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Zplsob ziskavani integrantd kmene Bacillus thuringiensis

Tato patentova prihlaska je castecnou pokracdovaci
prihlaskou prihlasky poradového ¢&isla 08/274,608, podané 13.
Cervence 1994, ktera je &asteCnou pokradovaci prihlaskou
prihlasky poradového <¢&isla 08/092,338 podané 15. &ervence
1993, nyni vzaté =zpét. Tato prihlaska je rovnéz c¢astednou
pokracovaci prihlaskou prihlasky 07/835,701, podané 26.
kvétna 1992,

Oblast techniky

Vyndlez se tykd zplsobu ziskavani integrantu(ll) kmene
Bacillus thuringiensis. Vynalez se dale +tyka takového(ych)
integrantu(i) nebo jeho spor, komposic obsahujicich takovy
integrant(y), stejné& jako zpusobl pro potirani Skadce(w),

které téchto kompozic pouzivaji.

Dosavadni stav techniky

Skfidci mohou byt potirani bud chemickymi pesticidy nebo
biopesticidy. AvSak vzhledem k S$Sirokému spektru t&¢inku mohou
chemické pesticidy nicdit organismy, které cilem nejsou, jako
je uziteény hmyz a parasiti i dravci proti nid¢ivym S$kddctm.
Mimo to jsou chemické pesticidy obvykle toxické pro zvirata i
lidi. Dale pak, jsou-1li vybrani $kiidci opakované vystavovani
takovym latkam, miZe se u nich vyvinout resistence.

Biopesticidy vyuzivaji ke zvladani zamoreni plodin
hmyzem, fungalnimi $kadci a plevelem, pfirozené se
vyskytujici pathogeny. Jako priklad biopesticidu je bakterie,
kterd produkuje substanci, toxickou pro zamofujiciho Sktdce.
Obecné je biopesticid méné Skodlivy pro organismy, na které

neni zaméren, a pro Zivotni prostfedi v celku, neZ chemické



pesticidy.

Nejvice rozsSirenym biopesticidem je Bacillus
thuringiensis. Bacillus thuringiensis je pohybliva,
tyc¢inkovita, gram-positivni bakterie, v prirodé Siroce

rozSifena, zejména v pudé a prostifedich bohatych na Sktdce.
Béhem sporulace produkuje Bacillus thuringiensis parasporalni
krystalickou inklusi(e), kterd(é) je (jsou) po poziti
toxickd(é) pro citlivé larvy. Inkluse se miZze (mohou) 1isit
co do tvaru, pocétu a slozeni. Jsou tvoreny z jednoho nebo
vice proteind, nazyvanych delta-endotoxiny, které z hlediska
velikosti mohou byt v rozmezi 27-140 kDa. Delta-endotoxiny
jsou ve vnitfnostech larev protedzami obvykle konvertovany na
mensSi (zkracené) toxické polypeptidy pisobici destrukci
zazivaciho traktu a na konec uhynuti Skidce (Hofte a
Vhiteley, 1989, Microbiol. Rev. 53:242-255).

Delta-endotoxiny jsou kédovany cry (krystalicky protein)
geny. Cry geny se rozdéluji na Sest tfid a nékolik podtrid
zalozenych na homologii aminokyselin a pesticidni
specificité. Sest hlavnich t#id predstavuji Lepidoptera-
specifické (cryl), Lepidoptera- a Diptera-specifické (cryII),
Coleoptera-specifické (crylII), Diptera-specifické (crylIV)
(Hofte a Vhiteley, 1989, Microbiol. Rev. 53:242-255),
Coleoptera- a Lepidoptera-specifické (oznacované Tailorem
a spol., 1992, Mol. Microbiol. 6:1211-1217, jako cryV geny);
a Nematoda-specifické (oznadované Feitelsonem a spol., 1992,
Bio/Technology 10:271-275, jako cryV a cryVI geny). N&které
krystalické delta-endotoxiny Bacillu thuringiens jsou také
podle publikaci pesticidni pro Acari, Hymenoptera,
Phthiraptera, Platyhelminthes, Homoptera, Blattodea
a Protozoa.

Delta-endotoxiny byly pripraveny pomoci metod
rekombinatni DNA. Delta-endotoxiny ptipravené metodami

rekombinantni DNA mohou anebo nemusi byt v krystalické formé.




Rizné cry geny byly klonovany, sekvencovdny a exprimovany

v riznych hostitelich, jako je napf. E. coli.(Schnepf
a spol., 1987, J. Bacteriol. 169:4110-4118) a Bacillus
subtilis (Shivakumar a spol., 1986, J. Bacteriol.

166:194-204).

Amplifikace cry gent bylo dosazZeno pomoci Bacillus
subtilis. Gen delta-endotoxinu Bacillu thuringiensis subsp.
kurstaki HD73 byl klonovan do Bacillus subtilis za pouziti
integrativniho plasmidu a =zmnoZen (Calogero a spol., 1989,
Appl. Environ. Microbiol., 55:446-453). AvSak, jak bylo bylo
zjisSténo srovnanim s Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
HD73, nebyl pozorovan vzrist velikosti krystal®i. Kromé& toho
nebyl popsén rozdil v pesticidni aktivité.

Uroven exprese genl delta-endotoxind se zda byt zavisla
na pouzitych hostitelskych burikdch (Skivakumar a spol., 1989,
Gene 79:21-23). Skivakumar a spol. nalezli na priklad vyrazné
diference pfi expresi c¢ryld a crylIA gent delta-endotoxint
Bacillu thuringiensis subsp. kurstaki v Bacillus subtilis a
Bacillus megaterium. CryIA gen byl exprimovan, kdyz byl
vicekopiovy vektor pfitomen v Bacillus megaterium, v Bacillus
subtilis vSak nikoliv. CrylIA byl exprimovam v obou
hostitelich, ale v Bacillus megaterium ve vétsSi mife.
Elektronovou mikroskopii byly zkoumany sekce bunék Bacillus
megaterium, které tyto geny delta-endotoxind exprimuji a v
téchto burikach byla zjisSténa pritomnost velkych
bipyramiddlnich krystalti. Neni v8$ak Za4dn4 indikace, Ze tyto
krystaly jsou néjak véts$i nez krystaly nalézané v Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki, které normalné& tyto geny
obsahuji. Vysledky bioessayt bunék Bacillus megaterium,
exprimujici tyto geny delta-endotoxinfi, naznaduji, Ze zde
nebyl Zzaddny vzrust pesticiddlni aktivity ve srovnani
S Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki. A vskutku, pro

dosazeni stejného efektu v zahubeni hmyzu bylo zapotfebi



pétinasobné koncentrace Bacillu megaterium mnez Bacillu

thuringiensis subsp. kurstaki.

Pri drivéjsich zplsobech se hostujici burika
transformovala pomoci vektoru rekombinantni DNA, nesouci
sekvenci DNA, kterda kéduje delta-endotoxin a replikadéni
sekvence DNA. Exprese delta-endotoxinu je zavisld na
replikaci vektoru rekombinantni DNA v hostiteli. JestlizZe se,
za uc¢elem produkovani Zddaného polypeptidu procedurami
rekombinantni DNA, bakteridlni buriky transformuji vektorem
rekombinantniho plasmidu, ktery nese vloZenou genetickou
informaci s kédem pro delta-endotoxin, d&asto se pozorovalo,
ze se takové plasmidy stédvaji nestalé, i kdyZz samy o sobé
mohou byt stabilni soudasti buriky. Tato nestabilita miZe
nabyt bud formy nestédlého trvani plasmidu v burikach tak, Ze
se plasmid pripadné vytrati z buné&éné populace, anebo tak, zZe
DNA kédujici prislusny protein miZe byt plasmidem vymazéna.
Tradi¢ni zplisob reSeni prede$lého problému bylo pé&stovani
transformovanych bunék za zvoleného omezeni, coZ znamena,
typicky v pritomnosti antibiotika, va&i kterému prislusné
buriky se staly resistentni diky pritomnosti genu kédujiciho
produkt zprostredkujici resistenci vii¢i onomu antibiotiku, na
plasmidu transformovaném do bunék. Av$ak tento piistup neni
ani ekonomicky vhodny pro produkci ve velkém mé&ritku vzhledem
k vysokym nédkladim antibiotik pfichdzejicich v tvahu, ani
zaddouci =z ddvodd ochrany zZivotniho prostredi. Pouziti
antibiotik v kultivaénich prostfedich také vice znesnadiuje

ziskani produktu, ktery by schvalily zdravotni a jim podobné

e

Fady.

Dfive bylo navrzZeno, Zze by plasmidy mohly byt
stabilizovany tim, Ze se do nich vloZi sekvence DNA kédujici
parti¢ni funkci, kterd =zajistuje stejnou distribuci plasmidu
do dalSich pokoleni buné&k pri bunééném déleni. Alternativni

metodou dosazeni stabilni dédic¢nosti klonovanych sekvenci DNA



je provedeni opatreni pro integraci takovych DNA sekvenci do

genomu hostujici bakterie. Integrace DNA sekvenci piitomnych
u plasmidovych vektorn se mize provést tak zvanym
"prekrizovacim" postupem, jak je popisovan napr. A.
Campbellem, Advances Genet. 11, 1962, str. 101-145. Podle
tohoto postupu je plasmidovy vektor opat¥en DNA sekvenci,
ktera je homologickad k oblasti bakteridlniho genomu, anebo
alternativné ma dvé homologické sekvence na obou stranach
heterologické DNA sekvence, kterd ma byt integrovéna.
V néasledujicim rekombinaénim pripadu jsou homologicka
sekvence i prilehlé sekvence na vektoru integrovany do
hostitelského genomu v oblasti homologie.

\' nékterych pripadech  v$ak bylo zjisténo, Ze
integrované sekvence DNA jsou vymazédny z bundk bez voleného
omezeni, na priklad podobnym typem homologického
rekombinantniho pfipadu jako toho, ktery je zodpovédny za
integraci DNA. Dfive bylo zejména pozorovano, Ze rekombinace
mezi homologickymi sekvencemi DNA je stimulovana v blizkosti
replikaéni DNA pritomné nebo blizké DNA integrované do genomu
hostitelské buriky; viz Ph. Noirot a spol., J. Mol. Biol. 196,
1987, str. 39-48 a M. Young a S.D. Ehrlich, J. Bacteriol.
171(S), kvéten 1989, str. 2653-2656.

Predmétem predklddaného vyndlezu je proto poskytnout
stabilni integraci DNA sekvenci do genomické DNA, napf.
chromosomu bakteridlnich hostitelskych bunék, zejména Bacillu
thuringiensis. Predmé&tem vynadlezu je také vytvofit integranty
kmene Bacillu thuringiensis, které produkuji dostatec¢na
mnozstvi delta-endotoxinti. Takové integranty mohou byt
uzitecné pro rozsSifeni rozsahu hostovani Bacillu
thuringiensis a ziskani efektivn&j$ich formulaci Bacillu

thuringiensis.



Podstata vynalezu

Vynalez se tyka zpisobll ziskadvani integrantu Bacillu
thuringiensis, ktery produkuje nejméné jeden heterologicky
krystalicky endotoxin. Integrant se ziskava

a) tim, Ze se do bunky hostitelského kmene Bacillus
thuringiensis (i) zavede prvni DNA vektor, obsahujici prvni
pocatek replikace a nejméné jeden funkéni gen kédujici
nejméné jeden faktor, potfebny pro replikaci plasmidu
z feceného prvniho pocdédtku replikace, a s nim (ii) druhy DNA
vektor, obsahujici druhy pocatek replikace, avsak
postradajici funkéni gen kédujici faktor, potrebny pro
replikaci plasmidu =z druhého podatku replikace, stejné jako
sekvenci DNA kédujici delta-endotoxin Bacillu thuringiensis,
sekvenci DNA, kterd je homologickd s oblasti genomu redeného
hostitelského kmene a volitelny signdlni znak a

(b) kultivaci builtky z kroku (a) za selektivnich podminek
vedoucich ke =ztraté prvniho DNA vektoru a k integraci
feceného druhého DNA vektoru do genomu rec¢ené hostitelské
buriky homologickou rekombinaci.

V charakteristickém provedeni je hostitelskym kmenem Bacillu
thuringiensis cry- kmen.

PredloZzeny vyndlez se dale tyka redeného integrantu.
Sekvence DNA, ktera kéduje delta-endotoxin Bacillu
thuringiensis, miZe byt heterologickou DNA sekvenci. V jednom
z provedeni miZe integrant kromé obsahu heterologického
krystalického delta-endotoxinu obsahovat také homologicky
krystalicky delta-endotoxin, delta-endoxin, ktery je
endogenné produkovan hostitelskym kmenem Bacillu
thuringiensis. V jiném provedeni miZe integrant produkovat
vice nez jeden heterologicky delta-endotoxin Bacillu
thuringiensis. \% dalsim provedeni, ve srovnani

s odpovidajicim materskym kmenem,  je jako vysledek



amplifikace genu ¢i hyperexprese produkovédno veliké mnoZstvi

krystalického delta-endotoxinu s véts$i pesticidni Géinnosti
a pripadné vétSi velikosti krystalli. Vyndlez se také tyka
pesticidni komposice obsahujici takovy integrant a pesticidné
prijatelny nosicd pravé tak jako zpUsobt pro potirani

Sktidce (1) pri uziti takové komposice.

Definice

"Integrant”, jak se zde definuje, je kmen Bacillu
thuringiensis, ktery obsahuje dodateény segment DNA (obvykle
cry gen, gen antibiotické resistence a s plasmidem sdruZené
DNA) vloZeny homologickou rekombinaci do genomu fedeného
kmene.

"Heterologicka sekvence DNA", jak se =zde definuje, je
sekvence DNA, ktera se Vv hostitelské Dburice Bacillu

thuringiensis prirozen& nevyskytuje.

"Genom", jak se zde definuje, je veskera DNA, jak
chromosomalni tak i plasmid, uvnitr buriky Bacillu
thuringiensis.

"Matersky kmen", jak se zde definuje, je kmen, ktery je
zdrojem heterologické sekvence DNA kédujici delta-endotoxin
Bacillu thuringiensis.

"VeétSi pesticidni ddinnosti", jak se zde definuje, se
mini nejméné 1,25-krat vét3$i Geinnost proti $ktdci, ve smyslu
zahubeni nebo zakrnéni $ktidce, nez odpovid4 materskému kmeni.
V preferovaném provedeni je pesticidni uinnost integrantu
mezi kolem 1,5 aZ kolem 10 nasobku pesticidni udinnosti
odpovidajiciho materského kmene Bacillus thuringiensis.

"VétSim mnoZstvim", jak se zde definuje, je minéno, zZe
integrant produkuje nejméné 1,25-nasobné mnozstvi
krystalického delta-endotoxinu neZ matersky kmen.

"Vétsi velikosti krystalu", jak se zde definuje, se

rozumi, Ze nejvét$i plocha krystalu integrantu m4 nejméné




1,2-nasobnou plochu povrchu nebo objem krystalu materského

kmene.

Zplisoby ziskavani integrantt

Integrant podle predlozZeného vyndlezu miZe byt ziskan
systémem "dvouplasmidové" integrace. Tento systém spodiva na
prvnim ¢ili pomocném plasmidu, ktery obsahuje ptavod replikace
a nejméné jeden funkéni gen kédujici nejméné jeden faktor
nezbytny pro replikaci plasmidu, napf. na teplotu citlivy
replikac¢ni protein, ktery plsobi in trans, a druhy vektor
¢ili integrativni plasmid, ktery v nepritomnosti pomocného
plasmidu nemiZze replikovat. Integrativni plasmid podle
predlozeného vynadlezu obsahuje (i) cry gen, (ii) oblast
homologickou s hostitelskym genomem (na priklad 16S rRNA gen
nebo gen fosfolipazy C nebo samotny cry gen) a (iii)
a volitelny signalni znak. Prvni plasmid miZe také obsahovat
sekvenci DNA, jez kéduje voliteny signalni =znak, napf. znak
antibiotické resistence, ktery se 1isi od onoho, ktery je
k6dovan pomocnym plasmidem. Pomocny plasmid miZe byt pridavan
pred anebo soucasné s integrativnim plasmidem.

Pri typickém provedeni je pomocny plasmid zaveden
elektroporaci do pozZadovaného hostitele =zahrnujiciho, ale
neomezujiciho se na Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki,
Bacillus thuringiensis subsp. aizawai, Bacillus thuringiensis
subsp. galleriae, Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus,
Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis, Bacillus
thuringiensis subsp. thuringiensis, Bacillus thuringiensis
subsp. alesti, Bacillus thuringiensis subsp. canadiensis,
Bacillus thuringiensis subsp. darmstadiensis, Bacillus
thuringiensis subsp. dendrolimus, Bacillus thuringiensis
subsp. finitimus, Bacillus thuringiensis subsp. kenyae,
Bacillus thuringiensis subsp. morrisont, Bacillus

thuringiensis subsp. subtoxicus, Bacillus thuringiensis



subsp. toumanoffi, Bacillus thuringiensis subsp. toumanoffti,

Bacillus thuringiensis subsp. pondicheriensis, Bacillus
thuringiensis subsp. shandogiensis, Bacillus thuringiensis
subsp. sotto, Bacillus thuringiensis subsp. nigeriae,
Bacillus thuringiensis subsp. yunnanenstis, Bacillus

thuringiensis subsp. dakota, Bacillus thuringiensis subsp.
indiana, Bacillus thuringiensis subsp. tohokuensis, Bacillus
thuringiensis subsp. kumamotoensis, Bacillus thuringiensis

subsp. tochigiensis, Bacillus thuringiensis subsp. thompsont,

Bacillus thuringiensis subsp. wuhanenstis, Bacillus
thuringiensis subsp. kyushuensis, Bacillus thuringiensis
subsp. ostriniae, Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi,
Bacillus thuringiensis subsp. pakistant, Bacillus
thuringiensis subsp. japonensis, Bacillus thuringiensis
subsp. colmeri, Bacillus thuringiensis subsp.
pondicheriensis, Bacillus thuringiensis subsp.

shandongiensis, Bacillus thuringiensis subsp. neoleonensis,
Bacillus thuringiensis subsp. coreanensis, Bacillus
thuringiensis subsp. silo, Bacillus thuringiensis subsp.
mexicanensis a Bacillus thuringiensis subsp. tisraelensis
a udrzZzovan pridavanim zvoleného ¢inidla, na priklad
antibiotika jako erythromycinu pri teploté, kteréd dovoluje
vlastni fungovani Rep proteinu citlivého na teplotu (napt.
30 °C). Potom se do téhoz hostitelského kmene zavede
integrativni plasmid postradajici funkcéni replikadéni protein
(nap¥. Rep protein) a udrZuje se vybérem zvoleného ¢inidla,
napf. chloramfenikolu. Selekce samotnym chloramfenikolem je
dostatecna, aby byly udrzovany oba plasmidy, protoze
integrativni plasmid nemiZe existovat bez pomocného plasmidu.
Rist pri vy3s8i teploté napr¥. 37 °C nedovoluje replikaci
pomocného plasmidu. Za  nepfitomnosti pomocného plasmidu
nemize také replikovat integrativni plasmid kédujici

resistenci chloramfenikolu. Jedinou cestou aby hostitelska
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buiika mohla udrzZet resistenci na chloramfenikol, je tedy
integrace integrativniho plasmidu Campbellovym zplisobem
rekombinace v oblasti homologie, kterou sdili s genomem
Bacillu thuringiensis. Nasledkem toho je DNA integrovana do
genomu hostitelského kmene. V urcitém pripadé je hostitelskym
kmenem cry-kmen. V nejcharakteristi¢téjSim pripadeé je
hostitelskym kmenem kmen Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki.

DNA sekvence kédujici delta-endotoxin miZe byt volena ze
skupiny obsahujici cryl, cryll, crylll, crylV, cryV, nebo
cryVl geny, avSak neomezuje se to jen na né. Pri jednom
z provedeni obsahuje delta-endotoxin koédujici sekvence DNA
gen cryIC. CryIC gen kéduje delta-endotoxin specificky pro
lepidopterové Sktidce. Sekvence DNA obsahujici cryIC gen se da
ziskat =z kmene Bacillus thuringiensis subsp. aizawai.
V nejtypictéjsSim pripadé se cryIC DNA sekvence ziskava
z Bacillus thuringiensis subsp. aizawai kmene EMCC0087.

Plasmidy mohou byt vneseny do hostitelského kmene
Bacillu thuringiensis postupy, které jsou v oboru bézné
znamy , napft. elektroporaci, protoplastisaci bunék,
transdukci, chemickou transformaci a regeneraci (Macaluso a
Mettus, 1991, J. Bacteriol. 173:1353-1356; Crawford a spol.,
1987, J. Bacteriol. 169:5423-5428; a Battisti a spol., 1985,
J. Bacteriol. 162:543-550). Simultéanni rust pri vhodné
teploté, napf¥. prfi 37 °C nebo vysSSi, a vliv antibiotika dava
vybér pro integraci plasmidu do genomu hostitelské bunky
rekombinaci s homologickou oblasti genomu hostitelské burky.
Burika, kterd ve svém genomu nese ttvar integrované DNA, se
péstuje v prostredi se vzristajicimi mnozstvimi Cinidla,
které udava vybér volitelného signadlniho znaku, napf.
prostredi obsahujici antibiotikum, <&imZ znasobuje volitelny
signalni znak a nutné také cry gen (Albertini a Galizzi,
1985, J. Bacteriol. 162:1203-1211).




V preferovaném provedeni je DNA kédujici delta-endotoxin

amplifikovana v integrantu. \' typickém pripadé probiha
takové zmnoZovani prenosem integrantu do media obsahujiciho
vétsi mnozstvi ¢inidla udavajiciho vybér volitelného
signalniho znaku. Tento krok miZe byt opakovan né€kolikrat se
vzristajicim mnozstvim &inidla udéavajiciho vybér volitelného
signdlniho znaku.

Integrant podle predkladaného vyndlezu maZe byt
kultivovan za pouziti medii a fermentac¢nich technik v oboru
béznych (viz na  priklad Rogoff a spol., 1969, J.
Invertebrate Path. 14:122-129; Dulmage a spol., 1971, J.
Invertebrate Path. 18:353-358; Dulmage a spol. v Microbial
Control of Pests and Plant Diseases, H.D. Burges (vydavatel),
Academic Press, New York, 1980). Po skonc¢eni fermentacniho
cyklu se krystaly delta-endotoxinu(lt) Bacillu thuringiensis a
spory z fermentad¢ni smé&si shromdzdi zplsoby v oboru bézné
znamymi, napf¥. centrifugaci.

Cisténi spor nebo delta-endotoxini produkovanych kmenem
integrantu podle predkladaného vyndlezu mizZe byt provedeno
riznymi, v oboru znamymi zpdsoby, které zahrnuji, aniZz by se
jen na né omezovaly, ultrafiltraci, diferencni extrakci,
centrifugaci podle gradientu hustoty, chromatografii nebo
jiné techniky pro ¢isténi proteinl a/nebo Céastic.

U&innost krystalického delta-endotoxinu nebo spor kmene
integrantu podle predkladaného vynadlezu proti rlznym Skddcim
miZe byt stanovena pomoci biotestll s pouzitim v oboru znamych
postupli jako je pridavani umélé diety, potahovani umélou
dietou, natirani 1listfi, namaceni listl, sprejovadni olisténi

a vodniho testu.

Komposice
Kmeny integrantu Bacillu thuringiensis, krystalické

endo-toxiny a/nebo spory podle vynédlezu mohou byt formulovany
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do pesticidni(ch) komposice(ic), to je na priklad suspense,
disperse, vodna emulse, =zasypovy pudr, prasSkovaci moucka,
emulsifikovatelny koncentrat, aerosol nebo opouzdrené mikro
¢i makro granule anebo jakékoliv jiné formulace, které
kontrolované  uvolnuji Bacillus thuringiensis. Takové
komposice lze pripravovat pridanim povrchové aktivniho
¢inidla, nap¥. dispergacé¢niho ¢inidla, emulsifikac¢niho Cinidla
nebo zvlh&ovaciho ¢inidla nebo inertniho nosice ¢i dalSich
komponent, které usnadiuji manipulaci a aplikaci proti
jednotlivym $kGdcdm, na které jsou zacileny.

Vhodna povrchové aktivni ¢&inidla zahrnuji aniontové
slouc¢eniny jako karboxylat, na priklad karboxylat kovu od
mastné kyseliny s dlouhym retézcem; N-acylsarkosinat; mono-
nebo diestery fosforeéné kyseliny s ethoxylaty mastnych
alkohol®l nebo soli takovych estertl; sulfaty mastnych alkohold
jako dodecylsulfat sodny, oktadecylsulfat sodny nebo
cetylsulfat sodny; sulfaty ethoxylovanych mastnych alkoholi;
sulfaty ethoxylovanych alkylfenolti; 1ligninsulfonaty; ropné
sulfonaty; alkylarensulfonaty jako alkylbenzensulfonaty nebo
niz$i alkylnaftalensulfonaty, napr. butylnaftalensulfonat;
soli sulfonovanych kondenzatd naftalenu a formaldehydu nebo
soli polyakrylové kyseliny; soli sulfonovanych kondenzatd
fenolu a formaldehydu; nebo slozitéjsi sulfonaty jako
amidsulfonaty, napt. sulfonované kondenzacni produkty
kyseliny olejové a N-methyltaurinu nebo dialkyl
sulfojantarany napif. dioktyl sulfojantaran sodny. Neionogenni
Cinidla zahrnuji kondenzacni produkty esteru mastnych
kyselin, mastnych alkohold, amidl mastnych kyselin nebo
fenol®i substituovanych alkyly masnych alkoholli nebo alkenyly
s ethylenoxidem a/nebo propylenoxidem, esteri mastnych
kyselin s ethery polyhydroxyalkohold, napf. estery mastnych
kyselin a sorbitolu, kondenzaé¢ni produkty takovych estert

s ethylenoxidem, napit. esteru mastnych kyselin
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s polyoxyethylensorbitolem, blokovych kopolymeri ethylenoxidu
a propylenoxidu, acetylenickych glykolu jako 2,4,7,9-
tetraethyl-5-decin-4,7-diolu nebo ethoxylovanych
acetylenickych glykolti. Priklady kationaktivnich povrchové
aktivnich ¢&inidel predstavuji na priklad acetat, naftenat
nebo oleat alifatického mono-, di- nebo polyaminu; kyslik
obsahujici amin jako aminoxid polyethylenalkylaminu; aminy
spojené amidovymi skupinami ziskavané kondenzaci
karboxylovych kyselin s di- nebo polyaminy anebo kvarterni
amoniové soli.

Priklady inertnich materiall zahrnuji anorganické
minerdly jako fylosilikaty, uhliéitany, sirany, fosfaty;
organické materialy jako cukry, Skroby nebo cyklodextriny;
nebo rostlinné materidaly jako vretena kukufiénych palic,
slupky ryze, skorapky ofechi, kukufiénd mouka, peletisované
zrni a celulozova vléakna.

Komposice podle piredkladaného vynalezu mohou byt ve
vhodné formé k primé aplikaci nebo jako koncentrat ¢&i
primarni komposice, ktera pfed aplikaci vyZaduje zfedéni
vhodnym mnoZzstvim vody nebo jiného rozpoustédla. Pesticidni
koncentrace se bude ménit podle povahy jednotlivé formulace,
zvla$té jde-1i o koncentrat nebo o primé uziti. Komposice
obsahuje 0,1 % aZ 99 %, prednostné 0,1 % az 95 % integrantu,
mutantu nebo variantu podle predkladaného vyndlezu, 1 % az
98 % pevného nebo kapalného inertniho nosic¢e a 0 % az 50 %,
prednostné pak 0,1 % az 50 % povrchové aktivniho ¢&inidla.
Tyto komposice se pouzivaji v mnoZstvi kolem 0,01 libry az 5
liber na akr (= 0,0121 kg/ha aZ 5,605 kg/ha) jsou-1li v suché
formé& a kolem 0,01 pinty aZz 10 pint na akr (= 0,017 1/ha az
11 1/ha) jsou-1li v kapalné forme.

Podle dalsiho zptisobu provedeni mohou byt intergranty
podle predkladaného vynalezu pied formulaci oSetifeny tak, aby

se prodlouzila pesticidni t¢innost pri jeho aplikaci




v prostredi niceného Sktidce. Takové oSetfeni mize byt
uskute¢néno chemickymi a/nebo fysikalnimi prostredky, pokud
toto oSetfeni =zhoubné neovlini vlastnosti smési/i. Mezi
priklady chemickych ¢&inidel patfi, ale neomezuji se jen na
halogenacni ¢inidla, aldehydy jako formaldehyd
a glutaraldehyd, ¢inidla proti infekci jako zephiran chlorid,
alkoholy jako isopropanol a ethanol a histologické fixativy
jako Bouin-tiv fixativ a Helly-ho fixativ (viz na priklad
Humason, Animal Tissue Techniqges, V.H. Freeman and Co.,
1967), konservaéni prostredky, ochranné UV filtry, sprejové
adjuvanty (zvlh¢ovadla), prostredky proti pénéni a adhesiva.
Kompozice podle vyndlezu lze aplikovat pfimo na rostlinu
na priklad postfikem nebo popraSenim v dobé, kdy se na
rostlin& za¢al objevovat Sktidce nebo jako ochranné opatieni
pred jeho vyskytem. Mezi rostliny, které 1ze chréanit
v rozsahu tohoto vynédlezu patfi, ale nejsou omezeny jen na
né: obiloviny (pSenice, jeémen, 2Zito, oves, ryzZe, Cirok
a pribuzné plodiny), fepy (cukrovad fepa, krmna frepa),
peckoviny, jadroviny a mékké ovoce (jablka, hrusky, Svestky,

broskve, mandle, tr¥es$né, jahody, maliny, bortvky), luskoviny

(fazole, cocka, hrach, soja), olejniny (fepka, horcice, mak,
olivy, slunedénice, kokos, skolce poskytujici ricinovy olej,
kakaové boby, podzemnice olejna), okurkovité rostliny
(okurky, dyné, melouny), vléknité rostliny (bavlna, len,
konopi, juta), citrusové ovoce (pomerance, citrony,

grapefruity, mandarinky), zelenina (Spenat, salat, chrest,
zeli a jiné kostaloviny, mrkve, cibule, rajcata, brambory,
paprika), vavrinovité rostliny (avokado, skofice, kafr),
opadavé listnaté stromy i jehli¢nany (lipy, tisy, duby, olSe,
topoly, brizy, jedle, modfiny, borovice), nebo rostliny jako
jsou kukufice, tabak, ofechy, kava, +t¥tina cukrovi, vinna
réva, chmel, bananovniky, kaucdukovniky stejné tak jako

rostliny okrasné. Preferovanym zpusobem aplikace je




sprejovani listi. Zpravidla je dilezité =ziskat kontrolu nad
Sktidcem v rannych stadiich vyvoje rostliny, protoze to je
doba, kdy miZe byt poskozena nejvaznéji. Pokud se ma za to,
Ze je to nutné, miZe postrik nebo poprasSek obsahovat vyhodné
i jiny insekticid nebo pesticid, jako napr. fungicid,
herbicid nebo hnojivo k oSetfeni +travniku. V preferovaném
provedeni se kompozice podle vyndlezu aplikuje primo na
rostlinu.

Kompozice podle predkladaného vyndlezu mize byt dcinna
proti Skdciim fAdu Lepidoptera na pifiklad Achroia grisella,
Acleris gloverana, Acleris variana, Adoxophyes orana, Agrotis
ipsilon, Alabama argillacea, Alsophila pometaria, Amyelois
transitella, Anagasta kuehniella, Anarsia lineatella, Anisota
senatoria, Antheraea pernyi, Anticarsia gemmatalis, Archips
sp., Argyrotaenia sp., Athetis mindara, Bombyx mort,
Bucculatrix thurberiella, Cadra cautella, Choristoneura sp.,
Cochylis hospes, Colias eurytheme, Corcyra cephalonica, Cydia
latiferreanus, Cydia pomonella, Datana integerrima,
Dendrolimus sibericus, Desmia funeralis, Diaphania hyalinata,
Diaphania nitidalis, Diatraea grandiosella, Diatraea
saccharalis, Ennomos subsignaria, FEoreuma loftini, Ephestia
elutella, Erannis tiliaria, Estigmene acrea, Eulia
salubricola, Eupocoellia ambiguella, Eupoecilia ambiguella,
Euproctis chrysorrhoea, Euxoa messoria, Galleria mellonella,
Grapholita molesta, Harrisina amevricana, Helicoverpa
subflexa, Helicoverpa zea, Heliothis virescens, Hemileuca
oliviae, Homoeosoma electellum, Hyphantria cunea, Keiferia
lycopersicella, Lambdina fiscellaria fiscelaria, Lambdina
fiscellaria lugubrosa, Leucoma salicis, Lobesia botrana,
Loxostege sticticalis, Lymantria dispar, Macalla thyrsisalis,
Malacosoma sp., Mamestra brassicae, Mamestra configurata,
Manduca quinquemaculata, Manduca sexta, Maruca testulaltis,

Melanchra picta, Operoptera brumata, Orgyia sp., Ostrinia
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nubilalis, Paleacrita vernata, Papilio cresphontes,
Pectinophora gossypiella, Phryganidia californica,
Phyllonorycter blancardella, Pieris napi, Pieris rapae,

Plathypena scabra, Platynota flouendana, Platynota sultana,

Platyptilia carduidactyla, Plodia interpunctella, Plutella

xylostella, Pontia protodice, Pseudaletia unipuncta,
Pseudoplusia includens, Sabulodes aegrotata, Schizura
concinna, Sitotroga cerealella, Spilonota ocellana,
Spodoptera sp., Thaurnstopoea pityocampa, Tineola
bisselliella, Trichoplusia ni, Udea rubigalis, Xylomyges

curialis, Yponomeuta padella. Kompozice podle vynadlezu mohou
byt také uéinné proti hmyzim Skidctim radu Coleoptera, na
priklad Leptinotarsa sp., Acanthoscelides obtectus,
Callosobruchus chinensis, Epilachna varivestis, Pyrrhalta
luteola, Cylas formicarius elegantulus, Listronotus
oregonensis, Sitophilus sp., Cyclocephala borealis,
Cyclocephala immaculata, Makrodactylus subspinosus, Popillia
Jjaponica, Rhizotrogus majalis, Alphitobius diaperinus,
Palorus ratzeburgi, Tenebrio molitor, Tenebrio obscurus,
Tribolium castaneum, Tribolium confusum, Tribolius
destructor; Déale tfaddu Diptera na pifiklad Aedes sp., Andes
vittatus, Anastrepha ludens, Anastrepha suspensa, Anopheles
quadrimaculatus, Armigeres subalbatus, Calliphora stygian,
Calliphora vicina, Ceratitis capitata, Chironomus tentans,
Chrysomya rufifacies, Cochliomyia macellaria, Culex sp.,
Culiseta inornata, Dacus oleae, Delia antiqua, Delia platura,
Delia radicum, Drosophila melanogaster, Eupeodes corollae,
Glossina austeni, Glossina brevipalpis, Glossina fuscipes,
Glossina morsitans centralis, Glossina morsitans morsitans,
Glossina morsitans submorsitans, Glossina pallidipes,
Glossina palpalis gambiensis, Glossina palpalis palpalis,
Glossina tachinoides, Haemagogus equinus, Haematobia

irritans, Hypoderma bovis, Hypoderma lineatum, Leucopis
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ninae, Lucilia cuprina, Lucilia sericata, Lutzomyia
longlpaipis, Lutzomyia shannoni, Lycoriella mali, Mayetiola

destructor, Musca autumnalis, Musca domestica, Neobellieria

sp., Nephrotoma suturalis, Ophyra aenescens, Phaenicia
sericata, Phlebotomus sp., Phormia regina, Sabethes cyaneus,
Sarcophaga bullata, Scatophaga stercoraria, Stomaxys

calcitrans, Toxorhynchites amboinensis, Tripteroides bambusa.
Dadle radu Acari na piriklad Oligonychus pratensis, Panonychus
ulmi, Tetranychus urticae; nebo rfddu Hymenoptera na priklad
Iridomyrmex humilis, Solenopsis invicta; ¢&i raddu Isoptera na
priklad Reticulitermes hesperus, Reticulitermes flavipes,
Coptotermes formosanus, Zootermopsis angusticollis, Neotermes
connexus, Incisitermes minor, Incisitermes immigrans; nebo
radu Siphonaptera na priklad Ceratophyllus gallinae,
Ceratophyllus niger, Nosopsyllus fasciatus, Leptopsylla
segnis, Ctenocephalides cants, Ctenocephalides felis,
Echicnophaga gallinacea, Pulex irritans, Xenopsylla cheopis,
Xenopsylla vexabilis, Tunga penetrans; a féadu Tylenchida na

ptiklad Melodidogyne incognita, Pratylenchus penetrans.

Prehled obrazki na vykresech

Obrazek 1 ukazuje mapu plasmidu pDN3000.
Obrazek 2 ukazuje mapu plasmidu pE194ts.
Obrazek 3 ukazuje mapu plasmidu pPL197S.
Obrazek 4 ukazuje mapu plasmidu pET23S5.
Obrazek 5 ukazuje mapu plasmidu pCP115.

Priklady provedeni vynidlezu

Nasledujici pfiklady jsou uvadény pro ilustraci, nikoliv

vsak aby omezovaly.




Priklad 1

Bakterialni kmeny a plasmidy

Bacillus thuringiensis subsp. aitzawai EMCC0087 byl
ulozen v NRRL pod pirirtstkovym ¢islem NRRL B-21147. Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki 4D7 a 4D9 (cry- HD-1) byl
ziskdn =z Bacillus Genetic Stock Center na Ohio State
University. Escherichia coli GM48 dam- dcm- byl popsan
Yanish-Perronem a spol., 1985, Gene 33:103-119 a E. coli
GM272 (Raleigh a spol., 1988, Nucl. Acids Res. 16:1563-1575;
dam- dcm- hsd-) byl ziskdn od New England Biolabs. Plasmid
pBR322 miZze byt ziskédn =z komercénich zdroji. Plasmid pMI1101D
byl popsan Youngmannem a spol., 1984, v Plasmid 12:1-9.
Plasmid pE194'S je ukazén na obrazku 2 a byl rovnéZz popséan
Villafanem a spol., 1987, v J. Bact. 169:4822-4829. Plasmid
pCP115 popsali Price a Doi, 1985, Mol. Gen. Genet. 201:88-95
a je uveden na obrazku S.

Plasmid pPL1975 je uveden na obrazku 3. K vytvofeni
pPL1975 byl pouzit nasledujici postup. Plasmid pDN3000 byl
vytvoren restriktovanim pUC19 (Yanish-Perron a spol., 1985,
Gene 33:103-119) s EcoRl a vlozZenim nasledujici sekvence
oligonukleotidu (SEQ ID NOS:1 a 2),

5 _ AATTGATCAAGCTTTAAATGCATGCTAGCAACGCGGCCGCCAACCTCGAGATCTCATG- 3’
3' -CTAGTTCGAAATTTACGTACGATCGTTGCGCCGGCGGTTGGAGCTCTAGAGTACTTAA-5',

ptipravené na automatickém DNA syntetizéru fosfoamiditovou

metodou, kterou popsali Beaucage a Caruthers, 1981,
Tetrahedron Let. 22:1859-1869, do linearisovaného pUC19
a nasledovanou ligaci. Ligovand smés se potom pouzZije
k transformovani kompetentnich  bunék E. colti SJ6

a tranformanty se tfidi na LB desti¢kach obsahujicich 100

pg/ml ampicilinu. Orientace vloZeného ¢lanku v pDN3000 je,



jak je na obrazku 1 naznadeno orientaci restrikénich mist.

Plasmid pPL1975 se vytvoifi vloZenim DNA obsahujiciho
Mbol fragmentu restriktovaného z pE195tS z posice 1 do 1585
v Bg/1 misté pDN3000. Ligovana smés se potom pouzije
k transformovani kompetentnich bunék E. colti SJé6
a tranformanty se tf¥idi na LB destic¢kach obsahujicich 100
pg/ml ampicilinu. Orientace téchto dvou fragmentl je ukézéana
na obrazku 3. Pak tedy pPL1975 obsahuje funkéni pocéatek
replikace E. coli a pE‘194tS DNA fragment obsahujici intaktni
plus podatek (+ ori pE194%'S) a zkraceny repF gen (repF’)
(Villafane a spol., 1987, J. Bact. 169:4822-4829).

Priklad 2

Priprava genomické DNA

Genomickd DNA =z kmene Bacillus thuringiensis subsp.
aizawai EMCC0087 byla pripravena inokulaci 2 ml LB (kultura
Luria-Bertani) kolonie Bacillus thuringiensis ve zkumavce
opatrené Sroubovacim uzavérem. Po inkubaci prfi 37 °C pres noc
bez tfepani byl veskery obsah zkumavky prenesen do 1 1 banky
obsahujici 250 ml LB a kultivovan za tfepani 6 hodin pri 37
°C a pri 300 otac¢kach za minutu. Obsah baiiky byl shromdzdén
pri 8000 otadkidch za minutu do GSA rotoru a vznikly sbalek
byl znovu suspendovan ve 20 ml TE pufru (10 mM Tris, pH 7,9,
1 mM EDTA) v 25 ml centrifugacd¢ni =zkumavce Corex. Pridalo se
priblizné 20 mg pevného 1lysozymu a obsah zkumavky byl
promisen mirnym obracenim. Po 10-ti minutové inkubaci pri 37
°C byl pfiddan 1 ml 0,5 M EDTA a 0,5 ml 2M Tris, pH 7,9. Obsah
zkumavky byl znovu promisen mirnym obracenim a ponechan
inkubaci po dal$ich 15 minut. Potom bylo pridano 200 pl RNase
A (10 mg/ml), pak nasledovala 15-ti minutova inkubace pri 37
°C a pridalo se 2,3 ml 10 %-niho SDS. Byla pridana proteinaza
(2 mg), obsah zkumavky byl podroben 2. hodiny inkubaci pfi 50



°C, rozdélen do dvou Corex zkumavek a nejméné dvakrat

extrahovan fenolem a dvakrat fenol/chloroformem. Genomicka
DNA byla vysraZena 1/10 objemu octanu sodného a 2,5 objemy

95% ethanolu a znovu suspendovana v priblizné 5 ml TE pufru.
Priklad 3

Vytvoreni plasmidu pET235

Serie DNA fragmentd kmene Bacillus thuringiensis subsp.
aizawai EMCC0087 vybrané velikosti byla vytvorena Stépenim
genomické DNA EcoRI, gelovou elektroforesou, vybranim rezi
fragmentd 6 kb a vétSich a uvolnénim z agarosy elektroeluci.
Po ligaci fragmentd do EcoRI mista pBR322 a tranformaci do E.
coli kmen XL-1 Blue MRF' (Stratagene Clonig Systems; Jerpseth
a spol., 1992, Strategies 5[3]:81), fragment 8-kb EcoRI
nesouci cryC gen se klonuje, jak bylo dfive popséno (Sambrook
a spol., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor, NY), skupinovou hybridisaci kolonii,
prozkoumavajici, aby se pomoci fragmentu DNA odpovidajiciho
nukleotidim 869 aZ 1175 cryIC genu (Honée a spol.,1988,
Nucleic Acids Research 16:6240) s pridanim &étyf nukleotidid
(CGGG) ke 5' konci, vytvorilo funkéni BamHI misto. Tato sonda
vznika PCR  amplifikaci genomické DNA kmene Bacillus
thuringiensis subsp. aizawai EMCC0087 a je nize uvedena jako
SEQ ID NO:3:

5’ ~CGGGATCCACAGTTACAGTCTGTAGCTCAATTACCTACTTTTAACGTTATGGAGAGCA
GCCGAATTAGAAATCCTCATTTGATATATTGAATAATCTTACAATCTTTACGGATTGGTTT
AGTGTTGGACGCAATTTTTATTGGGGAGGACATCGAGTAATATCTAGCCTTATAGGAGGTG
GTAACATAACATCTCCTATATATGGAAGAGAGGCGAACCAGGAGCCTCCAAGATCCTTTAC
TTTTAATGGACCGGTATTTAGGACTTTATCAAATCCTACTTTACGATTATTACAGCAACCT
TGGCC-3! .



Gen C(plc) fosfolipazy kmene Bacillus thuringiensis

subsp. kurstaki 4D7 byl podroben PCR amplifikaci za pouziti
primer obsahujicich BamHI nista. Primery jsou niZe uvedeny:
5! -TTGGATCCAGGGAAATATTATTTATACGTCTATAAATAT-3! (SEQ ID NO:4)
5! -TTGGATCCGAATAAAAAATCATGTGGAAACTTCATAG-3’ (SEQ ID NO:5).
Amplifikovany fragment byl Stépen BamHI a vlozen do BamHl
mista u pCP115. 850 bp fragment EcoRI-BamHl obsahujici 3’
polovinu pcl genu se potom vkladad mezi EcoRl a BamHI mista
u PL1975. Plasmid pET231 se vytvori inserci fragmentu 8-kb
EcoRI nesouciho c¢ryC gen do EcoRI mista u pNNB 11. Plasmid
pET235 (viz obrazek 1) se vytvori inserci cat nesouciho
1,5-kb BamHl fragmentu pMI1101D do BamHI mista u pET231.

Priklad 4

Integrace a amplifikace plasmidu pET235

Buriky E. coli byly podrobeny elektroporaci pomoci
Bio-Rad Gene Pulseru, jak je vyrobcem popsano. Burnky kmene
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 4D9 byly pro
elektroporaci pripraveny metodou, kterou popsal Macaluso
a Mettus (1991, J. Bacteriol. 173:1353-1356). AvSak na rozdil
od jejich postupu nebyly na Gene Pulseru <¢inény zadné
elektrické modifikace. Namisto +toho byly buriky umistény do
0,2 cm kyvety a podrobeny elektroporaci pri 800 ohmech, 25 puF
a 1600 voltech (8000 voltti na cm). Plasmid DNA pro
elektroporaci byl pripraven v E. coli GM272 (dam- dcm- hsd-),
ktera obvykle dava vyssi vytézky transformace Bacillu
thuringiensis nez dava plasmid DNA pripraveny z GM48 (dam-
dcm-). Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 4D9 byl
transformovdan s pE194'S a kolonie byly vybirdny na LB
destidkach obsahujicich 5 pg erythromycinu na ml. Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki 4D9 nesouci pomocny plasmid

pE194ts byl transformovan pomoci pET235 a kolonie byly



vybirany na LB destidkach obsahujicich 10 pg chloramfenicolu

na ml. Integrant EMCC0122 se vybird na zadkladé velikosti
krystalu =zjistované fazovou kontrastni mikroskopii jak je

popsano svrchu.

Priklad S

Stanoveni velikosti krystalu cryIC integrantu EMCC0122 kmene
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 4D9

Mérfeni krystald byla provadéna fotografovanim piripravy
spory/krystalu pomoci Zeiss-ova Axioscopu a potom kopirovanim
negativi do konecného 2000-nasobného =zveétsSeni. Méreni
krystaldt v milimetrech bylo provedeno pravitkem a potom
normalizovano na primérnou délku spor na kazdém snimku, aby
se srovnaly jakékoliv rozdily pfi =zvétSovani snimku. Za
predpokladu, Ze dosp&lid endospora ma piribliZzné 1 pm délky ve
svém nejdelsSim priméru, maji krystaly rozméry uvedené
v Tabulce 1.

Vysledky jsou uvedeny nizZe v Tabulce 1.

TABULKA 1
Rozméry krystalu cryC integrantu EMCC0122
Vzorek Délka Rozsah Sirka | Rozsah Objem Pocet
kryst. kryst. krygt.
(pm) (pm) (pm) (pm) (pm~)
EMCC0122 |1,0+ 0,74% 0,60+ 0,45+ 0,12+ 20
+0,17 +1,4 +0,083 0,76 +0,055

Priklad 6

Kultivace cryIC  integrantu EMCC0122 kmene Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki 4D9

Subkultura cryIC integrantu EMCC0122 kmene Bacillus



thuringiensis subsp. kurstaki 4D9, udrzZovana pri -80 °C jako

40%-ni zasobni roztok v glycerolu byla ve 250 ml uzavrenych
trepacich bankach pouzita k naoc¢kovani 50 ml P/Y media, které

mélo nasledujici slozZeni:

Kyselina citronova 1,0 g/1
KH,PO, 1,3 g/l
CaCl,.H,0 0,33 g/1
MgS0,4.7H,0 0,67 g/1
Maltrin-100 20 g/l
Extrakt kvasnic 10 g/l
Pepton 15,3 g/1
Stopové kovy 0,3 ml/1

pH media bylo za pouziti 10 N NaOH adjustovéano na 7,0.

Po naoc¢kovani byly trepaci bariky inkubovany pfi 30 °C
72 hodin na rotaéni trfepacce o 250 ot/min. VSechny kultury
byly stabilizovany pifidavkem 10 mg sorbatu draselného, 3 mg
benzoanu sodného a 0,5 mg parabenu na ml kultury, 30%-ni

H3PO4 adjustovany na pH 4,5 a uchovavany pri 5 °C.
Priklad 7

Bioessay krystalického delta-endotoxinu =z cryl/C integrantu
EMCC0122 kmene Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 4D9
proti Spodoptera exigua

U&innost crylIC integrantu EMCC0122 kmene Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki 4D9 byla stanovena bioessayem
s pridavanim vyzZivy pro larvy tretiho mezistadia vyvoje
Spodoptera exigua.

Veskera kultura crylIC integrantu EMCC0122 kmene Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki 4D9 z prikladu 6 se naredila po
seriich, aby se zjistil rozsah ucinnosti. Jako referencni
standard se rovnéZ analyzoval Bacillus thuringiensis subsp.

aizawai EMCC0087 kultivovany jak popsano v prikladu 6.



Standardni uméla potrava sloZenda z vody, agaru, cukru,

kaseinu, psSenic¢nych klidka, methylparabenu (= methyl
4-hydroxybenzoat), sorbové kyseliny, oleje z 1nénych semen,
celulosy, soli a vitamind byly pripravena ve 20 1 kotli. To
poskytuje dostatek potravy pro testovani 10 az 12 vzorkd se
sedmi rlznymi koncentracemi testované substance. Veskera
kultura =z pripravy integrantu EMCC0122 kmene Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki se naredila po seriich na 16
alikvotnich podild. Kazdy alikvot se pridal ke 184
g roztavené potravy. Potom se smés homogenisovala a poté
nalila na plastovy tac, ktery mél 40 jednotlivych jimek. Pro
kazdou davku potravy byly pripraveny tri kontrolni técy.
Jakmile byla potrava ochlazena a =ztuhla, byla do kazdé jimky
pridana jedna larva Spodoptera exigua tretiho stadia vyvoje
a tacy byly pokryty perforovanou folii pruhledného plastu.
Tadcy byly umistény do polic a po ¢&tyri dny byly podrobeny
inkubaci pri 28 °C a 65%-ni vlhkosti.

Po c¢tyrech dnech byla spoditana mortalita hmyzu. Na
vrSek kazdého tdcu bylo zamifeno prudké fouknuti a larvy,
které se nehybaly byly pocéitany jako mrtvé. Byla vypoctena
procenta mortality a data byla analyzovana pomoci paralelnich
kontrolnich analyz. Byly stanoveny LC50, LC90, smérnice
regresnich primek, koeficient odchylek (CV) a potence ve
Spodoptera jednotkach (SU). Stanoveni se provadélo nejménc
t¥ikrat nebo pokud +t¥i WGé¢innosti nebyly do 20 % priméru
vypoc¢teného pro kazdy vzorek.

Vysledky jsou udéany nize v Tabulce 2. U&innost EMCC0122 je
priblizné dvakrat takova jako u Bacillus thuringiensis subsp.
aizawai EMCC0087.



Tabulka 2
U¢innost cryIC integrantu EMCC0122 na Spodoptera exigua

Vzorek LC50 LC90 Smérnice CV SU
EMCCO0087 3127 16922 2,1 10,2 750
EMCC0122 2074 8021 2,2 9,7 1671

Ulozeni mikroorganismi

Nasledujici kmeny Bacillus thuringiensis byly wulozZeny
v Agricultural Research Service Patent Culture Collection,
Northern Regional Research Laboratory (NRRL), 1815 University
Street, Peoria, Illinois, 61604, USA.

Kmen Prirfistkové ¢islo Datum uloZeni
EMCC0087 NRRL B-21147 6. *ijna 1993
EMCC0122 NRRL B-21386 19. ledna 1995

Kmeny byly deponovany za podminek, které zarucuji, ze
pristup ke kultufe bude dosazitelny béhem rfizeni o této
patentové prihlasce tomu, koho uréi Commisioner of Patents
and Trademarks (pfedseda ufadu pro patenty a ochranné
znamky), ktery je pro to zmocnén podle 37 C.F.R. 1,14 a 35
U.S.C. 122. UloZeny vzorek predstavuje v podstaté cCistou
kulturu kazdého deponovaného kmene. UlozZeny vzorek je
dostupny, jak vyzaduji cizi patentovad prava v zemich, v nichz
jsou zaregistrovany protéjsky nebo pribuzné prihlasky
subjektu. Je vSak tfeba pochopit, 2Ze dostupnost uloZeného
vzorku nezaklddd volnost provozovat predlozeny vynalez za
naruseni patentovych prav udélovanych statnim aktem.

Premétny deposit kultury bude dale uchovavan a pro
vefejnost pristupny v souhlase s ustanovenimi BudapesStské

dohody o depositu mikroorganismi, tjf bude uchovavan se vsi



s v 2

péci nezbytnou pro udrzeni jejich zivotnosti a

zabranéni kontaminace v obdobi nejméné péti let pPoO
nejposlednési Zadosti o poskytnuti vzorku depositu a v kazdém
pripadé po dobu nejméné 30 (triceti) let po datu ulozeni nebo
vymahatelné platnosti kazdého patentu, ktery miZe byt vydan
o objevu kultury. Ukladatel uzndvad povinnost vyme€nit deposit
pokud by depositni misto nemohlo poskytnout zadany vzorek
vzhledem k podminkam depositu. VSechna omezeni verejné
pristupnosti prfedmétného depositu kultury budou neodvolatelné
odstranéna po udéleni patentu, ktery jej popisuje.

Zde popsany a narokovany vynalez neni ommezovan
v rozsahu zde popisovanymi typickymi priklady, protoze tyto
priklady jsou =zamySleny jako ilustrace rtznych aspekti
vynalezu. Kazdé ekvivalentni pfipady jsou povazZovany, ze
spadaji do rozsahu tohoto vyndlezu. Rizné modifikace vynalezu
kromé téch, které jsou zde ukadzany a popsény, se ovSem
z predchéazejiciho popisu stanou zfejmymi pro zkusSené
odborniky. Takové modifikace je treba rovnéz povazZovat, Ze
spadaji do rozsahu pripojenych patentovych naroki.

Cituji se rtzné odkazy a na jejich obsah se v jejich

celistvosti odkazuje.



PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob ziskavani integrantu kmene Bacillus
thuringiensis vy znadcujici s e tim, Ze se

a) do buriky hostitelského kmene Bacillus thuringiensis
(i) =zavede prvni DNA vektor, obsahujici prvni pocatek
replikace a nejméné jeden funkéni gen kédujici nejméné jeden
faktor, potrebny pro replikaci plasmidu =z receného prvniho
pocatku replikace, a s nim (ii) druhy DNA vektor, obsahujici
druhy pocatek replikace, avSak postradajici funkéni gen nebo
jeho cd&ast kédujici faktor, potfebny pro replikaci plasmidu
z druhého pocatku replikace, stejné jako heterologickou
sekvenci DNA kédujici delta-endotoxin Bacillu thuringiensis
a sekvenci DNA, kterd je homologickd s oblasti genomu
receného mateirského kmene a

(b) burika z kroku (a) kultivuje =za vybranych podminek
vedoucich k integraci receného druhého DNA vektoru do genomu
recené materské burikky homologickou rekombinaci a ztraté

prvniho DNA vektoru.

2. Zpltsob podle narokul vyznadcujici s e

t im, Z e hostitelskym kmenem Bacillu thuringiensis je cry

kmen.

3. Zplsob podle nadrokul vyznadujici s e
tim, 2 e se hostitelsky kmen Bacillu thuringiensis
voli ze skupiny kmenQ Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki,
Bacillus thuringiensis subsp. aizawai, Bacillus thuringiensis
subsp. galleriae, Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus,
Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis, Bacillus
thuringiensis subsp. thuringiensis, Bacillus thuringiensis
subsp. alesti, Bacillus thuringiensis subsp. canadienstis,

Bacillus thuringiensis subsp.. darmstadiensis, Bacillus



thuringiensis subsp. dendrolimus, Bacillus thuringiensis

subsp. finitimus, Bacillus thuringiensis subsp. kenyae,
Bacillus thuringiensis subsp. morrisont, Bacillus
thuringiensis subsp. subtoxicus, Bacillus thuringiensis
subsp. toumanoffi, Bcillus thuringiensis subsp. toumanoffi,
Bacillus thuringiensis subsp. pondicheriensis, Bacillus
thuringiensis subsp. shandogiensis, Bacillus thuringiensis
subsp. sotto, Bacillus thuringiensis subsp. nigeriae,
Bacillus thuringiensis subsp. yunnanensis, Bacillus
thuringiensis subsp. dakota, Bacillus thuringiensis subsp.
indiana, Bacillus thuringiensis subsp. tohokuensis, Bacillus
thuringiensis subsp. kumamotoensis, Bacillus thuringiensis

subsp. tochigiensis, Bacillus thuringiensis subsp. thompsont,

Bacillus thuringiensis subsp. wuhanenstis, Bacillus
thuringiensis subsp. kyushuensis, Bacillus thuringiensis
subsp. ostriniae, Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi,
Bacillus thuringiensis subsp. pakistant, Bacillus
thuringiensis subsp. japonensis, Bacillus thuringiensis
subsp. colmerti, Bacillus thuringienstis subsp.
pondicheriensis, Bacillus thuringiensis subsp.

shandongiensis, Bacillus thuringiensis subsp. neoleonensis,
Bacillus thuringiensis subsp. coreanensis, Bacillus
thuringiensis subsp. silo, Bacillus thuringiensis subsp.

mexicanensis a Bacillus thuringiensis subsp. israelensis.

4. Zptsob podle narocku 1l vyznacuijici s e
t im, Z e hostitelskym kmenem je Bacillus thuringiensis

subsp. kurstaki.

5. Zpisob podle narokul vyznadc¢uijici s e
t i m, Z e sekvence DNA kédujici delta-endotoxin je crylIC

gen.



6. Zpisob podle narokul vyznacujici s e

2,

t im, 2 e se sekvence DNA kédujici delta-endotoxin ziska
z kmene Bacillus thuringiensis vybraného ze skupiny
zahrnujici Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, Bacillus
thuringiensis subsp. aizawai, Bacillus thuringiensis subsp.
galleriae, Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus,

Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis, Bacillus

thuringiensis subsp. thuringiensis, Bacillus thuringiensis

subsp. alesti, Bacillus thuringiensis subsp. canadiensis,
Bacillus thuringiensis subsp. darmstadiensis, Bacillus
thuringiensis subsp. dendrolimus, Bacillus thuringiensis

subsp. finitimus, Bacillus thuringiensis subsp. kenyae,
Bacillus thuringiensis subsp. morrisont, Bacillus
thuringiensis subsp. subtoxicus, Bacillus thuringiensis

subsp. toumanoffi, Bacillus thuringiensis subsp. toumanoffi,

Bacillus thuringiensis subsp. pondicheriensis, Bacillus
thuringiensis subsp. shandogiensis, Bacillus thuringiensis
subsp. sotto, Bacillus thuringiensis subsp. nigeriae,
Bacillus thuringiensis subsp. yunnanensis, Bacillus

thuringiensis subsp. dakota, Bacillus thuringiensis subsp.
indiana, Bacillus thuringiensis subsp. tohokuensis, Bacillus
thuringiensis subsp. kumamotoensis, Bacillus thuringiensis

subsp. tochigiensis, Bacillus thuringiensis subsp. thompsonti,

Bacillus thuringiensis subsp. wuhanenstis, Bacillus
thuringiensis subsp. kyushuensis, Bacillus thuringiensis
subsp. ostriniae, Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi,
Bacillus thuringiensis subsp. pakistani, Bacillus
thuringiensis subsp. japonensis, Bacillus thuringiensis
subsp. colmerti, Bacillus thuringiensis subsp.
pondicheriensis, Bacillus thuringiensis subsp.

shandongiensis, Bacillus thuringiensis subsp. neoleonensis,
Bacillus thuringiensis subsp. coreanensis, Bacillus

thuringiensis subsp. silo, Bacillus thuringiensis subsp.



mexicanensis a Bacillus thuringiensis subsp. israelensis.

7. Zpisob podle narokul vyzmnacujici s e
t im, Z e se sekvence DNA kédujici delta-endotoxin ziskava

z kmene Bacillus thuringiensis subsp. aizawati.

8. Zpusob podle narokul vyznacujici s e

t im, 2Z e volitelny signdlni znak z druhého DNA vektoru je

sekvence DNA kédujici antibiotickou resistenci.

9. Zplsob podle narokul vyznacuijici s e
t i m, Z e prvni DNA vektor obsahuje ddle volitelny signalni
znak, pridemz se tento signdlni znak 1iSi od volitelného

signdlniho znaku ve druhém DNA vektoru.

10. Zptsob podle narokul vyznacujici s e
t i m, 2 e prvni DNA vektor obsahuje prvni pocatek replikace
z jednovlaknového DNA plasmidu a funkéni rep gen a druhy DNA
vektor obsahuje druhy podatek replikace z jednovlaknového DNA
plasmidu, avsSak postraddd funkéni rep gen, DNA sekvenci
kédujici delta-endotoxin kmene Bacillus thuringiensis a DNA
sekvenci, ktera je homologickd s oblasti genomu receného

hostitelského kmene.

11. Zpisob podle narokul vyznacujici s e

P

t im, Z e se buitkka v kroku (b) podrobi inkubaci pri kolem
37 °C.

s

12. Zpuisob podle narokul vyznadcujici s e
t im, Z e Teceny zpusob  dale zahrnuje amplifikaci
integrované DNA sekvence kultivaci integrantu z kroku (b) za

pritomnosti vzristajicich mnozstvi selektujiciho ¢inidla.



13. Zptisob podle narokul vyznacujici s e

v

t i m, 2 e integrant ma vSechny identifikac¢ni charakteristiky
kmene EMCC0122, uloZeného v NRRL a majiciho prirtstkové c&islo
NRRL B-21386.

14. Integrant Bacillu thuringiensis nebo jeho spora,
ktery produkuje nejméné jeden heterologicky krystalicky

delta-endotoxin.

15. Integrant podle néaroku 1, kde integrantem je

integrant Bacillu thuringiensis subsp. kurstaki.

16. Integrant podle naroku 1, kde integrantem je

integrant cry- kmene.

17. Integrant podle naroku 1, kde heterologickym

delta-endotoxinem je CryIC protein.

18. Integrant podle naroku 1, kde integrant ma& vsSechny
identifikacéni charakteristiky kmene EMCC0122, wuloZeného
v NRRL a majiciho prirtstkové ¢islo NRRL B-21386.

19. Integrant podle naroku 1, kde integrant produkuje
veétsi mnozstvi krystalického delta-endotoxinu s veétsi
pesticidni ucinnosti ve srovnani s krystalickym

delta-endotoxinem produkovanym materskym kmenem.

20. Integrant podle naroku 1, kde produkovany

delta-endotoxin je ud¢inny proti hmyzimu Sktdci.

21. Integrant podle naroku 1, kde produkovany
delta-endotoxin je ucinny proti hmyzimu $ktdci fadu

Lepidoptera.



22. Pesticidni komposice vyznadc¢ujici s e

t i m, Z e obsahuje (a) integrant podle ndroku 1 a (b)

pesticidné prijatelny nosic.

23. Konstrukt DNA, obsahujici (a) druhy podatek
replikace, avsSak postradajici funkéni gen nebo jeho cCast
kédujici faktor nutny pro replikaci plasmidu =z druhého
podatku replikace; (b) DNA sekvenci kédujici delta-endotoxin
Bacillu thuringiensis; (c) sekvenci DNA, kteria je homologicka
s oblasti genomu Bacillu thuringiensis; a (d) volitelny

signdlni znak.

24. DNA vektor, obsahujici konstrukt DNA podle naroku
10.

25. Zpusob potiradni Sklidce vy znacujici s e
ti m, Z e se $kldce vystavi efektivnimu mnozstvi Sktdce
potirajici pesticidni komposice, obsahujici (a) integrant
kmene Bacillus thuringiensis nebo jeho spory, produkujici
nejméneé jeden heterologicky krystalicky delta-endotoxin,

a (b) pesticidné prijatelny nosic.

26. Zplisob podle narokul vyznadcujici s e
t im, zZ e integrantem je integrant kmene Bacillus

thuringiensis subsp. kurstaki.

27. Zplsob podle naroku 1l vy znadcujici s e

v

t im, zZ e integrantem je integrant kmene cry-.

28. Zpisob podle narokul vyznacujici s e

t i m, 2 e heterologickym delta-endotoxinem je CryIC protein.



29. Zpasob podle narokul vyznacuijici s e

t i m, Z e integrant mad vSechny identifikacni charakteristiky
kmene EMCC0122, uloZeného v NRRL a majiciho prirtstkové c&islo
NRRL B-21386.

30. Zptsob podle narokul vyznacujici se
t i m, 2 e integrant produkuje véts$i mnozstvi krystalického
delta-endotoxinu s vétsi pesticidni uGU¢innosti ve srovnani
s krystalickym delta-endotoxinem produkovanym odpovidajicim
matefskym kmenem.

r

31. Zpisob podle narokul vyznacujici se

tim, 2 e produkovany delta-endotoxin je ucinny proti

hmyzimu sSktdci.

32. Zpusob podle narokul vyznadcdujici se

tim, Z e produkovany delta-endotoxin je udinny proti

hmyzimu Sktdci fadu Lepidoptera.
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