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Prezenta inventie se refera la o metoda pentru combaterea daunatorilor in stadiul de
omizi.

Insectele si alti daunatori 1i costa pe fermieri miliarde de dolari anual, ca urmare a
pierderilor de recolte si a cheltuielilor pentru mentinerea acestor daunatori sub control.
Pierderile cauzate de daunétorii insecte in mediile de productie agricola includ scaderea
productiei agricole i reducerea calitatii recoltelor. Costurile ridicate de recoltare sunt de
asemenea un rezultat al infestarii cu insecte.

Problemele legate de insecte au fost abordate partial prin metode de cultivare, cum
ar fi rotatia culturilor, si prin fertilizarea cu niveluri ridicate de fosfat pentru a stimula cregterea
unui sistem puternic de radacini la plante. Totusi, rotatia culturilor poate fi intrerupta, de
exemplu, de o trasatura care apare la doi ani, diapauza (sau hibernarea) omizilor de porumb
Diabrotica barberi. Insecticidele chimice reugesc cu greu sd mentina controlul dorit.

Pesticidele chimice s-au dovedit o metoda eficienta de control al daunatorilor. Totusi,
oamenii au inceput sa fie preocupati de cantitatea de substante chimice reziduale care pot
fi gasite Tn hrana, apa din sol i oriunde in mediu. Prin urmare, pesticidele chimice sintetice
sunt cercetate din ce Tn ce mai mult pentru eventualele lor consecinte impotriva mediului.
Anumite pesticide chimice sintetice pot otravi solul si panzele freatice, pot polua suprafata
apelor ca urmare a deversdrilor si pot distruge forme de viata care nu au fost vizate. Anumiti
agenti de control chimici sintetici au dezavantajul suplimentar de a prezenta pericole pentru
siguranta publica atunci cand sunt aplicate in zone in care animale de casa, animale de
ferma sau copiii vin in contact cu ele. Acestea pot de asemenea sa prezinte pericole pentru
sanatate celor care le aplica, in special daca nu sunt urmate tehnicile adecvate de aplicare.
Agentiile de reglementare din intreaga lume limiteaza si/sau interzic utilizarea multor
pesticide sintetice, in particular pe acelea care sunt persistente in mediu si intra in lantul
trofic. Noi restrictii severe in ceea ce priveste utilizarea pesticidelor si eliminarea unora de
pe piata pot limita optiunile economice si controlul costisitor al daunatorilor.

Datorita problemelor asociate cu utilizarea multor pesticide chimice sintetice, este clar
nevoie sa se limiteze utilizarea acestor agenti si sa se identifice agenti de control alternativi.
Tnlocuirea pesticidelor chimice sintetice, sau a combinatiei acestor agenti cu pesticide
biologice, poate reduce nivelurile de substante chimice toxice din mediu.

Un agent biologic cu activitate pesticida care este utilizat din ce Tn ce mai mult, este
microbul solului Bacillus thuringiensis (B.t.). Microbul solului Bacillus thuringiensis (B.t.) este
o bacterie Gram-pozitiva producatoare de spori. Majoritatea tulpinilor de B.f. nu prezinta
activitate pesticida. Anumite tulpini B.t. produc incluziuni proteice parasporale cu activitate
pesticida. Aceste incluziuni proteice apar adesea la nivel microscopic ca niste cristale distinct
formate. Forma si tipul de incluziuni cristaline pot fi utilizate pentru a caracteriza tulpinile de
B.t.. "B-endotoxinele" prezente in incluziunile cristaline, care in mod obignuit au activitate
pesticida specifica, sunt diferite de exotoxinele care au un domeniu gazda nespecific.

Utilizarea comerciald a pesticidelor B.t. a fost la origine restransa la un domeniu
ingust al daunatorilor lepidoptere (omizi). De exemplu, preparatele din spori si cristale de B.
thuringiensis subspecia kurstaki au fost utilizate multi ani drept insecticide comerciale pentru
daunatorii lepidoptere. Mai recent, totusi, cercetatorii au descoperit pesticide B.f. cu
specificitati pentru un domeniu mult mai larg de daunatori. De exemplu, B.t israelensis si
morrisoni au fost utilizate comercial pentru a controla insecte din ordinele Diptera si respectiv
Coleoptera (Gaertner, F.H. [1989] "Cellular Delivery Systems for Insecticidal Proteins: Living
and Non-living Microorganisms" in Controlled Delivery of Crop Protection Agents, R.M.
Wilkins, editura Taylor and Francis, New York si Londra, 1990, pag. 245-255.

2




RO 122431 B1

Acum au fost identificate noi subspecii de B.t. si genele responsabile de proteine
active de d-endotoxine au fost izolate si secventiate (Hofte, H., H.R. Whiteley [1989]
Microbiological Reviews 52 (2). 242-255. Héfte si Whiteley au clasificat genele proteinei
cristaline B.t. in patru clase majore. Clasele au fost cryl (specifice Lepidopterelor), cryll
(specifice Lepidopterelor si Dipterelor), crylll (specifice Coleopterelor) si crylV (specifice
Dipterelor). A fost prezentata descoperirea de tulpini toxice in mod specific pentru alti
daunatori (Feitelson, J.S., J. Payne, L. Kim [1992] Bio/Technology 10:271-275. De exemplu,
denumirile de CryV si CryVI au fost propuse pentru doua noi grupuri de toxine active
impotriva nematodelor.

Multe proteine de 6-endotoxine de Bacillus thuringiensis sunt compuse din doua
segmente functionale. Aceste proteine "de lungime totald" sunt alcétuite dintr-o toxina
centrala rezistenta la proteaza care corespunde aproximativ primei jumatati (portiunea N-
terminald) a moleculei proteice. Structura tridimensionald a segmentului central a unei &-
endotoxine B.t. CrylllA este cunoscuta si s-a propus ca toate toxinele inrudite sa aiba
aceeasi structura globala (Li, J., J. Caroll, D.J. Ellar [1991] Nature 353:815-821). Ne referim
adesea la a doua jumatate (portiunea C-terminald) a moleculei ca la "segment protoxind”.
Se crede ca segmentul protoxina participa la formarea cristalelor (Arvidson, H., P.E Dunn,
S. Strand A.l Aronson [1989] Molecular Microbiology 3:1533:1534; Choma, C.T., W.K.
Surewicz, P.R. Carey, M. Pozsgay, T. Raynor, H. Kaplan [1990] Eur. J. Biochem. 189:523-
527). Molecula completa a toxinei de 130 kDa este de obicei procesata la segmentul de
nucleu rezistent la proteaza in intestinul insectei. Segmentul protoxina poate astfel sa poarte
o specificitate partiala la insecte a toxinei prin limitarea accesibilitatii nucleului la insecta prin
reducerea procesarii de catre proteaza a moleculei toxinei (Haider, M.Z., B.H. Knowles, D.J.
Ellar [1986] Eur. J. Biochem 156:531-540) sau prin reducerea solubilitatii toxinei (Aronson,
A.l., E.S. Han, W. McGaughey, D. Johnson [1991] Appl. Environ. Microbiol. 57:981-986).

Nomenclatorul si schema de clasificare din 1989 ale lui Héfte si Whiteley s-au bazat
atat pe secventa de aminoacizi dedusa cét si pe domeniul gazdei toxinei. Acest sistem a fost
adaptat sa acopere 14 tipuri diferite de gene de toxine care au fost impartite in cinci clase
majore. A fost propusa o schema de nomenclator revizuitd, care se bazeaza doar pe
identitatea aminoacizilor (Crickmore si al. [1996] Society for Invertebrate Pathology, 29"
Annual Meeting, llird International Colluquium on Bacillus thuringiensis, University of
Cordoba, Cordoba, Spania, Septembrie 1-6, 1999, rezumat). Mnemonica "cry" a fost
mentinuta pentru toate genele de toxine cu exceptia cytA si cytB, care au ramas o clasa
separata. Cifrele romane au fost schimbate cu cifre arabe in primul rang iar parantezele din
rangul trei au fost eliminate. Limitele curente reprezinta aproximativ 95% (rangul trei), 75%
(rangul doi) i 48% (primul rang) identitate de secvente. Multe dintre numele originale au fost
mentinute, desi o parte dintre ele au fost reclasificate. A se vedea de asemenea "Revisions
of the Nomenclture for the Bacillus thuringiensis Pesticidal Crystal Proteins" N. Crickmore,
D.R. Zeigler, J. Feitelson, E. Schnepf, J. Van Rie, D. Lereclus, J. Baum si D.H. Dean.
Microbiology and Molecular Biology Reviews (1998) vol. 62:807-813; si Crickmore, Zeigler,
Feitelson, Schnepf, Van Rie, Lereclus, Baum si Dean "Bacillus thuringiensis toxin
nomenclature" (1999) http://www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil-Crickmore/Bt/index.html. Acest
sistem utilizeaza aplicatiile software libere CLUSTAL W si PHYLIP. Aplicatia NEIGHBOR din
pachetul PHYLIP utilizeaza un algoritm de medii aritmetice (UPGMA).

Izolarea noilor izolate de B.t. si a genelor de toxine ale acestora, cat si determinarea
domeniului precis al activitétii pesticide a toxinelor, a fost un proces empiric lent. Ca rezultat
al cercetarii extensive si al investitiilor in resurse, au fost depuse cerei de brevete pentru noi
izolate, toxine si gene de B.t. si pentru noi utilizari ale toxinelor si izolatelor B.t. cunoscute.
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A se vedea pentru documentare si Feitelson gi al, supra. Totusi, descoperirea de noi izolate
B.t. si noi utilizari ale izolatelor si toxinelor B.t. ramane un domeniu imprevizibil, empiric.

Smulevitch si al. ([1991] FEBS Lett. 293:25-26), Gleave si al. ([1991] JCM 138:55-
62), si Shevelev si al. ([1993] FEBS Lett. 336:79-82) descriu caracterizarea toxinelor Cry9
active Tmpotriva lepidopterelor. Lambert si al. (Lambert, B., L. Buysse, C. Decock, S.
Jansens, C. Piens, B. Saey, J. Seurinck, K. van Audenhove, J. Van Rie, A. Van Vliet, M.
Peferoen [1996] Appl. Environ. Microbiol 62(1):80-86) si aplicatile PCT publicatei
WO 94/05771 si WO 94/24264 descriu de asemenea izolate B.t. si toxine Cry9C active
impotriva daunatorilor lepidoptere.

Brevetele US 5126133; 5188960; 5246852 si 5691308 dezvaluie o toxina Cry1Fasi
o gena (811A) din izolatul de B.t. PS81I. Brevetele US 5527883; 5508264, 5827514 si
5840554 se refera la toxine himerice CrylF. WO 99/24581 dezvaluie diverse gene crylF
optimizate pentru plante. Brevetul US 5686069 dezvaluie o toxina Cry1Fb si o gena dinizolat
de B.t. PS91C2.

Odata cu folosirea tehnicilor de inginerie genetica, sunt in dezvoltare diverse abordari
pentru livrarea toxinelor B.f. mediilor agricole. Clonarea si expresia unei gene de proteina
cristalina de B.t. in Escherichia coli a fost descrisa in literatura publicata cu mai bine de
15 ani in urma (Schnepf, H.E., H.R. Whiteley [1981] Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2893-
2897). Brevetul US 4448885 si US 4467036 dezvaluie amandoud, expresia unei proteine B.1.
cristaline in E. coli. Produsele B.t. pe baza de ADN recombinat au fost produse si aprobate
pentru utilizare, inclusiv utilizarea plantelor modificate genetic cu gene B.t. pentru rezistenta
la insecte si utilizarea celulelor microbiene, stabilizate, drept purtatori de livrare a proteinelor
B.t. S-au realizat diverse imbunatatiri prin modificarea toxinelor B.f. si/sau a genelor
acestora. De exemplu, brevetele US 5380831 si 5567862 se refera la producerea de gene
plante. Astfel, genele de endotoxine B.t. izolate incep sa aiba valoare comerciala.

Obstacolele pentru utilizarea cu succes a toxinelor B.t. includ dezvoltarea rezistentei
la toxinele B.t. de cétre insecte. In plus, anumite insecte pot fi refractare la efectele B.t.
Acestea din urma includ insecte cum ar fi gargarita capsulelor cu seminte si omizile care alta
data nu au demonstrat sensibilitate aparenta la majoritatea 5-endotoxinelor B.t.

Omizile trec prin mai multe stadii de larve. Desi mancarea rasadurilor de catre stadiile
finale ale larvelor produce distrugerea cea mai evidenta si pierdere economica cea mai mare,
hranirea cu frunze are ca urmare de obicei pierderi in recolte cum ar fi cele de porumb. La
atingerea stadiilor finale (trei catre patru, de exemplu), larvele incep sa taie plantele si parti
din plante, in special lastarii. Datorita deviatiilor in comportamentul de hranire, populatii care
provoaca distrugeri economice pot aparea pe neasgteptate cu foarte putine semnale de
avertizare inainte. Omizile mari pot distruge mai multi I&stari pe zi si o infestare masiva poate
elimina recolte intregi. Obiceiul nocturn al omizilor si comportamentul de a se ingropa in sol
fac problematice de asemenea detectarea si tratamentul.

Buha semanaturilor (Agrotis ipsilon (Hufnagel); Lepidoptera: Noctuidae) este un
daunator serios al multor culturi incluzadnd porumb, bumbac, culturi de varza (Brassica,
broccoli, verze, verze chinezesti) si gazon. Plante gazda secundare includ sfecla, Capsicum
(ardei), naut, fasole fabacee, salata verde, lucerna, ceapa, cartofi, ridichii, rapita de toamna
(canola), orez, soia, capsuni, sfecla de zahéar, tutun, rosii si arbori de padure. In America de
Nord, daunatorii de genul Agrotis se hranesc cu trifoi, porumb, tutun, canepa, ceapa,
capsuni, mure, zmeura, lucerna, orz, fasole, varza, ovaz, mazare, cartofi, cartofi dulci, flori
de grading, iarba, lucerna, porumb, asparagus, struguri, aproape orice fel de frunze, plante
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si multe alte culturi si plante de gradina. Alte omizi din Tribe Agrotini sunt daunatori, in
particular aceia din genul Feltia (de exemplu F. jaculifera (Guenée); echivalente cu ducens
subgothica) si Euxoa (de exemplu E. tessellata (Harris), E. scandens (Riley), E. auxiliaries
(Smith), E. detersa (Walker), E. tessellate (Harris), E. ochrogaster (Guenée). Omizile cum
ar fi Peridroma saucia pot fi de asemenea daunatori semnificativi. Plantele de citrice, de
exemplu, pot fi de asemenea tinta atacurilor omizilor ("omida citricelor" Xylomyges curialis
este un exemplu).

Omizile sunt de asemenea daunatori si Tn afara Americii de Nord si cei mai
semnificativi daunatori din punct de vedere economic ataca nautul, graul, legumele, sfecla,
lucerna, porumbul, cartofii, napii, rapita, salata verde, capsunile, hibrizii de zmeura si mure,
inul, bumbacul, soia, tutunul, sfecla, varza chinezeasca, rosiile, vinetele, trestia de zahar,
pasunile, verzele, arahide, Cucurbita, napi, floarea soarelui, Brassica, ceapa, praz, telina,
susan, asparagus, revent, cicoare, culturi de sera si spanac. Buha semanaturilor A. ipsilon
apare ca daunator in afara Americii de Nord, inclusiv in America Centrald, Europa, Asia,
Australia, Africa, India, Taiwan, Mexic, Egipt si Noua Zeelanda.

Principalele specii de omizi din Argentina sunt Agrotis malefida, Porosagrotis
gypaetiana si Agrotis ipsilon (scris de asemenea si ypsilon). Aceste omizi ataca, de exemplu,
culturile de porumb, soia i floarea soarelui. Aceste insecte pot reduce serios populatia de
rasaduri i, in cazurile de atacuri grave, pot distruge total parcele intregi.

Controlul culturilor pentru A. jpsilon cum ar fi controlul buruienilor periferice poate
ajuta prevenirea infestarilor masive; totusi, asemenea metode nu sunt intotdeauna realizabile
sau eficiente. Infestarile sunt foarte sporadice, iar aplicarea unui insecticid anterior plantarii
sau la plantare nu s-a dovedit eficienta in trecut. Sunt disponibile anumite momeli pentru
controlul omizilor din culturi. Pentru a proteja gazonul cum ar fi iarba vantului, s-au utilizat
insecticide chimice. Utilizarea pesticidelor chimice este o preocupare particulara in zonele
acoperite cu gazon (de exemplu terenuri de golf, terenuri pentru atletism, parcuri sau alte
zone de recreere, peisaje profesionale si terenuri domestice) datoritd contactului apropiat pe
care oamenii il au cu aceste zone. Produsele naturale (de exemplu nematode si
azadiractind) au rezultate slabe in general.

Pana Tn prezent, produsele din Bacillus thuringiensis pentru controlul daunétorului
buha semanaturilor nu au fost utilizate pe scara larga datorita lipsei eficientei. Comporta-
mentele de hranire rapida si ingropare a omizilor au facut ca acestea sa fie dificil de controlat
cu solutii curente pentru daunatori pe baza de materiale biologice. De exemplu, toxinele
Cry1A(b) sunt in esenta ineficiente impotriva omizilor.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in combaterea daunatorilor in
stadiul de omizi din culturile ce pot fi afectate de acestia.

Metoda de combatere a daunatorilor in stadiul de omizi, conform inventiei, iniatura
dezavantajele mentionate mai sus prin aceea ca, cuprinde aducerea in contact a
daunatorului mentionat cu o toxina Cry1F.

ntr-o realizare preferatd, in metoda conform inventiei, toxina mentionata este o toxina
Cry1Fa sau o toxina trunchiata, toxina mentionata aflandu-se intr-o celula de planté care a
produs toxina mentionata si in care daunatorul mentionat vine in contact cu toxina
mentionata prin ingerarea celulei de planta mentionata.

Tn alte realizari preferate, in metoda conform inventiei, ddunétorul in stadiul de omida
mentionat este: din genul Agrotis, un Agrotis ipsilon, un Agrotis malefida, din genul
Porosagrotis, un Porosagrotis gypaetiana, din genul Xylomyges, un Xylomyges curialis, din
Tribe Agrotini, din genul Feltia,un Feltia jaculifera, din genul Euxoa, un Euxoa messoria, un
Euxoa scandens, un Euxoa auxiliaries, un Euxoa detersa, un Euxoa tessellate, un Euxoa
ochrogaster, din genul Peridroma, un Peridroma saucia.
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Intr-o alta realizare preferatd, in metoda conform inventiei, planta mentionata este o
plantd de porumb, o planta de floarea soarelui, o plantd de soia, o planta de rapita de
toamna, o planta de bumbac.

Intr-o alta realizare preferata, in metoda conform inventiei, etapa de contactare este
precedata de etapa de plantare a semintei unei plante care cuprinde o polinucleotida ce
codifica toxina mentionata.

Prezenta inventie se refera la descoperirea surprinzatoare a faptului ca proteinele
Cry1F sunt active impotriva omizilor cum ar fi cele de buha semanaturilor (Agrotis ipsilon).
Astfel, prezenta inventie furnizeazd metode pentru controlul acestor daunatori, metodele
mentionate cuprinzénd aducerea in contact a ddunatorilor mentionati cu o cantitate de toxina
de Bacillus thuringiensis cu activitate pesticida care cuprinde cel putin o portiune cu activitate
pesticida a toxinei Cry1F. Prin urmare, folosirea proteinelor complete, trunchiate si himerice
Cry1F si genelor este inclusa in prezenta inventie. In alcatuiri preferate, toxina Cry1F este
o toxina Cry1Fa. Conform prezentei inventii pot fi utilizate proteinele Cry1F sintetice si de tip
natural. Astfel, utilizarea polinucleotidelor (si/sau a complementelor lor, de preferinta
complementele lor cu lungime totald) care hibridizeaza cu gene cry1F cunoscute, de
preferinta portiunile care codifica toxina nucleu, suntincluse in aceasta inventie. In alcatuirile
preferate sunt utilizate polinucleotide optimizate pentru plante.

Prezenta inventie include utilizarea gazdelor transgenice incluzand gazde vegetale,
cum ar fi porumb, bumbac si floarea soarelui. Intr-o alcétuire preferata, prezenta inventie se
referd la celule de plante transformate cu cel putin o secventa de nucleotide a prezentei
inventii, cum ar fi celule de plante transformate, care exprima proteine cu activitate pesticida
in tesuturile consumate de daunatorii vizati. Asemenea transformare a plantelor poate fi
realizata folosind tehnici binecunoscute specialistilor din domeniu si, in mod obignuit, implica
modificarea genei pentru a optimiza expresia toxinei in plante.

Fig. 1 arata masa de rasaduri intacte de grau si evaluarea relativa a distrugerilor Ia
24 ore dupa infestarea cu larve de buha semanaturilor in stadiul 4 si dupa diverse
tratamente.

Fig. 2 arata greutatile rasadurilor de porumb infestate cu larve de buha semanaturilor
in stadiul 3, la 48 ore dupa infestare si dupa diverse tratamente.

Fig. 3 si 4 ilustreaza rezultatele discutate in Exemplul 4.

SECV ID NR:1 este o secventa de polinucleotide pentru o gena hibrid crylF/crylA(b)
de lungime totala, optimizata pentru plante, denumita 1F1AB-PO.

SECV ID NR:2 este o secventa de aminoacizi pentru o toxina himerica CrylF/CrylA(b)
de lungime totala, optimizata pentru plante. Gena 1F1AB-PO codifica aceasta toxina.

SECV ID NR:3 este o secventa de polinucleotide pentru o gena crylF trunchiata,
optimizata pentru plante, denumita 1F-T-PO.

SECV ID NR:4 este o secventa de aminoacizi pentru o toxina trunchiata, optimizata
pentru plante CrylF. Genele denumite 1F-T-PO, 1F-7G-PO si 1F-7Z-PO codifica aceasta
toxina.

SECV ID NR:5 este secventa nativa de polinucleotide a genei toxinei B.t. de tip
natural, de lungime totald, denumita 81IA (crylFa).

SECV ID NR:6 este secventa de aminoacizi a toxinei de lungime totald, de tip natural
B.t. denumita 81IA (CrylFa).

SECV ID NR:7 este o secventa de polinucleotide pentru o gena denumita 1F-7G-PO
care este optimizata pentru a se exprima in bumbac.

SECV ID NR:8 este o secventa de polinucleotide pentru o gena denumita 1F-7Z-PO,
care este optimizata pentru a se exprima in porumb.
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Prezenta inventie se refera la descoperirea surprinzatoare ca proteinele Cry1F sunt
active impotriva omizilor cum ar fi cele de buha seménaturilor (Agrotis ipsilon). In particular,
surprinzatoare sunt descoperirile ca larvele de stadiul 3 sau mai mare, sunt controlate de
catre toxinele si genele conform prezentei inventii. Controlul larvelor de omizi de stadiul intai
si al doilea este mai putin important decat controlul stadiilor finale. Desi era cunoscut ca
toxinele Cryl sunt active impotriva lepidopterelor in general, se credea ca omizile sunt
recalcitrante la toxine B.t. in general, asa cum s-a discutat mai detaliat anterior.

Prezenta inventie include utilizarea gazdelor recombinate si asigura secvente de
polinucleotide optimizate pentru plante. Aceste secvente de polinucleotide includ gene
optimizate pentru plante, denumite 1F1AB-PO, 1F-T-PO, 1F-7G-PO si 1F-7Z-PO. Aceste
gene sunt dezvaluite in WO 99/24581. Gazde vegetale preferate includ porumb, soia,
bumbac, grau, rapita de toamna si floarea soarelui.

Tn anumite alctuiri ale prezentei inventii, genele codifici o toxind CrylF care este
trunchiatd comparativ cu toxina de lungime totala CrylF. Toxinelor trunchiate ale prezentei
inventii le lipseste de obicei tot sau o portiune din segmentul protoxind. De asemenea,
genele trunchiate prezentate aici pot fi folosite pentru producerea de gene himerice si
proteine. Un exemplu este gena optimizata pentru plante care cuprinde o portiune cryiF si
o portiune crylA(b), in care gena hibrida codificd o toxind himerica. Genele si toxinele
himerice preferate sunt dezvaluite in brevetele US 5527883 si 5840554. Alte gene si toxine
himerice care pot fi utilizate conform prezentei inventii sunt dezvaluite in brevetele
US 5508264 si 5827514. intr-o alcatuire preferata, portiunea CrylF a toxinei himerice are ea
insasi activitate pesticida. Toxinele de fuziune pot fi de asemenea utilizate conform prezentei
inventii.

Tntr-o alcatuire preferatd, prezenta inventie se refera la celule de plante transformate
cu cel putin o secventa de polinucleotide astfel incat celulele de plante transformate exprima
toxinele cu activitate pesticida in tesuturi consumate de daunatorii vizati, care astfel iau
contact cu proteina cu activitate pesticida. Asemenea transformare a plantelor poate fi
realizatd folosind tehnici binecunoscute specialistilor in domeniu, si de obicei implica
modificarea genei pentru a optimiza expresia toxinei in plante.

Trebuie sa fie evident unui specialist in domeniu, ca date fiind secventele genelor
prezentate aici, genele prezentei inventii pot fi obtinute prin mai multe mijloace. in alc&tuiri
preferate, genele prezentei inventii de exemplu, pot fi construite sintetic prin folosirea unui
sintetizator de gene. Genele specifice exemplificate aici, pot fi de asemenea obtinute prin
modificarea, conform prezentei inventii, a anumitor gene de tip natural (de exemplu, prin
tehnici de mutatie punctiforma) din anumite izolate depozitate intr-un depozit de culturi asa
cum este prezentat mai jos. De exemplu, o gena crylF de tip natural poate fi obtinuta din
izolat B.t. PS811. De asemenea, portiunile crylA(b) ale genelor hibride ale prezentei inventii
pot fi produse sintetic sau pot fi derivate prin modificarea genelor de tip natural. Toxinele si
genele CrylA(b) au fost descrise de exemplu, in Héfte i al. (1986) Eur. J. Biochem. 161:273;
Geiser gi al. (1986) Gene 48:109; si Haider gi al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10927.
Clonele si izolatele de tip natural aditionale au fost discutate mai detaliat, anterior si in lista
de mai jos.

Culturile discutate in aceasta cerere au fost depozitate, in conformitate cu tratatul de
la Budapesta, la Agricultural Research Service Patent Culture Collection (NRRL, Northern
Regional Research Center, 1815 North University Street, Peoria, lllinois 61604, SUA.
Tulpinile depozitate listate mai jos sunt dezvaluite in brevetele de referinta discutate mai sus.
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Subcultura Numar de acces Data de depozit
B.t. PS811 NRRL B-18484 19 aprilie 1989
E. coli (NM522)(pMYC1603) (81IA) NRRL B-18517 30 iunie 1989

Trebuie inteles ca disponibilitatea unui depozit nu constituie un permis pentru
punerea in practicd a prezentei inventii in derogarea drepturilor brevetului acordat prin
actiune guvernamentala.

Gene si toxine. Polinucleotidele prezentei inventii pot fi utilizate pentru a forma
"gene" complete pentru a codifica proteine sau peptide intr-o celuld gazda dorita. De
exemplu, asa cum vor recunoaste specialistii din domeniu, unele dintre polinucleotidele din
lista de secvente atagata sunt aratate fara codonii stop. De asemenea, polinucleotidele
prezentei inventii pot fi plasate Tn mod adecvat sub controlul unui promotor intr-o gazda de
interes, asa cum este stiut in domeniu.

Asa cum vor recunoagte specialistii din domeniu, ADN-ul exista de obicei intr-o forma
dublu catenara. In aceasta dispunere, o catena este complementara celeilalte catene si
viceversa. Pe masura ce ADN-ul este replicat intr-o planta (de exemplu) aditionala, sunt
produse catene complementare ale ADN-ului. Astfel, prezenta inventie include utilizarea
polinucleotidelor exemplificate aratate in lista de secvente atagata si catenele comple-
mentare ale acestora. "Catena de codificare” este adesea utilizatd in domeniu pentru a se
referi la catena care se leaga cu catena anti-sens. Pentru a exprima o proteina in vivo, o
catena a ADN-ului este de obicei transcrisa intr-o catena complementara de ARNm, care
este utilizata ca matrita pentru translatia proteinei. ARNm este transcris de fapt din catena
"anti-sens” a ADN-ului. Catena "sens" sau "de codificare" are o serie de codoni (un codon
reprezinta trei nucleotide care pot fi citite toate trei in acelasi timp pentru a produce un
aminoacid particular) care poate fi citit ca un cadru de citire deschis (ORF) pentru a forma
o proteina sau peptida de interes. ARN si ANP (acizi nucleici peptidici) care sunt echivalent
functionali cu ADN-ul exemplificat sunt incluse in prezenta inventie.

De exemplu, genele si toxinele prezentei inventii pot fi identificate, obtinute si
caracterizate prin utilizarea probelor de oligonucleotide. Probele sunt secvente de nucleotide
detectabile. Polinucleotidele exemplificate in mod specific ale prezentei inventii, inclusiv
portiuni ale acestora care sunt suficiente pentru a codifica o toxina activa, pot fi ele insele
utilizate ca probe. Probele pot fi ADN, ARN sau ANP (acizi nucleici peptidici). Aceste
secvente pot fi detectabile Tn virtutea unei etichete adecvate incluzadnd sau fiind inerente
facute fluorescente, de exemplu, asa cum este descris in cererea internationald
WO 93/16094. Asa cum este binecunoscut in domeniu, dacd molecula de proba si mostra
de acid nucleic hibridizeaza prin formarea unei legaturi puternice intre cele doud molecule,
se poate presupune in mod rezonabil ca proba si mostra au o omologie substantiala. De
preferintd, hibridizarea este condusa in conditii de stringenta prin tehnici binecunoscute n
domeniu, agsa cum sunt descrise de exemplu, in Keller, G.H., M.M. Manak (1987) DNA
Probes, Stockton Press, New York, NY, pag. 169-170. De exemplu, asa cum este afirmat
aici, conditiile de hibridizare de inalta stringenta pot fi realizate mai intai printr-o spalare cu
2xSSC (citrat salin standard)/0,1% SDS (sulfat dodecil de sodiu) timp de 15 min la
temperatura camerei. Sunt realizate de obicei doua spalari. Exigenta poate fi realizata prin
reducerea concentratiei de sare si/sau prin ridicarea temperaturii. De exemplu, etapa de
hibridizare de mai sus poate fi urmata de spalarea cu 0,1xSSC/0,1% SDS timp de 15 min
latemperatura camerei, care la randul ei poate fi urmata de spalarea cu 0,1xSSC/0,1% SDS
timp de 30 minute la 55°C. Temperaturile folosite pentru aceste etape pot fi de asemenea
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folosite cu alte protocoale discutate aici (unde se foloseste SSPE inloc de SSC de exemplu),
asa cum este cunoscut in domeniu. 2xSSC/0,1% SDS poate fi preparata prin adaugarea de
50 ml de 20xSSC si 5 ml de SDS 10% in 445 ml de apa. 20xSSC poate fi preparata prin
combinarea NaCl (175,3 g/0,150 M), citrat de sodiu (88,2 g, 0,015 M) si apa pana la 1 litru,
urmatd de ajustarea pH-ului la 7,0 cu NaOH 10 N. SDS 10% poate fi preparata prin
dizolvarea a 10 g de SDS 1n 50 ml de apa autoclavizata, diluare la 100 ml si alicotare.

Detectarea probei asigura un mijloc pentru determinarea intr-un mod cunoscut a
faptului ca hibridizarea a avut loc. O asemenea analiza a probei asigurd o metoda rapida
pentru identificarea genelor care codifica toxina prezentei inventii. Segmentele de nucleotide
care sunt folosite ca probe conform inventiei pot fi sintetizate folosind un sintetizator de ADN
si proceduri standard.

Asa cum este utilizat aici, conditii "stringente" pentru hibridizare se refera la conditii
care realizeazd acelagi sau aproximativ acelasi grad de specificitate al hibridizarii ca si
conditiile utilizate de solicitantii curenti. Tn mod specific, hibridizarea ADN-lui imobilizat pe
Southern blot cu probe specifice genelor marcate cu 32P, a fost realizata prin metode
standard (Maniatis, T., E.F. Fritsch, J, Sambrook [1982] Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). In general, hibridizarea
si spalarile ulterioare au fost realizate in conditii stringente care au permis detectarea
secventelor tinta. Pentru probele de gene de ADN dublu catenar, hibridizarea a fost realizata
peste noapte la 20-25°C sub temperatura de topire (Tm) a hibridului ADN in 6xSSPE, 5x
solutia lui Denhardt, 0,1% SDS, 0,1 mg/ml ADN denaturat. Temperatura de topire este
descrisa de catre formula urmatoare (Beltz, G.A., K.A. Jacobs, T.H. Eickbush, P.T. Cherbas
si F.C. Kafatos [1983] Methods of Enzymology, R. Wu, L. Grossman si K. Moldave,
Academic Press, New York 100:266-285).

Tm = 81,5°C + 16,6 Log[Na+] + 0,41(%G+C) - 0,61(%formamida) - 600/lungimea
duplex in perechi de baze.

Spalarile sunt realizate de obicei dupa cum urmeaza:

(1) De doua ori la temperatura camerei timp de 15 min in 1xSSPE, 0,1% SDS
(spalare de stringenta redusa).

(2) O daté la Tm-20°C timp de 15 min in 0,2xSSPE, 0,1% SDS (spalare de stringenta
moderata).

Pentru probele de oligonucleotida, hibridizarea, a fost realizata peste noapte la 10-
20°C sub temperatura de topire (Tm) a hibridului in 6xSSPE, 5x solutia lui Denhardt, 0,1%
SDS, 0,1 mg/ml ADN denaturat. Tm pentru probele de oligonucleotide a fost determinata cu
formula urmatoare:

Tm(°C) = 2(numar T/A perechi de baze) + 4 (numér G/C perechi de baze) (Suggs,
S.V., T. Miyake, E.H. Kawashime, M.J. Johnson, K. Itakura si R.B. Wallace [1981] ICN-UCLA
Symp. Dev. Bjol. Using Purified Genes, D.D. Brown, Academic Press, New York, 23:683-
693).

Spalarile s-au realizat in mod obisgnuit dupa cum urmeaza:

(1) De doua ori la temperatura camerei timp de 15 min in 1xSSPE, 0,1% SDS
(spalare de stringenta redusa).

(2) O data la temperatura de hibridizare timp de 15 min in 1xSSPE, 0,1% SDS
(spalare de stringenta moderata).

Modificarea genelor si a toxinelor. Toxinele si genele utile conform prezentei
inventii includ nu numai secventele specific exemplificate, ci si portiuni si/sau fragmente
(inclusiv deletii interne sau/si terminale in comparatie cu proteinele cu lungime totald),
variante, mutanti, substitute (proteine care au aminoacizi substituiti), proteine de fuziune si
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himerice care pastreaza caracteristicile activitatii pesticide ale proteinelor exemplificate in
mod specific aici. Asa cum sunt folositi aici, termenii "variante" sau "variatii" ale genelor se
refera la secvente de nucleotide care codifica aceleasi toxine sau care codifica toxine
echivalente care au activitate pesticida. Asa cum este utilizat aici, termenul "toxine
echivalente" se refera la toxine care au aceeasi sau esential aceeasi activitate pesticida fata
de daunatorii vizati ca si toxinele revendicate.

Genele pot fi modificate, iar variatiile genelor pot fi ugor construite, folosind tehnici
standard. De exemplu, tehnicile pentru realizarea mutatiilor punctiforme sunt binecunoscute
in domeniu. De asemenea, brevetul US 5605793 descrie metode pentru generarea de
diversitate moleculara aditionala prin folosirea de reasamblare de ADN dupa fragmentarea
aleatoare. Fragmentele de gene de lungime totala pot fi realizate folosind endonucleaze
disponibile comercial, iar exonucleazele pot fi folosite conform tehnicilor standard. De
exemplu, enzimele cum ar fi Bal31 sau mutageneza directionata catre situs, pot fi utilizate
pentru a decupa sistematic nucleotide de la capetele acestor gene. De asemenea, genele
care codifica fragmente active pot fi obtinute folosind o varietate de enzime de restrictie.
Proteazele pot fi folosite direct pentru a obtine fragmente active ale acestor toxine.

Toxinele echivalente si/sau genele care codifica aceste toxine echivalente pot fi
derivate din izolate B.t. si/sau banci de ADN folosind notiunile furnizate aici. Exista un numar
de metode pentru obtinerea toxinelor cu activitate pesticida ale prezentei inventii. De
exemplu, anticorpii anti-toxine cu activitate pesticida dezvaluite si revendicate aici pot fi
utilizate pentru a identifica si izola alte toxine dintr-un amestec de proteine. in mod specific,
anticorpii pot fi crescuti la portiunile toxinelor care sunt cel mai constante si distincte de alte
toxine B.t. Acesti anticorpi pot fi apoi folositi pentru a identifica in mod specific toxine
echivalente cu activitate caracteristica prin imunoprecipitare, testul cu anticorpi adsorbiti
legati de enzime (ELISA), sau Western blotting. Anticorpii anti-toxine dezvaluiti aici, sau ai
toxinelor echivalente, sau fragmentelor acestor toxine, pot fi preparati usor folosind proceduri
standard din acest domeniu. Genele care codificd aceste toxine pot fi obtinute apoi din
microorganism.

Datorita redundantei codului genetic, o varietate de secvente ADN diferite pot codifica
aceleasi secvente de aminoacizi. Este la indeméana unui specialist din domeniu sa creeze
aceste secvente ADN alternative care codifica aceleasi, sau esential aceleasi toxine. Aceste
variante de secvente ADN sunt in cuprinsul prezentei inventii. Aga cum este utilizata aici,
referinta la secventa "esential aceeasi" se refera la secvente care au substitutii, deletii, aditii
sau insertii de aminoacizi care nu afecteaza material activitatea pesticida. Fragmentele care
pastreaza activitatea pesticida sunt de asemenea incluse in aceasta definitie.

Toxinele echivalente vor avea similaritate de aminoacizi (si/sau omologie) cu o toxina
exemplificata. |dentitatea/similaritatea aminoacizilor va fi in mod obignuit mai mare de 60%,
de preferintd mai mare de 75%, si mai preferat mai mare de 80%, chiar si mai preferat mai
mare de 90%, si poate fi mai mare de 95%. Polinucleotidele si proteinele preferate ale
prezentei inventii pot fi de asemenea definite Tn termeni de domenii de identitate si/sau
similaritate mai particulare. De exemplu, identitatea si/sau similaritatea pot fi 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72,73,74, 75, 76,
77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, sau 99%
comparativ cu o secventé exemplificata aici. Dacé nu se specifica altfel, asa cum este utilizat
aici, procentul de identitate si/sau similaritate a secventei a doi acizi nucleici este determinat
folosind algoritmul lui Karlin si Altschul (1990), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268,
modificat ca in Karlin si Mschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Un
asemenea algoritm este incorporat in programele NBLAST si XBLAST ale lui Altschul si al.
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(1990), J. Mol. Biol. 215:402-410. Cautarile de nucleotide BLAST sunt realizate cu programul
NBLAST, scor=100, lungime cuvant=12, pentru a obtine secvente de nucleotide cu procentul
de identitate dorit. Pentru a obtine alinieri spatiate in scopuri comparative, se foloseste
Gapped BLAST asa cum este descris Tn Altschul si al. (1997) Nucl. Acids Res. 25:3389-
3402. Atunci cand se utilizeaza programele BLAST si Gapped BLAST, sunt folositi parametrii
impliciti ai programelor respective (NBLAST $I XBLAST). A se vedea
http://www.ncbi.nih.gov. Scorurile potfi de asemenea calculate folosind metodele si algoritmii
lui Crickmore si al. aga cum este descris mai sus.

Omologia aminoacizilor va fi cel mai ridicatd in regiunile critice ale toxinei care
conteaza pentru activitatea biologicd sau sunt implicate in determinarea configuratiei
tridimensionale, care, in ultima instant&, este raspunzétoare pentru activitatea biologica. In
aceasta privinta, sunt acceptabile anumite substitutii de aminoacizi si pot fi de asteptat daca
aceste substitutii sunt in regiuni care nu sunt critice pentru activitate sau sunt substitutii
conservatoare de aminoacizi care nu afecteaza configuratia tridimensionala a moleculei. De
exemplu, aminoacizii pot fi plasati in clasele urmatoare: non-polari, neincarcati polar, bazica
si acida. Substitutiile conservatoare in care un aminoacid dintr-o clasa este inlocuit cu alt
aminoacid de acelasi tip sunt in intinderea prezentei inventii atata timp cat substitutia nu
modifica material activitatea biologica a compusului. Tabelul 1 furnizeaza o lista de exemple
de aminoacizi care apartin fiecarei clase.

Tabelul 1
Clasa de aminoacid Exemple de aminoacizi
Non-polari Ala, Val, Leu, lle, Pro, Met, Phe, Trp
Neincarcati polar Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn
Acizi Asp, Glu
Bazici Lys, Arg, His

Tn anumite cazuri, se pot face de asemenea substitutii neconservatoare. Factorul
critic este acela ca aceste substitutii nu trebuie sa devieze semnificativ de la capacitatea
plantelor de a exprima secventele ADN ale prezentei inventii sau de la activitatea biologica
a toxinei.

Asa cum este folosit aici, referirea la polinucleotide "izolate" si/sau toxine "purificate”
se refera la acele molecule atunci cand ele nu sunt asociate cu alte molecule cu care ele ar
fi gasite in naturd; aceasta va include utilizarea lor Tn plante. Astfel, referirea la "izolate”
si/sau “purificate” semnifica implicarea méinii omenesti, asa cum s-a descris aici.

Desi prezenta inventie prevede alcatuiri specifice ale genelor sintetice, alte gene care
sunt functional echivalente cu genele exemplificate aici pot fi folosite pentru a transforma
gazdele, de preferinta gazde vegetale. Un ghid suplimentar pentru producerea de gene
sintetice poate fi gasit in brevetul US 5380831.

Gazde recombinate. Genele care codifica toxinele prezentei inventii pot fiintroduse
intr-o largé varietate de gazde microbiene sau plante. Tn alcituirile preferate, expresia genei
toxinei are ca urmare, direct sau indirect, producerea intracelulara si mentinerea pesticidelor.
Atunci cand celulele gazda transgenice/recombinate/ transformate sunt ingerate de
daunatori, daunatorii vor ingera toxina. Acesta este modul preferat in care se realizeaza
contactul dintre ddunator si toxina. Rezultatul este un control (uciderea sau imbolnavirea)
al daunatorului.

In anumite alcatuiri ale prezentei inventii, gazdele microbiene transformate pot fi
folosite in etapele preliminare pentru prepararea precursorilor, de exemplu, care vor fi utilizati
in final pentru a transforma, in alcatuirile preferate, celule de plante astfel incat acestea sa

11

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

RO 122431 B1

exprime toxinele codificate de genele prezentei inventii. Microbii transformati si folositi in
acest mod sunt in cuprinsul prezentei inventii. Microbii recombinati pot fi, de exemplu, B.t.,
E. coli., sau Pseudomonas.

Producerea de diverse organisme recombinate poate fi realizata de specialigtii din
domeniu folosind tehnici standard. Materialele necesare pentru aceste transforméari sunt
dezvaluite aici sau sunt disponibile oricum cu usurinta specialistilor din domeniu. O mare
varietate de metode sunt disponibile pentru introducerea genei B.{. care codifica o toxina intr-
0 gazda tinta, in conditii care permit o mentinere stabila si a expresiei genei. Aceste metode
sunt binecunoscute specialigtilor din domeniu si sunt descrise, in brevetul US 5135867, care
este dat aici ca referinta.

Genele care codifica toxina prezentei inventii pot fi introduse, prin intermediul unui
vector adecvat, intr-o mare varietate de gazde vegetale si microbiene. Exista multe culturi
de interes, cum ar fi porumb, grau, orez, bumbac, soia si floarea soarelui. Anumite gene ale
prezentei inventii sunt, Tn particular, adecvate pentru asigurarea mentinerii stabile si
expresiei, in plantele transformate, a genei care exprima pesticidul polipeptidic si, de dorit,
s& asigure protectie imbunatatitad a pesticidului fatd de degradarea mediului si inactivare.
Expresia genei toxinei are ca urmare, direct sau indirect, producerea intracelulara si
mentinerea proteinelor pesticide. Astfel, ddunéatorul vizat poate lua contact cu proteinele cu
activitate pesticida prin ingestia tesutului de planta care contine proteinele cu activitate
pesticida, care sunttoxice pentru daunator. Rezultatul este controlul ddunatorului. Alternativ,
zonei daunatorului Ti pot fi aplicate gazde microbiene, de exemplu Pseudomonas
fluorescens, unde unele dintre ele pot prolifera si sunt ingerate de cétre daunatorii vizati.
Microbul care gazduieste gena toxinei poate fi tratat in conditii care prelungesc activitatea
toxinei si stabilizeaza celula. Celula tratatd, care pastreaza activitatea toxica, poate fi apoi
aplicata mediului daunatorului vizat.

Acolo unde gena toxinei B.t. este introdusa prin intermediul unui vector adecvat intr-o
gazda microbiana, i gazda mentionata este aplicata mediului intr-o stare in vivo, trebuie
folosite anumite gazde microbiene. Gazdele microorganisme care sunt selectate sunt
cunoscute ca ocupand "fitosfera” (filoplanul, filosfera, rizosfera si/sau rizoplanul) uneia sau
mai multor culturi de interes. Aceste microorganisme sunt selectate astfel incat sa fie
capabile de a fi competitive cu succes intr-un mediu particular (cultura si alte habitate ale
insectelor) cu microorganismele de tip natural, sa asigure o mentinere stabila si expresia
genei care exprima pesticidul polipeptidic, si, de dorit, sa asigure o protectie imbunatatita a
pesticidului fatd de degradarea mediului si inactivare.

Este cunoscut un mare numar de microorganisme care traiesc in filoplan (suprafata
frunzei plantelor) si/sau rizosfera (solul care inconjoara radacinile plantelor) a unei mari
varietati de culturi importante. Aceste microorganisme includ bacterii, alge si ciuperci. De un
interes particular sunt microorganismele cum ar fi bacteriile, de exemplu genurile
Pseudomonas, Erwinia, Serratia, Klebsiella, Xanthomonas, Streptomyces, Rhizobium,
Rhodopseudomonas, Methylophilius, Agrobacterium, Acetobacter, Lactobacillus,
Arthrobacter, Azotobacter, Leuconostoc si Alcaligenes; ciuperci, in particular drojdii, de
exemplu genurile Saccharomyces, Cryptococcus, Kluyveromyces, Sporobolomyces,
Phodotorula si Aureobasidium. De interes particular sunt acele specii de bacterii din fitosfera
cum ar fi Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens,
Acetobacter xylinum, Agrobacterium tumefaciens, Rhodopseudomonas spheroides,
Xanthomonas campestris, Rhizobium melioti, Alcaligenes entrophus si Azotobacter vinlandii,
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si specii de drojdii din fitosferd cum ar fi Rhodotorula rubra, R. glutinis, R. marina, R.
aurantiaca, Cryptococcus albidus, C. diffluens, C. laurentii, Saccharomyces rosei, S.
pretoriensis, S. cerevisiae, Sporobolomyces roseus, S. odorus, Kluyveromyces veronae i
Aureobasidium pollulans. De interes particular sunt microorganismele pigmentate.

O larga varietate de cai sunt disponibile pentru introducerea unei gene B.f. care
codifica o toxina in gazda vizata, in conditii care permit o mentinere stabila si expresia genei.
Aceste metode sunt binecunoscute specialistilor din domeniu si sunt descrise, in brevetul
US 5135867 care este dat aici ca referinta.

Tratarea celulelor. Asa cum s-a mentionat mai sus, celulele B.t. sau celulele
recombinate care exprima o toxina B.t. pot fi tratate pentru a prelungi activitatea toxinei si a
stabiliza celula. Microcapsula de pesticid care se formeaza cuprinde toxina B.t. intr-o
structura celulara care a fost stabilizata si va proteja toxina atunci cand microcapsula este
aplicatd mediului ddunatorului vizat. Celulele gazda adecvate includ atat procariote cat si
eucariote, fiind limitate in mod normal la acele celule care nu produc substante toxice
organismelor superioare, cum ar fi mamiferele. Totusi, organismele care produc substante
toxice pentru organismele superioare pot fi folosite, acolo unde substantele toxice sunt
instabile sau nivelul de aplicare suficient de redus incat sa se evite posibilitatea de toxicitate
pentru o gazda mamifer. Drept gazde, de interes particular vor fi procariotele si eucariotele
inferioare, cum ar fi ciupercile.

Celulele vor fi in mod obignuit intacte si vor fi substantial in forma proliferativa atunci
cand vor fi tratate, decéat in forma de spori, desi in anumite situatii pot fi utilizati sporii.

Tratarea celulei microbiene, de exemplu un microb care contine gena toxinei B.t.
poate fi facuta prin mijloace chimice sau fizice, sau printr-o combinatie de mijloace fizice
gi/sau chimice, atata timp cat tehnica nu afecteaza negativ proprietatile toxinei, nici nu
diminueaza capacitatea celulara de protectie a toxinei. Exemple de reactanti chimici sunt
agentii de halogenare, in particular halogenii cu numér atomic 17-80. Tn particular, poate fi
folosit iod in conditii blande si suficient timp pentru a realiza rezultatele dorite. Alte tehnici
adecvate includ tratamentul cu aldehide, cum ar fi glutaraldehida; anti-infectioase cum ar fi
clorura de zefiran si clorura de cetilpiridin; alcooli, cum ar fi izopropil si etanol; diversi fixativi
histologici, cum ar fi iod Lugol, fixativ Bouin, diversi acizi si fixativ Helly (a se vedea
Humason, Gretchen L., Animal Tissue Techniques, W.H. Freeman si Comp., 1967); sau o
combinatie de agenti fizici (caldura) si chimici care pastreaza si prelungesc activitatea toxinei
produsa in celuld atunci cand celula este administrata mediului gazda. Exemple de mijloace
fizice sunt radiatia cu lungime de unda joasa, cum ar fi radiatia gamma si radiatia X,
inghetarea, iradierea cu UV, liofilizarea si altele asemanatoare. Metodele pentru tratarea
celulelor microbiene sunt dezvaluite in brevetele US 4,695,455 si 4,695,462 care sunt date
aici ca referinta.

Celulele vor avea in general stabilitate structurald Tmbunatatitd, ceea ce va
imbunatati rezistenta la conditile de mediu. Acolo unde pesticidul este intr-o forma
prematura, metoda de tratare a celulei trebuie selectata astfel incat sa nu inhibe procesarea
formei premature catre forma matura a pesticidului prin patogenul daunatorului vizat. De
exemplu, formaldehida va reticula proteine si ar putea inhiba procesarea formei premature
unui pesticid polipeptidic. Metoda de tratament trebuie sa retind cel putin o portiune
substantiala din biodisponibilitatea sau bioactivitatea toxinei.

Caracteristicile de interes particular in selectarea unei celule gazda in scopul
productiei, includ usurinta introducerii genei B.t. in gazda, disponibilitatea sistemelor de
expresie, eficacitatea expresiei, stabilitatea pesticidului Tn gazda si prezenta capacitatilor
genetice auxiliare. Caracteristicile de interes pentru utilizarea ca microcapsula de pesticid
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includ calitati protectoare pentru pesticid, cum ar fi pereti celulari grosi, pigmentare si
impachetare intracelulara sau formarea de corpuri de incluziuni; supravietuirea in medii
apoase; lipsa toxicitatii fata de mamifere; atractivitatea pentru daunatori in scopul ingerarii;
usurinta de ucidere si fixare fara deteriorarea toxinei; si altele asemanatoare. Alte
consideratii includ ugurinta formularii $i manipularii, considerente economice, stabilitate de
stocare si altele asemanatoare.

Cresterea celulelor. Gazda celulara care contine gena cu activitate insecticida B.t.
poate fi crescuta in orice mediu nutritiv convenabil, de preferinta acolo unde constructia ADN
asigura un avantaj selectiv, asigurand un mediu selectiv astfel incat substantial toate sau
toate celulele sa retina gena B.t.. Aceste celule pot fi apoi recoltate in conformitate cu
metodele conventionale. Alternativ, celulele pot fi tratate anterior recoltarii.

Celulele B.t. ale inventiei pot fi cultivate folosind medii si tehnici de fermentare
standard in domeniu. La completarea ciclului de fermentare, bacteriile pot fi recoltate,
separdnd mai intai sporii B.t. si cristalele din zeama de fermentare prin mijloace
binecunoscute Tn domeniu. Sporii B.t. recuperati si cristalele pot fi formulate intr-o pudra cu
capacitate de umezire, concentrat lichid, granule sau alte formulari prin adaugarea de
surfactanti, dispersanti, purtatori inerti si alte componente pentru a facilita manipularea si
aplicarea pentru daunatori particulari vizati. Aceste formulari si proceduri de aplicare sunt
binecunoscute in domeniu.

Formulari. Granulele formulate sub forma de momeala care contin un element care
le face atractive si spori si cristale de izolate B.t., sau microbi recombinati care cuprind
genele ce pot fi obtinute din izolate B.tf. dezvaluite aici, pot fi aplicate pe sol. Produsul
formulat poate fi de asemenea aplicat sub forma de invelis al semintei sau tratament al
radacinilor sau tratament total al plantei in stadii tarzii ale ciclului de cultura. Tratamentele
plantei si ale solului cu celule B.t. pot fi utilizate ca pudre cu capacitate de umezire, granule
sau prafuri, prin amestecarea cu diverse materiale inerte, cum ar fi minerale anorganice
(filosilicati, carbonati, sulfati, fosfati si altele asemanatoare) sau materiale botanice (coceni
macinati, coji de orez, coji de nuca, gi altele asemanatoare). Formularile potinclude adjuvanti
de Tmpragtiere si aderenta, agenti de stabilizare, alti aditivi cu activitate pesticida, sau
surfactanti. Formularile lichide pot fi apoase sau neapoase si utilizate ca spume, geluri,
suspensii, concentrate emulsifiabile sau altele asemanatoare. Ingredientele pot include
agenti reologici, surfactanti, emulsifianti, dispersanti sau polimeri.

Asa cum va fi apreciat de catre un specialist in domeniu, concentratia activitatii
pesticide va varia larg in functie de natura formularii particulare, in particular daca este un
concentrat sau daca se va utiliza direct. Pesticidul va fi prezent cel putin 1% n greutate si
poate fi 100% in greutate. Formularile uscate vor avea aproximativ 1-95% in greutate din
pesticid in timp ce formularile lichide vor fi in general de la aproximativ 1-60% in greutate din
solide in faza lichida. Formuldrile vor avea in general de la aproximativ 10° pana la
aproximativ 10* celule/mg. Aceste formulari vor fi administrate la aproximativ 50 mg (lichid
sau uscat) pana la 1 kg sau mai mult la hectar.

Formularile pot fi aplicate mediului daunatorului, de exemplu solului sau frunzelor prin
pulverizare, prafuire, stropire sau altele asemanatoare.

Mutanti. Mutantii izolatelor inventiei pot fi realizati prin proceduri binecunoscute in
domeniu. De exemplu, un mutant nesporogen poate fi obtinut prin mutageneza cu etilmetan
sulfonat (EMS) a unui izolat. Mutantii pot fi realizati folosind lumina utltravioleta si
nitrozoguanidina prin proceduri binecunoscute Tn domeniu.

Un mic procent din mutantii nesporogeni vor ramane intacti si nu vor liza pe perioade
extinse de fermentatie; aceste tulpini sunt denumite liza minus (-). Tulpinile lizd minus pot
fi identificate prin sortarea mutantilor nesporogeni in medii in recipiente agitate si selectarea
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acelor mutanti care sunt intacti si contin cristalele de toxina la sfarsitul fermentatiei. Tulpinile
liza minus sunt adecvate pentru un proces de tratarea a celulelor care va produce o proteina
de toxina, incapsulata, protejata.

Pentru a prepara o varianta rezistenta a fagelor, a mutantului nesporogen mentionat,
o alicota a lizatului de fage este imprastiata pe agar nutritiv si este Iasata sa se usuce. O
alicota a tulpinei bacteriene sensibila la fage este apoi pusa peste lizatul uscat si este lasata
sa se usuce. Placile sunt incubate la 30°C. Placile sunt incubate timp de 2 zile si, in acel
moment, pe agar pot fi vazute crescand numeroase colonii. Unele dintre aceste colonii sunt
adunate si subcultivate pe placi de agar nutritiv. Aceste culturi aparent rezistente sunt testate
la rezistenta prin incrucigare cu lizatul de fage. O linie a lizatului de fage este intinsa pe placa
si lasata sa se usuce. Culturile prezumtiv rezistente sunt intinse apoi incrucigat peste lizatul
de fage. Culturile bacteriene rezistente nu vor prezenta liza nicaieri in linia incrucisata cu
lizatul de fage dupéd incubarea peste noapte la 30°C. Rezistenta la fage este apoi
reconfirmata prin placarea unui strat de cultura rezistenta pe o placa de agar nutritiv. Tulpina
sensibila este de asemenea placata in acelasi mod pentru a servi drept control pozitiv. Dupa
uscare, o picatura din lizatul de fage este plasata in centrul placii si lasata sa se usuce.
Culturile rezistente nu au prezentat liza in zona unde lizatul de fage a fost plasat dupa
incubarea la 30°C timp de 24 de ore.

in continuare sunt date 5 exemple care ilustreaza procedurile pentru punerea in
practica a inventiei. Aceste exemple nu trebuie considerate ca fiind limitative.

Exemplul 1. Testarea biologicad a Cry1F impotriva larvelor de buha semanaturilor
(Agrotis ipsilon; Lepidoptera: Noctuidae)

Activitatea biologica a Cry1F impotriva larvelor de buha semanaturilor (BCW) a fost
determinata utilizand proceduri de testare biologica standard folosind preparate liofilizate,
sub forma de pudra de MR872 (o clona de Pseudomonas fluorescens care exprima o gena
himerica cry1Fal/cry1Ab dezvaluita in brevetul US 5,840,554). Testele biologice BCW au fost
conduse prin incorporarea mostrelor de test intr-o dieta artificiala si testarea larvelor cu dieta
tratata si netratatd. Toate testele au fost conduse cu dietd artificiala BCW (BioServ
Corporation, Frenchtown, NJ.) Testele de incorporare a dietei au fost conduse prin
amestecarea mostrelor cu dieta artificiala (racite mai intaila 55° C sau mai jos) cu o rata de
6 ml suspensie plus 54 ml dietd. Concentratii multiple de tratament au fost generate prin
diluare in serie. Dupa amestecare, acest amestec a fost turnat in tavi de plastic cu
compartimente de 3 ml (Nutrend Container Corporation, Jacksonville, FL) la o ratd de
aproximativ 30 ml dieta pe tava cu 24 de godeuri (fiecare godeu umplut pe jumatate). Tavile
Nutrend cu godeuri mai mari au fost utilizate pentru testarea biologica cu insecte in stadiul
trei sau mai mare; acestea sunt de asemenea umplute aproximativ jumatate cu dieta
artificiald. Un control apa care nu contine material de testare a servit drept reper. Dupa cel
putin 30 min, pentru a permite dietei sa se raceasca si sa se stabileasca, au fost plasate
larve (French Ag Resources, Lamberton, MN) pe amestecul de dieta, o larva per godeu.
Godeurile au fost apoi acoperite cu foi de Mylar (ClearLam Packaging, IL) folosind un fier
provizoriu pentru montaj si in fiecare godeu au fost facute mai multe orificii mici pentru a
asigura schimbul de gaze. Larvele au fost mentinute la 25°C timp de 6 zile intr-o camera de
pastrare la 14:10 (lumina:intuneric). Mortalitatea si atrofierea au fost Tnregistrate dupa
aproximativ sase zile. Pentru testele biologice LCs, au fost executate un minimum de 3
reluari, fiecare cu 5-7 doze si aproximativ 24 insecte/doza. Rezultatele sunt aratate n
tabelul 2 (Teste biologice pentru larve de Agrotis ipsilon in stadiul intai si stadiul 3, cu
preparat din pudra liofilizata de Cry1F de MR872).
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Tabelul 2
Stadiu | Datede | LC,, | LCy, | LCq, | panta | insecte | insecte de | % mortalitate
test de test control controale
1 5 9 46 | 249 1,8 790 220 6
3 3 4 17 67 2,2 249 75 0

Exemplul 2. Eficienta momelii Cry1F impotriva larvelor de buha semanéturilor

Cry1F afosttestata pentru activitate impotriva larvelor de buha semanaturilor folosind
o formulare de momeald. Clonele MR872 au fost amestecate cu momeala comerciala
(SoilServ, Salinas, CA), iar amestecul rezultat a fost imprastiat pe suprafata solului cu
rasaduri de grau in ghivece (Stadiu de crestere Feekes 1,5) cu o rata de 50 Ib
momeala/acru. Au fost testate doua concentratii de Cry1F prin adaugarea de diferite cantitati
de toxina la momeala, producand rate echivalente cu 6,25 g si 12,5 g de Cry1F toxind/acru.
Plantele au fost apoi infestate cu larve in stadiul 3 sau 4 la o rata de aproximativ 1 insecta
per 5 plante si s-a masurat distrugerea plantelor dupa 24-48 ore. Scala distrugerilor se
intinde de la 0 pana la 4, cu 0 pentru plante taiate total la nivelul solului, iar 4 pentru nicio
distrugere vizibila. Controalele au inclus plante fara momeala adaugata ("fara momeala"),
cu momeala adaugata dar fara toxind ("momeala control") si plante fara momeala sau
insecte ("control"). Rezultatele sunt aratate in fig. 1 si 2.

Exemplul 3. Eficienta plantelor de floarea soarelui Cry1F transgenice impotriva
Agrotis ypsilon conform masurétorilor facute pentru cresterea si mortalitatea insectelor gi
distrugerea plantelor

Tratamentele plantelor:

- rasaduri de control in stadiul V2

- rasaduri B.t. in stadiul V2 (donori cu matrita fixa de gene); aceste plante au exprimat
o gena substantial ca cea aratata in SECV ID NR:3

Insecte: Agrotis ypsilon. Larve in stadiul doi (a treia generatie de laborator)

Test: rasaduri B.t.,, cinci repetari, cinci rasaduri per repetare, o larva per rasad.

Control: cinci repetari, cinci rasaduri per repetare, o larva per rasad.

Protocol:

- fiecare repetare a constat din cinci seminte care au fost plantate in tavi
dreptunghiulare transparente (15 cm x 25 cm) si acoperite pentru a permite recluziunea
larvelor de insecte.

- fiecare repetare a fost infestata cu cinci larve. Tavile au fost tinute intr-o camera la
25°C si 75% umiditate. Evaluarea s-a facut la 24, 48, 72 si 96 ore dupa infestare.

- Evaluare

1. Plante - clasificate ca nedistruse, distruse (tulpind muscata, cotiledoane sau
frunze) sau taiate sub cotiledoane. S-a facut de asemenea o clasificatie a fiecarei repetari:
de la 1 (plante nedistruse sau cu tulpini cu cateva muscaturi) pana la 9 (toate plantele taiate
si mai mult de 80% din tesut méancat).

2. Insecte - s-au numarat larvele moarte la 96 ore dupa infestare, iar larvele care au
supravietuit au fost cantarite.

3. Datele au fost analizate prin intermediul analizei probabilitatii tabelelor.

Rezultate: Sunt disponibile imagini care arata repetarea nr. 4 (48 si 96 ore dupa
infestare). Datele sunt raportate in tabelele urmatoare, care arata evaluarea repetarilor 24,
48, 72 si 96 ore dupa infestarea cu Agrotis ypsilon.
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Tabelul 3
24 ore dupa infestare
Rep. | Nr. plante nedistruse | Nr. plante distruse | Nr. plante taiate Clasificare
B.t. control B.t. control B.t. control | B.t. | control
1 2 2 2 0 1 3 1 5
2 3 3 0 1 2 1 3 4
3 3 2 2 0 0 3 2 5
4 3 1 0 2 0 2 2 3
5 4 2 0 2 1 1 2 3
Tabelul 4
48 ore dupad infestare
Rep. | Nr. plante nedistruse | Nr. plante distruse | Nr. plante taiate Clasificare
B.t. control B.t. control B.t. control | B.t. | control
1 2 1 1 1 2 3 3 7
2 2 0 1 2 2 3 3 7
3 1 1 1 0 3 4 3 7
4 2 1 0 0 3 4 4 7
5 2 1 1 1 2 3 3 7
Tabelul 5
72 ore dupad infestare
Rep. | Nr. plante nedistruse | Nr. plante distruse | Nr. plante taiate Clasificatie
B.t. control B.t. control B.t control | B.t. | control
1 2 0 1 0 3 5 3 9
2 0 3 0 2 5 4 9
3 1 0 1 0 3 5 5 9
4 1 0 0 0 4 5 6 9
5 2 0 0 0 5 5 5 9
Tabelul 6
96 ore dupa infestare
Rep. Nr. plante Nr. plante Nr. plante Clasificare Nr.
nedistruse distruse taiate larve
B.t. control B.t control B.t. | control | B.t | control | moar
. te
1 3 0 0 0 2 5 3 9 4
2 0 0 2 0 3 5 7 9 0
3 1 0 0 0 4 5 5 9 0
4 0 0 0 0 5 5 6 9 0
5 1 0 0 0 4 5 6 9 0
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Tabelul 7
Greutatea larvelor (mg) 96 ore dupa infestare*
Repetare Larve per repetare
1 2 3 4 5 medie
B.t 100 95 65 115 75 90
control 230 170 205 175 175 191
B.t 150 135 85 115 120 121
control 215 200 90 120 160 157
B.t 110 80 110 85 150 107
control 170 160 185 200 155 174
B.t. 120 65 95 60 45 77
control 120 190 210 255 110 177

* patru repetari, deoarece intr-o repetare larvele au murit

Concluzie: Rasadurile B.t. arata activitate impotriva Agrotis ypsilon la un nivel inalt
al infestarii (1 larva/rasad). Aceastad activitate este suficientd pentru a afecta negativ
cresterea omizilor astfel incat controlul este realizat.

Exemplul 4. Controlul ddunétorului buha semanaturilor (BCW) cu noi evenimente
Cry1F pentru porumb

Sumar. Capacitatea a zece evenimente Cry1F pentru porumb (care exprima
substantial polinucleotida din SECV ID NR:3) de a controla daunatorul buha semanaturilor
(Agrotis ipsilon (Hufnagel)) in conditii de camp a fost comparata cu doi hibrizi non-B.t.
(Control 1 si Control 2), un hibrid care exprima Cry1Ab si un hibrid care exprima proteina
Cry9C in scopuri comparative. Toate evenimentele Cry1F au asigurat o buna protectie
impotriva pierderilor in stand in comparatie cu hibrizii non-B.t.

Materiale si metode. Au fost plantate 25 de seminte pentru fiecare intrare, folosind
un plantator conic Almaco in ziua 1. Au fost plantate patru replicari - fiecare randomizata
separat. Randurile au fost in perechi, cu o alee neplantata intre fiecare pereche de randuri.
Fiecare parcela a fost inclusa intr-o bariera de otel galvanizat cu inaltimea de 8 inci, latimea
de 2,5 inci si lungimea de 6 inci. Barierele au fost presate in paméant pana la o adancime de
aproximativ 2 inci in Zilele 13 si 14. Marginile barierei au fost tratate cu vaselina rectificata
pentru a descuraja fuga larvelor. in interiorul barierelor au fost impréastiate paie de grau
pentru a asigura adapostul omizilor. La scurt timp dupa rasarire, plantele care contineau
Cry1F au fost testate cu benzi ELISA, iar standurile au fost rarite la 10 plante prin
indepartarea plantelor fard expresie sau a celor cu surplus de expresie. in trei dintre parcele,
standul final a fost de 8 sau 9 plante. Non-Cry1F au fost de asemenea rarite la 10 plante. In
spatele fiecarei plante a fost plasat un mic arac de plastic astfel incat sa fie evidenta
disparitia unei plante, daca acest lucru se intdmpla. In ziua 15, atunci cand plantele au atins
stadiul V1 sau V2 timpuriu, pe fiecare planta au fost plasate trei larve de buha semanaturilor
in stadiul trei. O a doua infestare cu 2 larve de buha semanaturilor in stadiul 4 per planta a
fost facuta in ziua 9.

Parcelele au fost examinate Tn fiecare zi din ziua 16 pana in ziua 26. O clasificare
suplimentara a fost facuta n ziua 29, iar clasificarea finala a fost facuta Tn ziua 34. Orice
planta care a fost distrusa a fost marcata cu un mic arac de plastic in fata ei, si s-a inregistrat
tipul distrugerii pe o foaie de date. La sfarsitul testului s-a efectuat numaratoarea finala a
standului.
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Rezultate. In acest test s-a realizat un nivel moderat de presiune a daunétorului buha
semanaturilor, avand ca rezultat o reducere a standului la cateva intrari non-B.t. Din motive
necunoscute, a existat o tendinta in acest test, ca buha semanaturilor sa usuce plantele in
loc sé le taie. Din acest motiv, datele despre plante distruse au fost de asemenea comparate.

Tabelul 8 arata tipul de planta si procentul de reducere a standului (%RS) si procentul
de plante distruse (%Dis). Reducerea standului inseamna ca planta a fost omorata. Plantele
distruse au avut deteriorari evidente in hranire, dar nu si-au pierdut varful vegetativ.

Tabelul 8
Tratament/eveniment Cry1F %RS %Dis.

Control 1 non-B.t. 47,5 60
Control 2 non-B.t. 32,5 45
Cry9C 7,5 20
Cry1Ab 15 43
308 2,5 5

188 0 5

218 7,5 15
386 7.5 15
538 2,5 18
778 2,5 15
366 3.1 11
663 5 18
058 2,8 9

227 0 5

Aceste rezultate sunt aratate grafic n fig. 3 si 4.

Desi nici o intrare nu a fost fara distrugeri, acest lucru nu este surprinzator deoarece
omizile trebuie sd manance plantele pentru a muri. Totusi, in sumar, au fost disponibile
fotografii care au aratat clar plantele Cry1F usor afectate fata de plantele control taiate
complet.

Exemplul 5. Introducerea genelor de toxine in plante

Un aspect al prezentei inventii este transformarea plantelor cu secventele de
polinucleotide ale prezentei inventii care codifica toxinele cu activitate insecticida. Plantele
transformate sunt rezistente la atacul ddunatorului vizat. Genele preferate pentru utilizarea
conform prezentei inventii sunt optimizate pentru folosirea in plante. Exemple de gene si
toxine cu activitate impotriva omizilor pentru folosirea conform prezentei inventii sunt aratate
in SECV ID NR: 1-8. Sunt preferate proteina si gena din SECV ID NR: 1 si 2.

Evident, este necesara o regiune promotor capabila sa exprime gena intr-o planta.
Astfel, pentru expresia in planta, ADN-ul prezentei inventii este sub controlul unei regiuni
promotor adecvata si lincata functional de aceasta. Tehnicile pentru obtinerea expresiei in
planta folosind asemenea constructii sunt cunoscute in domeniu.

Genele care codifica toxinele cu activitate pesticida, aga cum au fost dezvaluite aici,
pot fi inserate in celule de plante folosind o varietate de tehnici care sunt binecunoscute in
domeniu. De exemplu, un mare numar de vectori de donare care cuprind un sistem de replicare
in E. coli si un marker ce permite selectia celulelor transformate sunt disponibile pentru
prepararea si inserarea de gene straine n plante superioare. Vectorii cuprind, de exemplu,
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seriipBR322, pUC, serii M13mp, pACYC184 etc. In consecints, secventa care codifica toxina
B.t. poate fi inserata in vector la un situs de restrictie adecvat. Plasmidul care rezult3 este
folosit pentru transformarea in E. coli. Celulele de E. coli sunt cultivate intr-un mediu nutritiv
adecvat, apoi sunt recoltate si lizate. Plasmidul este recuperat. Analiza secventelor, analiza
restrictiei, electroforeza si alte metode biologice, de biochimie moleculara sunt in general
realizate ca metode de analiza. Dupa fiecare manipulare, secventa de ADN folosita poate
fi clivata si unita la secventa ADN urmatoare. Fiecare secventa de plasmid poate fi clonata
in acelagi plasmid sau in alte plasmide.

Depinzénd de metoda de inserare a genelor dorite in planta, pot fi necesare alte
secvente ADN. Daca de exemplu, se foloseste plasmidul Ti sau Ri pentru transformarea
celulei de planta, atunci trebuie ca cel putin marginea dreapta, dar adesea marginea dreapta
si stdnga a ADN-T a plasmidului Ti sau Ri trebuie sa fie unita ca regiunea de flancare a
genelor care se insereaza. Folosirea ADN-T pentru transformarea celulelor de plante a fost
cercetata intensiv si suficient descrisa in EP 120 516; Hoekema (1985): The Binary Plant
Vector System, Offset-durkkerij Kanters B.V. Alblasserdam, capitol 5; Fraley si col., Crit. Rev.
Plant Sci. 4:1-46 si An si col. (1985) EMBO J. 4:277-287.

Odata ce ADN-ul inserat a fost integrat in genom, acesta este relativ stabil acolo si
ca regula, nu mai iese afara. Acesta contine in mod normal un marker de selectie care
confera celulelor de plante transformate rezistenta la un biocid sau un antibiotic cum ar fi
kanamicina, G 418, bleomicina, higromicina sau cloramfenicol, inter alia. Markerul utilizat in
mod individual trebuie in consecinta sa permita mai degraba selectia celulelor transformate
decét a celulelor care nu contin ADN-ul inserat.

Sunt disponibile un numar mare de tehnici pentru inserarea de ADN intr-o celula
gazda vegetald. Aceste tehnici includ transformarea cu ADN-T folosind Agrobacterium
tumefaciens sau Agrobacterium rhizogenes ca agent de transformare, fuziune, injectie,
biolisticad (bombardament cu microparticule) sau electroporare cét si alte metode posibile.
Daca se foloseste Agrobacteria pentru transformare, ADN-ul de inserat trebuie clonat in
plasmide speciale, si anume fie intr-un vector intermediar, fie ntr-un vector binar. Vectorii
intermediari pot fi integrati in plasmidele Ti sau Ri prin recombinarea omoloaga ce contine
secventele care sunt omologe secventelor din ADN-T. Plasmidele Ti sau Ri cuprind de
asemenea regiunea vir necesara pentru transferul ADN-T. Vectorii intermediari nu se pot
replica ei ingigi in Agrobacteria. Vectorul intermediar poate fi transferat in Agrobacterium
tumefaciens prin intermediul unui plasmid helper (conjugare). Vectorii binari se pot replica
ei ngigi atatin E. coli cat i in Agrobacteria. Acestia cuprind o gena marker de selectie si un
linker sau poli-linker care este incadrat de regiunile de margine ADN-T stanga si dreapta.
Acestia pot fi transformati direct in Agrobacteria (Holsters si al. [1978] Mol. Gen. Genet
163:181-187). Agrobacterium folosite ca celula gazda trebuie sa cuprinda un plasmid care
poarta o regiune vir. Regiunea vir este necesara pentru transferul ADN-T in celula de planta.
Poate fi continut ADN-T suplimentar. Bacteria transformatéd astfel este folositd pentru
transformarea celulelor de planta. Plantele explantate pot fi cultivate in mod avantajos cu
Agrobacterium tumefaciens sau Agrobacterium rhizogenes pentru transferul ADN in celula
plantei. Plante intregi pot fi apoi regenerate din materialul vegetal infectat, (de exemplu,
bucéti de frunza, segmente de tulpinad, radacini, dar de asemenea protoplasti sau celule
cultivate in suspensie) intr-un mediu adecvat, care poate contine antibiotice sau biocide
pentru selectie. Plantele obtinute astfel pot fi testate pentru prezenta ADN-ului inserat. Nu
sunt conditii speciale pentru plasmide Tn cazul injectarii si electroporarii. Este posibil sa se
foloseasca plasmide obignuite cum ar fi, de exemplu, derivati pUC.
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Celulele transformate cresc in interiorul plantei in modul obignuit. Acestea pot forma
celule germinative si transmit trasatura(ile) plantelor urmasi. Asemenea plante pot fi crescute
Tn modul normal si incrucisate cu plante care au aceiasi factori ereditari transformati sau alti
factori ereditari. Indivizii hibrizi rezultati au proprietatile fenotipice corespunzatoare.

Revendicari

1. Metoda de combatere a daunatorilor in stadiul de omizi, caracterizata prin aceea
ca, cuprinde aducerea in contact a ddunatorului mentionat cu o toxina Cry1F.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca toxina mentionata
este o toxina Cry1Fa.

3. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca toxina mentionata
este o toxina trunchiata.

4. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca toxina mentionata
este Intr-o celula de planta care a produs toxina mentionata si in care daunatorul mentionat
vine Tn contact cu toxina mentionata prin ingerarea celulei de planta mentionata.

5. Metoda conform revendicérii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este din genul Agrotis.

6. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Agrotis ipsilon.

7. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Agrotis malefida.

8. Metoda conform revendicérii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este din genul Porosagrotis.

9. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Porosagrotis gypaetiana.

10. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este din genul Xylomyges.

11. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Xylomyges curialis.

12. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este din Tribe Agrotini.

13. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este din genul Feltia.

14. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Feltia jaculifera.

15. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este din genul Euxoa.

16. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Euxoa messoria.

17. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Euxoa scandens.

18. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Euxoa auxiliaris.

19. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Euxoa detersa.

20. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Euxoa tessellata.
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21. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunéatorul in stadiul
de omida mentionat este un Euxoa ochrogaster.

22. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este din genul Peridroma.

23. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca daunatorul in stadiul
de omida mentionat este un Peridroma saucia.

24. Metoda conform revendicarii 4, caracterizata prin aceea ca planta mentionata
este o planta de porumb.

25. Metoda conform revendicarii 4, caracterizata prin aceea ca planta mentionata
este o planta de floarea soarelui.

26. Metoda conform revendicarii 4, caracterizata prin aceea ca planta mentionata
este o planta de soia.

27. Metoda conform revendicarii 4, caracterizata prin aceea ca planta mentionata
este o planta de rapita de toamna.

28. Metoda conform revendicérii 4, caracterizata prin aceea ca planta mentionata
este o planta de bumbac.

29. Metoda conform revendicarii 4, caracterizata prin aceea ca etapa de contactare
este precedata de etapa de plantare a semintei unei plante care cuprinde o polinucleotida
ce codifica toxina mentionata.
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LISTA DE SECVENTE

<1105 Mycogen Corporation

<1205 Metode pentrzu controlul diunitorilor omisi

<130> MA-73 i.JlCl

<140
<1l41>

<1l€0> €

<170> Parentin Ver. 2.0

«2108> 1
«211> 3444
«212> ArWS

«213> Becventd artificiald

<220>

<223> Gend de toxina B.t. sintaticd

«400> 1

acggagaaca
gagattctca
acacgektec
crcateegog
ttgattgaac
srageagacs
aargeecaac
acageeatca
caagotgera
ggactogaca
tacacgaaac
acccgecaat
atagtrgete
ctracaxggy
ceceaarggee
2acterLtge
goagctocac
cceagggacy
gaccetgeon
gtggeectee
gactc EC :ag
cacgtgerga
cggagageas
ccagagagaa
qgtogtiagag
ticgcgtaca
cgetatgeen
getggtecagt
tacgccacta

acacacagaa
acgaagagag
tguegtatga
getieatgac
aaaggattyga
gctacgagac
cgagagiaga
aAcaacctasc
acotgeacss
zagetacege
attgceregga
gggccaggee
tostecegaa
agateltacac
tcaacaggge
Itgegaccge
goazcacgge
ccatctggac
tegreogagy
aacasactqy
atgagatace
atcatgttac
saatgttete
tcactcagat
SICCIIFGLL
coattgtcaa
ctactaccaa
tCaacaagac
Lcaacacoge

toagegegee
gtegackgge
gottgeteca
tcecatetgat
gaccEtggaa
cracattgaa
Tgrgcegtaka
coosaccage
gteactactyg
caacaatcac
taccetacaat
caatcagtte
ctacgatgee
cagticagte
tgagetrgga
agagactgtc
Tggcaatogt
Tgeagatgaa
aggottigge
Cacgaateac
agsctcaagac
ctetgegege
tLggacgcac
tecctrggkg
Cacyggagga
catcaatggg
tetaagaate
aatqggatace
gteeacaortt

ceegrcaact
agactgcogt
gtgtagaay
tggagcctet
aggaategyy
gcactaagag
¢gertItgeta
ttegagatee
egcgacgctg
tacaacagace
cagggatcyg
Aggagagacc
cgtacetate
attgaagact
gtcagaccac
dgaccccaaa
accaaceese
gactccacgte
aatgctcact
adscgoacat
aacageggeyg
tggccaggty
cgtagcgata
aaggcacaca
gacattctte
caactteece
tacgttacgy
ggtgatceeac
ceaatgages

23

gectcaacaa
cagacatcTo
tgegtetgg
ttetcecoca
cesBeaACCaC
agtgggaagc
ACACRGATGA
Qicttctcte
cgtogeeegg
ccateaares
agaacctgag
tacacttac
cqattcaaag
atecageite
cccagsecat
ctgtgtgggy
ctagttacqqg
cteirtatey
atgtacecyy
ccaggaacte
cacottggaa
agatetoang

tcctgaagta
CeLgLCeCCLt
ccucttegac
gaccgascag
ceLEogtgye
caacacraad
rgeLntgate
goLetatyget
geaaggeegg
gattcatcega
aggtactaac
tgcgttagac
gtcatcccaa
tgegaacata
ggacttcacyg

3ggACECETaA
ggtetteaat

gagctLgtca
sSttagggga
cgggaccatt
tgackactee
tecegaceea

cactteageo
gacgcactag
asaaggtatcg
ttgcaggtga
ttacattcca
agagcagtee

ttgat
aggaactaca
Cggaggacca
tgccaggata
acggatoettt
acceeeeece
cacagtaggt

60
120
180
240
300
36¢C
420
480
540
600
660
720
780
849
209
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
l440
1500
1560
1620
1680
1740
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13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

gctgataccee
actgecacae
ttcacttegt
gtttccaace
tecgagaagy
aacttiegcg
attcaaggag
gagtgetate
agataccagt
tacaacgcea
gcoccaagete
gttggesgta
cpagatoacc
gaageecrcyg
gaatgggaaa
aactetcage
AaacgegLtc
aatgetgeta
gclaggaatg
gggecaqgrag
gadagcagaag
accgcgtaca
accgacgage
acttgeaatg
cqgaggatacg
catgaggaga
tatggggact
gaaaccgaca
gregagttac

<21f> 2
<211> 1148
<312> PRT

teagrtcags
Ecgaggcaga
ccaateagat
trgttgagty
tcaaacatge
ggatcaacag
gtgatpaegt
caacagacct
tgagaggtta
aacatgagac
ccatayggeaa
ccgacctgan
atgccagget
ctagagrgaa
caaacattgt
atgataggcer
atagcattey
tctttgaaga
Ccatcaagaa
actgtagaaga
tttcacaaga
aageaggata
tgaagtceag
actacactge
atggagecta
aggcttacac
acacaccegek
aggettggat
ttcegatgga
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caacgaigtg tacatrgaca ggtttgagtt gattccagtt

gtotgacttyg
tgggctcaag
cetetctgat
taagegacte
geaactagat
gttesaggag
gtaccagaag
categaggac
agtcaargeg
gtgegceccat
cgasgacetc
aggcaaccetg
gagggetgey
gcacaaagaa
craagecgat
ggaagectae
gtragaagqg
tggtgactic
acagaacaat
agttcgtgte
cggagaaggt
caactgcegec
gagtcaagag
tgagagcaac
cgatggacgt
accagooggc
tgagattgga
ggaa

<213> Ssovent’ artificialid

<220>

galdagagcac
acagatgtga
gagrreegtt
agtgatgage
cgtggatgya
aactatgtta
atagatgaat
agrcaagace
cctgggacygg
cacrcacace
9g9tgtategyg
gagettctag
aagaagtgya
gccaaagaaa
accaacatag
cttccTgaac
cgeatcttca
aacaacggee
cacegetatg
tgttcctggte
tgegtcacea
gaggaggaag
gagtacgagg
tettetatac
agggacaacc
tacgtcacca
gaaacggaaqg

agaaggegac
ctgactatca
tggatgagaa
ggaaccetgee
ggggsagtac

cgctetogyy
cgaaacrecaa

ctgagatceta
gktcactety
acteetecte
tgatctocaa

aagagaaacc

‘gggacasgay

gegetgacge
ctacgattca
ttagcgrgat
ctgeattete
Zacccogecg
cectgttge
gtggctacac
tacacgagat
sctacccaaa
gtacttacac
ccgctgacta
ctigocgaatc
aagagttaga
gaacacecat

€223> Toxinz codificati de gena B.t. sinteticd

<400> 2

Mee Giu Asn Asn Ila

3

Agn ?Pro Clu val Glu

Pro Leu Asp Ile Ser
33

Val Pro Gly val Gly

50

3

20

Gln

Tla

Leu

val

40

59

10

15

gaatgeterg
catcgatege
gaaggagtig
tcaagacceee
ggacatcace
tacctttgat
agcetracaca
ceteatcags
gecacttca
ggacatagac
gatcaagace
actigttggs
agagaagttyg
teeghttgtg
tgoctgcagac
tecgggrgee
ctegtatgat
gaatgtgaaa
tectgagrgg
tcttcogegtt
tgagaacaac
caacacegta
ttoceogeaat
cgcateagee
taacagagyc
gtacctreca
cgttgatage

Asnt Gla Cyx Val Bro Tyx Asn Cys Leu Asn

18

Leu Asn Clu Clu Arg Sex Thr Gly Arg Leu

30

45

60

Ser Leu Thr Arg Phe Leu Leu Ser Qlu Phe

Ala Phe Gly Leu Phe Asp Leu Ile Trp Gly

Fhe lle Tar pro Ser Asp Trp Ser Leu ¥he Lesu Lau Gln Ile Glu Gin
70

75

24

80

1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2200
2340
2400
2460
2520
1580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
120
3180
3240
3300
3350
420
J43e



Axg
Asn
148

Gla

Gly

Ala
225
Ile

Thr

Phe
Val
305

val

Gly

Ile

"Ley

Glu

Ile

13¢

fhe

ala

Gln

Leu

Asn

21

Yal

Ser

Ser

Gly

290

Thr

Ser

val

Pro

Clu

Trp
11s

Ala
Giy
Ile
395
Gln
Phe
Ala
Sex
Pro
275

val

Ala

Phe

Phe
a55

Gln

Gly
100

Glu

Leu
Aan
Trp
190
Asn
Gly
Asn
Leun
Gla
260
Yal

Arg

Glu

Asn
3490

Tyr

RO 122431 B1

Arg Ile
es

Leu Ala

Ala Asn

Ala Asn

Thr Ser
150

Leu His

165

Gly Leu

Leu Ile

Leu Glu

Gin Phe

230

Phe Pro

Leu Thr

Ser Ala

Pro ?ro

Thr val

310

Asn Thr
325

Pro Gly

Arg Thr

Glu

Asp

Pro

Thi

135

Phe

Asp

His

Asn

215

Asn

Arg

Asn

His

295

Arg

Ala

Gly

Leu

Thr

Ser

asn
120

ASp

Glu

Sexr

Ile

200

Leu

Axg

TYY

Glu

Ile

280

Ser

Cly

Ala

Ser
384

Leu

105

Asn

Asp

Ile

Leu

Ala

188

TYY

Arg

Asp

Ile

26s8

Pro

Met

Glin

Asn

Ile

345

Asp

25

Gla

90

Glu

Ala

Ala

Pra

170

Thr

Thr &

Gly

Leaeu

val

250

Tyr

Asn

asp

Thr

Arg

330

Trp

Pro

Arg

Ile

Gln

Leu

Leu

155

Arg

Val

Thr
213

Arg

Thr &

Qly

Phe

Val

315

Ile

lle

val

Asn

Leu
Ile
140
Leu
Asp
Asn
His
Asn
220

Leu

Thr

fhe

Met

300

TR

Asn

Ala

phe

Arg Rla
Ile Glu
110

Arg Glu
125

TThr Ala
Ser Val
Ala val
Asan His

190

Cys Leu
208
Thr Axg
Thr val
Tyr Pro
Sar Val
270
Asn Arg
Asn Ser
Sly Giy
Phe Pxo
Asp Glu

350

val Arg
3185

Ile
95

Ala

Asp

[la

Tyr

Ser

178

Tyr

Asp

Gln

Leu

Ile

255

Ile

Ala

Leu

His

ser

iis

Agp

Gly

Thr

teu

val

Asn

val

160

Phe

Asn

Thx

Tep

Asp

240

Gln

Glu

Qlu

Phe

Leu
a20

TYr

Pro

Gly
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Fhe Gly

Gln

asas

aAsp

Asn

Gly

Arg
Asn
545
™yr

Fhe

Asp

370

Thr
Ser
Asp
Glu
His
450
Gla
Val
Gly
Gla
Ile
53¢
uys

Ala

hr

Lau
&10

Gln

Ser

Aan Pro His

Gly Thr Asn

Leu

Ile
4135

Arg

ile

Arg

Gly

Arg

515

Thr

Thr

val

phe

5958

Glu

Ile

Asn

Asp
Ser
420
Ber
Sex
Pro
Gly
bro
500
TYyCT
val
Met
1le
Gly

580

Glu

Gly

Leu

Glu

445

His

Gly

Ala

Leu

Pro

485

Phe

aArg

Thz

Asp

Asn

565

Ala

Leu

Ala

Leu

Val
645
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Tyx Val

His
3990
Ila

val

Sex

val
470
aGly
Ala

Ala

Val

Asp

Ile

3ln

Lys

630

Glu

373

Leu Gly Leu Arg Gly

Thr Avg Thr

Pro

Asp
Pro
435
Lys
Bhe
Tyr
Axg
Ala
S35
Gly
ala
Thy
Pro
Lys
615

Thr

Cys

Pro

ASD

Ser

440

Thr

Ala

Thr

Thr

Ile

520

Gly

aAsp

Phe

Phe

val

600

Ala

Asp

Leuw

Gln

His
425

Trp
Agn
His
3ly
Ile
SGS
Arg
Glu
pro
Thr
ser
585
Thr
Val

val

Ser

26

Phe Arg
195

Rsp Asn
410

Val Thr
Arg Ala
Thxr Ile
Thr Lau

475

Gly Asp
49Q

Val Asn
TYr Ala
Arg Ile
Leu Thr
Phe Pro
570

Ser Gly
Aia Thr
Asn Ala
Thr Asp

635

Asp Glu

380

Asn

Sar

Phe

Pro

Asp

460

Gln

Ile

Ile

ser

Phe

240

MatC

Asn

Leu

Leu
620

Tyr

Phe

Yal

Ser

Gly

val

Met

145

gro

sax

Leu

Asn

Thr

528

Ala

Gln

Seyr

GLu

GLu

605

Bhe

His

Cys

Ala
Gly
aAla
Arg
43¢0
Phe

Glu

Gly

cly
510
The
Gly
Ser
Sln
val
£90
Ala
Thr

Ile

Leu

Phe

Thr

bro
41$

Trp

Ser

Thr

Arg

495

Gla

Asn

Gin

Phe

Ser
878

TYyr

Glu

Ser

Asp

Asp
E355

Gin

Ile
400

Trp

PO

Trp

Ile

Thx

480

Leu

Leu

Say
560
Ser
Ile

Ser

Ser

Arg
540

Glu



Lys=s

Glu

Asp
705
Glu

Lys

Ile

78S

val

Lys

Lau

Ala

Asn

863

Asn

Hig

Gla

Glu

Lys

Azrg

Asp

690

Asp

Cys

Ala

Leu

Val

770

Gly

Gly

Ile.

Giu

Glu

850

Ile

Serx

Ala

Leu

GLy
930

Slu

Asn

6875

Arg

val

TY:

Tyr

Glu

795

Pro

Lys

cys

Glu

83§

Lys

Val

Gln

Ala

Ser
318

Arg

664

Leu
(ly
Phe
Pro
Thr
740
Ile
Gly
Cys
Thx
Thr
820
Lys

Lys

Tyxr

Asp
300

val

Ile
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Ser Glu Lys

Trp

Lys

Thr

725

Arg

Tyx

Thx

Ala

Asp

305

Gln

?rc

Trp

Lys

AsSp

885

Lys

Ile

Phe

Gln

Arg

Glu
71.0

Leu

Gly

Yis

790

Leu

Asp

Leu

Arg

Qlu

370

Arg

Arg

Pro

Asp

Gly

695

Aan

ieu

Gla

Ile

Ser

718

Hia

Asn

Gly

Val

Asp

ass

Ala

Leu

val

Gly

Thr Ala

335

Val

Pro

680

Ser

Tyr

Tyr

Leu

Arg

160

Leu 1

Ser

Glu

His

Gly

£49

Lys

Cln

val
520

Ehe

Lys

(131

Asn

Thr

Val

Gln

HAig

Asp

Ala

825

Glu

Clu

Ala

Ser

905

Asn

Ser

27

His ala

Phe Arg
Asp Ile
Thr Leu

715

Lys Ile
730

Gly Tyr

Asn Ala
Pro Leu

His Phe
795

Leu Gly
910

Arg Leu
Ala Leu
Glu Lys
Sexr Val

875

Asp Thr
8s¢0
TIle Arg

Ala ala

Leu Tyr

Lys

Gly

Thr
1080

Lau

Asp

Ile

Lys

Sex

780

ser

val

Gly

Ala

Leu

880

ABP

Asn

Glu

Ile

Asp
940

Arg
Ile
€8s

1le

Gly

Glu

Glu

His

768

Ala

Lau

Txp

asn

Arg

1 3

Glu

Alsa

Ile

Ala

Phe

225

Ala

Lei
€70

Asn

Gln

Ser

Asp

150

Qlu

Bro

Asp

val

Leu

330

val

Trp

Leuw

Ala

910

Clu

Arg

Ser

Acg

Gly

Phe

Lys

735

Ser

Thr

Ser

1le

Ile

815

Glu

2he
Met
895
Leu

Glu

Asn

Asp

Gln

Gly

Asp

720

Leu

Gin

Val

Pro

Asp

8oa

Phe

Phe

Arg

Thy

Val

sao

Ile

Pro

Leu

val
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11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

T

RO 122431 B1

Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Rsn Gly Leu Ser Cys ‘frp Asn Val Lys

945

Gly Kis Val
val Bra Glu

Gly arg Oly

9540

965

L L] 1000

Glu Gly Cys

ic10

Lys Phe Sex

1025

Thr Cys Asn

1015

1030

1035

955

870

1005

1020

1035

1950

95%0

980

Asp val Glu Glu Gln Asn Asn His Arg Ser Val Leu Val

978

Trp Glu Ala Glu Val Ser Gln Glu Val Arg Val Cys Pro
9280 28s
Tyr Ile Leu Arg Val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly Tyr Gly

Val Thr Ile His Glu Ile Glu Asn Asn Thr Asp Glu Leu

Asn Cys Val Giw Glu Glu val Tyr Pro Asn Asn Thr Val

1040

Agp Tyx Thr Aka Thr Gln Glu Glu Tyr Glu Gly Thr Tyx

1055

Thr Sexr Axrg Asn Arg Gly Tyr asp Gly Ala Tyr dlu Jex Asn Ser Jer

1060 L0265

167¢

Val Pro Ala Asp Tyr Ala Ser Ala Tyr Glu Glu Lys Ala Tyr Thy Asp
1078 1080

1085

Gly Axg Arg Asp Asn Pro Cys Glu Ser Asn Arg Gly Tyr Gly Asp Tyr

1090

1095

1200

Thr Pro Leu Pro Ala Glvy Tyr Val Thr Lys Glu Leu Glu Tyr Phe Pro

1105

1110

1135

112q

Glu Thr Asp Lys Ual Terp Ile Glu Ile Giy Glu Thr Clu Gly Thr Phe

i1z

1120

Ile Val asp Ser val Gliu Leu Leu Leu Met Glu Glu
1120 1145

«<210> 3
«211> 1015
<2125 ADN

<213> Secventi arxtificiali

«220>

«223> Gend de toxini B.t. zintaetiek

<300>» 3

atggagaaca
gagatictca
acacgtetec
cecateragg
ttgattgaac
ttagcagaca

acatacagaa Lcagtgegte
ZCgaagagag gtegacrgge
tgttgtetga gttrgtteca
gettocatcae tecatctgat
aaaggattga gaccttggaa
gctatgagat ctacattgaa

cectacaact goctcaacaa
agattgeogt tagacatcte
ggtgtgggag ttgegrigg
tggagecctet tectteteca
aggaatcyggg ccatcactac
gcactaagag agtgggaage

28

31138

tcetgaagta 60

cctgtcoctt 120
cercectegac 180
gattgaacag 240
ccticgtgyc 300
caatcckaac 3150



aatgcccaac
acagecateca
caagctgcta
ggactqgaca
tacacgaaac
actgogecaac
atagttgote
cttacaagayg
cecaatggee
aactetbigt
gttagctcac
ccegygggey
gatcetgtet
gqtggectte
gactctctag
catgtgcrga
tggagagceac
ccagagagaa
gttgtaagag
ttogoegtaca
<gccatgeet
gotgytcagt
tacgccacta
gctgataceer
actgecacace

<210> &
<211> 60%
<212% PRT

tgagagasga
acaactteac
acctgcactt
tagetactgt
attgttcgga
gggccaggte
tctttecgaa
agatctacac
cecaacaggge
tegbgactge
gcaacacggc
ccatctggat
tegtcegagg
aacaaactgg
atgagatace
acecatgttac
caarvgttetc
Tcacecagat
ggecdgagtt
ccattgtcaa
ctactaccaa
teancaagac
tcaacaccege
tcagttcags
regag

RO 122431 B1

tgtgegtata
ccttaccage
gtcactacty
caacasteac
tacctacaat
caatQagtee
ctacgatgtt
cagttoagrc
tgagtotgga
agagactgtt
tggcaatogt
tgcagatgaa
aggctttage
cacgaatcac
acetcaagas
cettgegege
ttggacgeat
tcecttygtg
cacgggagga
catcaatygg
tctaagaate
aatggacacc
gttcacettt
caicgaageg

«213> Secventd artificiali

«220>

cgettigeta
ttegagatec
cgcgacgety
tacaacagec
cagggategy
aggagagaca
¢gcacceeate
attgaagact
gtoagacoac
agatcoccans
atcaactere
gatcoacgte
aatcctcact
accCgcacat
aacageggeg
tggccaggty
cgtagcgeta
anggcacacsa
gacattette
caxnctrccce
tacgttacgyg
ggtgatccac
ccaatgages
tacatigaca

acacagatga
ctettctetr
tgtegttgg
tcatcaatet
agaacctgag
ttacacttac
cgattcaasc
ctceagttte
cocacceeae
ctgtgtygeg
ctagttacgg
ctttetatoy
atgtactegg
ccaggacte
caceteygaa
agacctcagg
Locccacasa
Cacteeagee
gacgcactag
aaaggtatcg
ctgeaggtga
tacattcca
agageageet
ggertgagte

<223> Toxina codificati de gena B.t. sinteticd

<400> 4

Met Glu asn Asn Ile

L

Asn Pro Glu Val

Pro Leu asp Ile Ser Leu Ser Leu Thr Arg
3s

Val Pro Gly val

50

2he Ile Thr Pro Sey

$S

Leu Ile Glu Gln

Thr Leu Arg Gly

Alu
20

Gln Asn Gln

Gly VYal Ala

asp Tryp

Ile Leu Asn

40

55

Ser

70

Arg
85

Leu
1040

Ala Asp

Ser

Cys Val

phe Gly

Pro
10

Glu Glu Arg
25

Phe

Leu Phe

Leu Phe Leu

75

Ils Glu Thr Leu Glu Axg

90

TYY Glu Ile

105

29

Tyr Asn Cys

tgettegace
ggteratget
goaaggttqg
gatrccatega
aggractaac
tgtgttagace
gtgatcocaa
tgcgaacata
ggacttcacg
aggacactta
ggtcticaat
gaccttgtca
tcttagggga
cgggaccatt
cgactactce
TEecgactaa
caccactgat
aggaactacs
tggaggacca
tgccaggata
acggatctrt
atctttaetee
cacagtaggt
gattccagtt

Lex Asd
15

Ser Thr Gly Arg Leu
30

Leu Leu Ser Glu Phe

45

Asp Leu Ile Trp Gly

60

Leu Gln [le Glu Gln

Asn Arg Ala

Tyr

Lle Glu

a0

Ele Thr
95

Ala Leu

110

420
480
540
600
8§60
720
790
8490
290
960
1a20
1900
1140
120¢
1260
1320
1390
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1818
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11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

Arg Glu Trp Glu

Axg
Asu
145
Gln
Gly
Arg
TYE

Aia
225

Zhe
Yval
305

val

Gly

Phe

Gln
38s

‘Ile
130

Phe

Ala

118

Arg Phe

The

Ala

Leu

hsn

Gla Gly Trp

Leu
Asn
214

Arg

Val

Ser

Gly

290

Thx

Sez

Val

Pro

Gly

370

Thre

Ile

19§

Gln

Phe

Ala

Ser

Pro

275

Val

Ala

Ser

Phe

Phe

355

Asn

Gly

180

Asn

Gly

Asn

Leu

@ln

260

val

Arg

Qlu

Arg

Asn

240

Tyr

Pro

Thr

Ala

Ala

Thr

Leu

1€5

Gly

Leu

Leu

Gin

ehe

245

Leu

Asn
325

aro

dis

Asn

RO 122431 B1

Asn Pro Asn

Asn

Ser

150

Hig

Leu

Ile

Glu

Phe

230

Pro

Thr

Aala

Pro

Val

310

Thy

Gly

Thr

His
390

Thrx

13S8

Phe

Leu

Asp

His

Asn

2158

Asn

Arg

Asn

His

289

Arg

Ala

Gly

Lau

Val

373

Thr

129

Asp

Slu

Ser

Ile

204

Leu

Glu
Ile
28¢

Leu

Gly

Ala

Ser

360

Lau

Aan

Asp

Ile

Lew

Ala

185

Tyr

Asp

Asp

ile

265

Pro

Met

Gln

Aan

ile

343

Asp

Gly

g Thr

30

o S AR S s

Ala Gla Leu

Ala

Pro

Leu

170

Thr

Thr

Gly

Leu

val

250

YT

Asn

A®p

Thr

Axg

330

Tep

4 <=1

Leu

Phe

Ley

Leu

188

arg

val

Lys

Thr

Thr

238

Arg

Thr

3ly

fhe

Val

315

Ile

Ile

Val

Arg

Arg
395

Ile

140

Leu

Asp

Asn

His

Asn

210

Leu

Thr

Ser

Phe

Mct

300

Trp

Asn

Ala

Phe

Gly

380

Asn

Arg Glu

128

Thr

Ser

Ala

AsSn

Crs

208

Thx

Thr

Tyr

Ser

Asn

285

Asn

Gly

She

AEp

val

365

val

Ser

Ala

Val

val

His

180

Leu

aArg

Val

pro

val

270

ATg

Ser

Gly

Bro

Glu

aso

Arg

Ala

Gly

Asp

Ile

Ser
178

Tyr

Asp

Gin

Ley

Ile

255

1le

Ala

Leu

Hia

Ser

339

Asp

Gly

Phe

Thr

val

Agn

YVal
Ls0

Phe

Thr

Trp

ASD

240

Gln

Glu

Gla

Phe

Leu

329

Tyr

?ro

Gly

Gln

Ila
490



Asp Ser Leu Asp

Asn Asp Tyr Ser His

Gly Glu

Ile

RO 122431 B1

Glu
405

420

Sexr Gly

43S

Thr His Arg

450

Thyr Gla Ile

465

val Val arg Gly

Ser Gly Gly fro

Pro Gln Arg Tyr Ary
S15

Arg
830

Asn
545

Lys

Tyt ala Thr

Phe

A3p Arg Pae
535

<210 5
«X]ll> 3522
<212> ADNW

Ile Tyr Val

Thr Met

Thr val

Sar Ala

Pro Leu

ILle Pro

Val

Ser

Pro Gln Asp Asn

410

Leu Asn His Val Thr

425

440

485

Val Lys Ala His

170

Pro
485

Phe
5Q¢

Thx

Azp

Ala

Val

Ala Tyr Thr [le

Asp Ser Trp Arg Ala

Thr Pro Thr Asn Thr Iie

Thr Leu
415

Gly Phe Thr Gly Gly Asp

490

val asn

505

Ary
520

‘Ala
535

350

Ile aAsn

565

Gly Ala
580

Glu Leu

Thr

aAsp

Ile

aAla

Ile Arg Tyr

Gly Glu Arg

Phe Thr

7he Ser

Ala

Il=

Thr Gly Asp Pro Leu Thr

555

Phe
550

Ser Gly

585

600

<21i> Baeillua thuringiensis

400> S

atggagaata
gaaakattaa
acacgrtice
ttaatatggy
ttgattgagce
ttagcagata
aatgcacaat
acagcaataa

caagcggega

atattcaaaa
atgaagaaag
ctttgagtga
gtCctataac
aaagaataga
gctatgaaat
taagggaaga
ataatrttac
acctacattt

tcaatgcgta
aagtactggce
attigtocea
ccrhtctgat
aacatktggaa
cratattgaa
tgtgegtate
actracaagt
atcactacta

Pro Val Thr Ala Thr

ccttacaact
agattaccgt
ggtgtgggag
tggagcttat
aggadccggyg
gcactaagag
cgatttgeta
tergaaatece

agagacgetg

31

Ser Gly Ala

Phe Val Arg

430

Met
445

Pro Phea

Asp Pro Glu

450

Gln Sexr Gly

Ile Leu Arg

Ile Asn Gly

51C

Sexr Thr Thr
828

Phe
530

Ala Gly

Phe Gln Ser

Met Ser Glo

vail
594

Asn Glu

Leu 4Glu
405

gcctaaataa
tagatatatc
ttgegtitgyg
ttotitiaca
<aaccactac
agrgggaagce
atacagacga
ctctkttate
tatcegtttgg

Pro
415

Trp

Pro

Sar Trp

Arg Ile

Thr
480

Thr

Arg Thx

4955

Gln Leu

Asn Leu

Gln Phe

Phe 3Ser

5680

Seb Sex

575

Tyr L1

it

tcctgaagta
cttatcgeet
attatctgat
gattgaacaa
attacgagyg
aaactcgtaac
cgcttraaca
ggtctatgtt

geagggttag

G0

120
180
240
300
360
420
480
540

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

ggactgaata
tatacgaaac
actcgacaat
acegttgete
ttaacaagsg
cceaacqgoee
aattcttegt
gttagttecac
cetagtggeg
gatcetgtit
gtagcactte
gatsctctag
¢catgtactaa
tgaagagete
ccggagagda
grtgtaagag
Lcegoettata
cgeratgect
gcoggucaac
tacgcaacta
gétgatacee
accgeaacac
ttcacttcta
gratecaatt
tccgagaaag
aacttcaaay
atcraaagay
gagtgeraee
cgrtaczaat

Tataacgcaa
gt=saaagtc
aatsstgacce
LtoTtecckgy
agcatzcaaga

gagaaaccat

gataaacgty
gtagatgcot
acgatteaty
tetgtgatte
geatzctzen
tcatgctgyga
ceogtegree

ggctacacce

catgagatLocy

tatccaaaca
gegtacactec

getgattatg

tgtgaatctra

gaatragage

acactcarcyg

<21Q> &6
211> 1174
<212 PRT

tagctactgt
attgttegga
dggcaagatc
tttttcegaa
aaatttazac
ttaataggge
ttgtaactge
gaaatacgge
ccatttggat
tegteecgagg
aacaaactgg
atgaaatscc
atcatgttac
caatgcrtte
ttactcaaat
ggeccegggtt
ctattgttaa
ctactacaaa
tLaacaaaac
ttaatacagc
ttagrtcagy
ttgaageaga
taaaccaaat
tagtggattg
tcaaacatge
gcatcaatag
gagatgacgt
caacgtattt
taagagggta
aacacgaaac
caatcagaaa
tagattgtic
acagzgatge
ttaagacgca
tagtecggga
aaaaaccgga
catctgtaaa
cagcagataa
cgggtgtaaa
catatgatge
acqgtgaaagg
cggaatgaga
coogegreac
agaacaatac
acacggtaac
ccogtaataeg
cgteagteta
acagaggata
acttocccaga
tggacagegt

RO 122431 B1

taataaccat
cacacacaat
caatcagttr
ctacgatgte
aagttcagta
ggaatttgga
agagactgte
tggtaaccgt
tgeagatgag
aggatttggg
tacgaaccac
acctcaggat
atttgtacga
ttggacgeac
aceartggta
tacgggagga
tataaatggg
fctaagaatt
aacggatace
ttttacatic
daatgaagtt
atatgattea
agggataaaa
tttatcagat
gaagcgactc
gcaactagac
attcasagaa
actatcaaaaa
tatcgaggat
agraaatgryg
gtgtggagaa
cigcagagac
tggatgtaca
agatggerat
agcactaget
attggaaaca
cLctiaatat
acgtgttcat
tgtagacatt
gagaaatgte
gratgtagat
agcagaagtg
agegeacaag
agacgaactg
gtgraatgat
tggakargac
tgaagaaaaa
tggggatkac
aaccgataag
ggaatcactc

<213> Bacillus cthuringlensis

tataatagat
caaggattag
aggagagats
agaacatate
attgaggact
getagacege
agaagtcaaa
ataaattres
gatecaegee
aatceccac:
acccgaacat
aatagrggyg
rtggccaggeg
cgtagtgcaa
Aaagcacata
gatattcte
caattacces
tacgcaacgq
ggtgacccat
cczatgagcee
tatatagaca
gaaagagcac
acagatgtyga
gaactttuigts
agtgatgagc
cgtggttgga
aattatgtca
atagatgagt
agrcaagact
ctaggtacagy
cecgaatcyat
Foggaaasat
gacckbaaaty
geaagactag
cgtgtgaaaa
aatattgtict
gatcaatiac
agaattcaggy
ttegaagaat
attaaaaacg
gtagaagaAac
tcacaagaag
gagggactatg
azaguttagga
cacactgcaa
gaaacttatg
tegtatacag
acaccactac
gtatggattg
cLrarggagg

32

taataaatct
aaaacttaag
taagacttac
caattcaaac
ctegagttte
Sccatetkat
crgrgtdaggg
cTaqttacgg
etetttateg
atgtactggyg
ttagaaatag
taccitggaa
agatttcagg
cceoctagcaaa
cacetcagte
gacgaacaag
aaaggtateg
=tgcaggtga
-aacattcea
agagtagert
gatitgaate
aaaaggcggt
cygatratca
Tggatgaaaa
ggaacttace
gaggaagtac
sacsaccagg
cgaaactaaa
Tacaaateta
stootetata
geyogccaca
gtgcacatsa
aggaettaga
Zaaatotaga
gagcagagaa
ataaagaggc
aagosgagac
zaccgeates
saaaagggcg
Icgatsncaa
aasacaacoa
TIcgeguetyg
gagaaggrig
actscgtaga
atcaagaaga
gaagcaatoe
atsgaggaag
cagcrggeta
agatcggaga
aa

tattcataga
aggtaccaat
tgtattagat
gtcatcocaa
tgctaatata
ggactttatg
aggacactta
ggtcticaat
gacattatcs
gecttagggga
tgggaccata
tgattaragt
aagtgattea
tacsattgat
aggtacract
tggaggacca
tgcaagaats
agcggatoroeo
acctettagt
cacagtaggt
gattecagee
gaatgegetg
tattgateaa
gcgagaattyg
tcaagatcca
ggatattace
tacctttgat
accecratact
srzgataege
gecgesteea
ccttgaactgg
tecgcateat
ngtatgggrg
gettotegaa
aaaatggaga
aaaagaatct
gaatattgee
tecagagtta
tattttcact
taatggerta
cegtecggte
tccgggtegt
cgtaacecatt
agaggaagtc
atacyggeaggt
ccetgtacca
agacaatcet
tgtgacaaaa
aacggaagga

D S PH I

600
(T
120
180
840
900
960
1020
1080
1140
1200
12690
1320
1380
1440
1500
1580
1620
1630
17490
1890
1980
1920
1980
2040
2100
2160
2220
22840
2340
2400
2460
2520
2530
2649
2700
2760
2830
2880
2340
3660
1060
1120
3180
3240
3300
1360
3420
3480
3522




<400> ¢

Met

1 .

asn

2 2]

val

Pha

6S

Leu

Thr

Asn
145
aln

Gly

Arg

Ala
225

Ile

Thre

Qlu

Pro

Leu

Pro

S¢

Ila

Ile

Leu

Glu

Ile
130

Ala

Gla

Asn

210

Arg

Val

Ser

Ser

Asn

Glu

Asp

is

Gly

Thr

Glu

Arg

Trp

1158

Arg

™

Ala

Qly

Ile=

195

3ln

Phe

Ala

Ser

Pro
278

Asn

Val

20

Ila

Val

Pro

Gln

Gly

100

Glu

Phe

Leu

Asn

Trp

180

Asn

Gly

Asn

Leu

Gln

2849

val

Ile

Glu

Ser

Qly

Ser

Arg

RO 122431 B1

Gla Asn Gln Cys

Ile

Leu

val

Asp

70

Ile

85 -

Leu

Ala

Ala

Thr

Lea

168

Gly

Leu

Leu

Gln

phe

245

Leu

ser

Rla

Asn

Asn

sar

150

His

Leu

Ile

Glu

Phe
23¢

Pro

Thr

Ala

Leu
Sar

Ala
ss

Tzp
Glu
ABp
Pro
Thr
133
Phe
Lay
Asyp
His
213
Arg
Asn
Arg

Asn

Asn

Leu

40

Phe

Sar

Thr

Ser

Asn

120

Asp

Glu

Arg
200

Leu

Arg

Glu

Ile
280

Glu
25

Thr

Gly

Lau

Leu

Tyr
105
Asn

ABp

Ile

> Leu

Ala

185

Tyr

Avg

ASD

Asp

Ile

265

Pro

33

val

10
Glu
Axg
Leuw
Pna
Clu

90

Glu

Ala

Ala

Pro

Lau

170

Thr

Thr

Gly

Leu

val
250

Tyr

ASn

Pro

Arg

fhe

Phe

Leu

]

Axg

Ile

Gla

Leu

Leun

155

Arg

val

Lys

Thr

Thr

233

Aryg

Thr

Qly

Tyr

Ser

Leu

Asp

60

Leu

Asn

Tyr

Ile
140
Leu
ABD
Asn
His
Asn

220

Leu

Thr

Ser

vhe

Asn

Thr

Leu

45

Laeu

Gln

Ila

125

The

ser

Ala

Asn

Tyr

Ser

Gly

30

Ser

Ile

Ile

Ala

Glu
110
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