliche Baumwollpflanzen transformiert, so dass das verkürzte 
bTS02618A-Gen in unterschiedlichen Pflanzenzellen vorhanden und von unterschiedlichen Pflanzenzellen ex-
primiert wird.

Beispiel 6: Expression des verkürzten bTS02618A-Gens in Pflanzen

[0074] Die insektizide gegen Lepidoptera gerichtete Wirksamkeit des Expressionsprodukts des verkürzten 
bTS02618A-Gens in Blättern von transformierten Pflanzen, die aus den transformierten Pflanzenzellen von 
Beispiel 5 erzeugt werden, wird dadurch ausgewertet, dass man die Wachstumsrate und Mortalität von Larven 
von Agrotis und Spodoptera spp., die diese Blätter fressen, aufzeichnet. Diese Ergebnisse werden mit der 
Wachstumsrate von Larven, die Blätter von nicht-transformierten Pflanzen fressen, verglichen. Die Assays der 
Toxizität gegen Agrotis und Spodoptera spp. werden wie in EP 0,358,557, US-Patentanmeldung 821,582 und 
EPA 86/300,291.1 beschrieben durchgeführt. Bei Larven, die Blätter von transformierten Pflanzen, die das ver-
kürzte bTS02618A-Gen und das verkürzte bTS02618A-neo-Hybridgen enthalten, fressen, gelangt man zu ei-
ner signifikant höheren Mortalitätsrate als bei Larven, die die Blätter 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 selbstverständlich, dass die vorliegende Erfindung nicht auf den Stamm BTS02617A (BC-
15/32



DE 693 33 893 T2    2006.07.13
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) beschränkt 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 verkürzte bTS02618A-Gen. Diesbezüglich bedeutet der Begriff 
„bTS02618A-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 äquivalente Gen, das ein Protoxin mit im Wesentlichen der gleichen Aminosäuresequenz 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 vollständige Sequenz enthält.

[0076] Die vorliegende Erfindung ist auch nicht auf mit dem verkürzten bTS02618A-Gen transformierte 
Baumwollpflanzen beschränkt. Sie beinhaltet jegliche Pflanze, wie Tomate, Tabak, Raps, Alfalfa, Sonnenblu-
me, Salat, Kartoffel, Mais, Reis, Sojabohne, Brassica-Arten, Zuckerrübe und sonstige Leguminosen und Ge-
müse, die mit einem insektizid wirksamen Teil des bTS02618A-Gens oder einem äquivalenten 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-
schränkt. Andere bekannte Techniken für Pflanzenzelltransformationen, wie mittels Liposomen, durch Elektro-
poration, durch Vektorsysteme, die auf Pflanzenviren oder Pollen beruhen, können für die Transformation von 
Monocotyledonen und Dicotyledonen mit solch einem Genteil verwendet werden.

[0078] Außerdem können für die Transformation von Pflanzen und Bakterien andere DNA-Sequenzen, als 
diejenigen, die natürlich in den Stämmen BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B und BTS02652E vorhanden 
sind und das BTS02618A-Protoxin und -Toxin codieren, verwendet werden. Diesbezüglich kann die natürliche 
DNA-Sequenz dieser Gene durch folgendes modifiziert werden: 1) Ersetzen von manchen Codons durch an-
dere, die entweder für die gleichen oder unterschiedliche, vorzugsweise die gleichen, Aminosäuren codieren; 
2) Entfernen oder Hinzufügen von manchen Codons; und/oder 3) reziproke Rekombination wie von Ge et al. 
(1991) beschrieben; mit der Maßgabe, 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 verändern. So könnte statt einem natürlich 
insektizid wirksamen bTS02618A-Genteil in einem erfindungsgemäßen chimären bTS02618A-Gen für die Mo-
difikation von Pflanzen ein erfindungsgemäßes künstliches bTS02618A-Gen bzw. ein erfindungsgemäßer 
künstlicher 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 für die Transformation von Pflanzen und anderen Mikroorganismen als E. coli eignen. Dies-
bezüglich ist die Erfindung nicht auf die spezifischen Plasmide, die das bTS02618A-Gen oder Teile davon, das 
bzw. die bis jetzt beschrieben wurde(n) beschränkt; die vorliegende Erfindung umfasst vielmehr beliebige 
DNA-Rekombinanten, die DNA-Sequenzen, die ihr Äquivalent sind, enthalten. Die Erfindung betrifft weiterhin 
alle DNA-Rekombinanten, die das ganze bTS02618A-Gen oder einen Teil davon enthalten und die sich für die 
Transformation von Mikroorganismen (z. B. mit Pflanzen assoziierte Bakterien wie andere Bacillus thuringien-
sis-Stämme, Bacillus subtilis, Pseudomonas und Xanthomonas oder Hefen wie Streptomyces cerevisiae) un-
ter Bedingungen, die es dem ganzen Gen oder einem Teil des Gens ermöglichen, exprimiert zu werden und 
von diesen Mikroorganismen gewonnen zu werden oder auf eine Pflanzenzelle transferiert zu werden, eignen.
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Blocksequenzbeschreibung
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Patentansprüche

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

2.  Das Protein nach Anspruch 1, das für 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 Ansprüche 1 oder 2, das die in SEQ ID Nr. 4 dargestellte Aminosäurense-
quenz aufweist.

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

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

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

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

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

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

11.  Eine DNA, enthaltend eine codierende Sequenz, codierend ein Protein, welches die in SEQ ID Nr. 4 
dargestellten Aminosäuren 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, erhältlich aus Stamm BTS02618A, hinterlegt bei BCCM-LMG 
unter der Zugangsnummer P-12953, wobei die DNA Sequenz für 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 Aminosäureposition 44 bis Aminosäureposition 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 Ansprüche 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 Ansprüche 10 bis 17, die ein Monokotyledonen-Intron enthalten.

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

20.  Das chimäre 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, ausgewählt 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.  Eine insektizide Zusammensetzung, enthaltend aktive Bestandteile, ausgewählt aus folgender Gruppe: 
das Protein nach einem der Ansprüche 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, ausgewählt 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 Ansprüche 10 bis 18 enthält.

26.  Eine Pflanzenzelle, enthaltend die DNA nach einem der Ansprüche 10 bis 18 oder das chimäre Gen 
nach einem der Ansprüche 19 oder 20.

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

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

30.  Samen einer Pflanze, enthaltend die DNA nach einem der Ansprüche 10 bis 18 oder das chimäre Gen 
nach einem der Ansprüche 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 Ansprüche 10 bis 18 oder mit dem chimären Gen nach 
einem der Ansprüche 19 oder 20 ausgestattet wird.

32.  Das Verfahren nach Anspruch 31, worin besagte Lepidoptera aus folgender Gruppe ausgewählt 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 für 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 Ansprüche 10 bis 18 oder das chi-
märe Gen nach einem der Ansprüche 19 oder 20 enthalten,  
b) Regeneration von Pflanzen oder Reproduktionsmaterial davon, enthaltend die DNA nach einem der Ansprü-
che 10 bis 18 oder das chimäre Gen nach einem der Ansprüche 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 für die Bekämpfung eines Schadinsekts, das einen Schritt enthält, bei dem der Schädling 
mit dem Protein nach einem der Ansprüche 1 bis 9 kontaktiert wird.

35.  Ein Verfahren für die Bekämpfung eines Schadinsekts, das einen Schritt enthält, bei dem der Schädling 
mit der insektiziden Zusammensetzung nach einem der Ansprüche 23 oder 24 kontaktiert wird.

36.  Das Verfahren nach einem der Ansprüche 34 oder 35, worin das besagte Schadinsekt aus folgenden 
ausgewählt 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 Ansprüche 27 oder 28, die heterozygot bezüglich der eingeführten DNA ist.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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