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Abstract: IJ%.;8+N65+8O):P+8&)'#+QJ8RO":$+SN3+TU8V+W8#+&HP:"'+):$P+Escherichia 

coli/+;Q$"J+):'X&$)P:+W)$Y+0!KD+$Y"+N3+TU8+IJ%.;8+QJ8RO":$+W8#+ZXJ)["'+9%+2)+

&YJPO8$PRJ8ZY%*+#"Z8J8$"'+9%+1U1+!;D>+8:'+)'":$)["'+9%+O8##+#Z"&$JPO"$J%+

SC1(C1V/+KY"+N3+TU8+IJ%.;8+QJ8RO":$+"\Y)9)$"'+Y)RY+$P\)&)$%+$PW8J'#+Ae. aegypti 

H8JG8"/+KY"+"8JH)"J+J"#XH$#+],^+#YPW+$Y8$+Pichia pastoris+%"8#$+&"HH#+"\ZJ"##):R+tmfA 

S#%:$Y"$)&+R":"+&P'):R+QPJ+$Y"+KJ%Z#):+CP'XH8$):R+MP#$8$)&+_8&$PJ+PQ+Ae. aegyptiV+

$PR"$Y"J+W)$Y E. coli &"HH#+"\ZJ"##):R+Bti+$P\):+R":"#+Scry4Aa, cry11Aa, cyt1Aa 

and p20V+8J"+#%:"JR)#$)&/+KY"J"QPJ"*+P. pastoris*+WY)&Y+#%:$Y"#)`"#+Y)RY+8OPX:$#+PQ+

Y"$"JPHPRPX#+ZJP$"):#+W8#+R":"$)&8HH%+":R):""J"'+$P+ZJP'X&"+KCM_+8:'+IJ%.;8/+

IP'P:-PZ$)O)`"'+#%:$Y"$)&+R":"#*+cry4Aa-tmfA*+gst-cry4Aa-tmfA, tmfA and gfp-

tmfA+$Y8$+W"J"+"\ZJ"##"'+9%+P. pastoris+8:'+Q"'+$P+Ae. aegypti+H8JG8"+&8X#"'+a3b+

OPJ$8H)$%/+D1K+SRHX$8$Y)P:"-1-$J8:#Q"J8#"V+":Y8:&"'+$Y"+8&$)G)$%+PQ+IJ%.;8-KCM_+

8:'+ZJP$"&$"'+ )$+ QJPO+Y"8$+'":8$XJ8$)P:+8:'+D_!+SDJ"":+_HXPJ"#&":$+!JP$"):V-

KCM_+8HHPW"'+X#+$P+QPHHPW+%"8#$+&"HH#+&P:#XOZ$)P:+9%+):')G)'X8H+H8JG8+X#):R+

cXPJ"#&":$+O)&JP#&PZ%/+KY)#+J"ZPJ$+#YPW#+QPJ+$Y"+[J#$+$)O"+$Y8$+N3+TU8+IJ%.;8+

8:'+KCM_+"\ZJ"##"'+$PR"$Y"J+):+P. pastoris 8J"+Y)RYH%+$P\)&+$P+Ae. aegypti+H8JG8"/

B2=3$'9,C+KCM_*+N3+TU8+IJ%+.;8*+OP#dX)$P+H8JG8", Pichia pastoris, R":"$)&+

":R):""J):R*+9)P-&P:$JPH+

INTRODUCTION

CP#dX)$P"#+$J8:#O)$+O8:%+)OZPJ$8:$+')#"8#"#+#X&Y+8#+O8H8J)8*+'":RX"+8:'+

":&"ZY8H)$)#*+ $Y8$+ &8X#"+O)#"J%+'"8$Y+ 8:'+ "&P:PO)&+9XJ'":/+<#):R+ &Y"O)&8H+
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):#"&$)&)'"#+$P+&P:$JPH+OP#dX)$P+ZPZXH8$)P:#+PQ$":+&8X#"+"&PHPR)&8H+ZJP9H"O#+

8:'+J8Z)'H%+):'X&"+J"#)#$8:&"+):+$J"8$"'+OP#dX)$P+ZPZXH8$)P:#+],^/+KY"J"QPJ"*+8:+

"QQ"&$)G"+OP#dX)$P+&P:$JPH+#$J8$"R%+Y8#+$P+X#"+9)PHPR)&8H+):#"&$)&)'"#+$Y8$+'P+:P$+

ZJPOP$"+J"#)#$8:&"+PJ+&8X#"+'8O8R"+$P+$Y"+":G)JP:O":$/

;+OP#dX)$P+ '"&8Z"Z$)'"+ YPJOP:"+W)$Y+ 9)PHPR)&8H+ ):#"&$)&)'"*+KJ%Z#):+

CP'XH8$):R+MP#$8$)&+_8&$PJ+SKCM_V+]4^*+$Y8$+):Y)9)$#+$Y"+9)P#%:$Y"#)#+PQ+$J%Z#):-+

8:'+ &Y%OP$J%Z#):-H)T"+ ":`%O"#+ ):+ $Y"+O)'RX$+ "Z)$Y"H)8H+ &"HH#+ PQ+ Q"O8H"+ 8:'+

H8JG8H+OP#dX)$P"#+]7*+.^+Y8#+9"":+ZJPZP#"'+8#+8+9)PHPR)&8H+):#"&$)&)'"+8R8):#$+

OP#dX)$P"#+] ^/+0:+8'XH$#*+KCM_+&8X#"#+):Y)9)$)P:+PQ+9HPP'+')R"#$)P:+$Y8$+&8X#"#+

):Y)9)$)P:+PQ+"RR+'"G"HPZO":$+S#$"J)H)$%V/+0:+H8JG8"+KCM_+&8X#"#+):Y)9)$)P:+PQ+

QPP'+')R"#$)P:+):+$Y"+RX$*+8:PJ"\)8*+#$8JG8$)P:+8:'+'"8$Y+].*+ ^/+L"&8X#"+KCM_+

"8#)H%+$J8G"J#"#+$Y"+RX$+"Z)$Y"H)8H+&"HH#+8:'+":$"J#+$Y"+Y"OPH%OZY+)$+9):'#+KCM_+

#Z"&)[&+J"&"Z$PJS#V+P:+$Y"+"Z)$Y"H)8H+&"HH#*+8:'+#$PZ#+$J%Z#):+9)P#%:$Y"#)#+8:'+"RR+

'"G"HPZO":$+].-5^/+KCM_+$Y8$+W8#+"\ZJ"##"'+P:+$Y"+&P8$+ZJP$"):+PQ+KP98&&P+

CP#8)&+B)JX#+8:'+):+%"8#$+&"HH#+8:'+W8#+Q"'+$P+OP#dX)$P+H8JG8"+&8X#"'+8:PJ"\)8+

8:'+'"8$Y+].*+5^/+KYX#*+PJ8HH%+Q"'+KCM_+&8:+9"+X#"'+8#+8:+"QQ"&$)G"+H8JG)&)'"+

8R8):#$+O8:%+OP#dX)$P+#Z"&)"#+].*+a^/+1%:$Y"$)&+KCM_+QPJOXH8$"'+$P+&P:$JPH+

OP#dX)$P+H8JG8"+)#+:P$+ZJ8&$)&8H*+9"&8X#"+$Y"+YPJOP:"+)#+J"8')H%+#PHX9H"*+8:'+

OP#dX)$P+H8JG8"+8J"+[H$"J+Q""'"J#+],3^/+M:+$Y"+P$Y"J+Y8:'*+"\ZJ"##):R+KCM_+):+

98&$"J)8H*+8HR8H+8:'+%"8#$+&"HH#+$Y8$+8J"+"8$":+9%+H8JG8"+)#+8+#)OZH"*+"Q[&)":$+8:'+

#8Q"+W8%+$P+&P:$JPH+OP#dX)$P"#+],*+5^/

Bacillus thuringiensis #X9#Z/+israelensisSBtiV+IJ%+$P\):#+8J"+per os+ZP)#P:#+$Y8$+

Y8G"+9"":+X#"'+8#+"QQ"&$)G"+8:'+#8Q"+9)PHPR)&8H+&P:$JPH+QPJ+PG"J+73+%"8J#+8R8):#$+

H8JG8"+PQ+O8:%+OP#dX)$P+8:'+9H8&T+c%+#Z"&)"#+],,*+,4^/+;H$YPXRY+"\$":#)G"+X#"+

of Bti ):+$Y"+H8#$+4 +%"8J#+R":"J8HH%+')'+:P$+&8X#"+J"#)#$8:&"+):+["H'+ZPZXH8$)P:#+

PQ+OP#dX)$P"#+ ],7*+ ,.^*+ J"#)#$8:&"+ Y8#+ 9"":+ J"ZPJ$"'+ ):+["H'+ ZPZXH8$)P:#+ PQ+

Culex pipiens 8:'+ ):+ H89PJ8$PJ%+ ZPZXH8$)P:#+ PQ+Cx. Quinquefasciatus+ )Q+ P:"+

R":"+SCry4AaV+W8#+X#"'*+YPW"G"J*+$Y"+J"#)#$8:&"+W8#+J"G"J#"'+):+$Y"+ZJ"#":&"+

PQ+I%$,;8+]4a*+73^/

IXJJ":$+QPJOXH8$)P:+PQ+Bti 'P"#+:P$+8HHPW+)$+$P+Z"J#)#$+):+$Y"+["H'+QPJ+HP:R+

'XJ8$)P:#+ ],4*+ ,6^*+ $YX#+ "\ZJ"##):R+Bti+ $P\):#+ ):+ PJR8:)#O#+ $Y8$+ 8J"+ J"8')H%+

"8$":+9%+OP#dX)$P+H8JG8"+)#+8+ZP##)9H"+#PHX$)P:+], *+,N^/+D":"$)&+":R):""J):R+

PQ+&%8:P98&$"J)8+W)$Y+8+&PO9):8$)P:+PQ+Bti+R":"#+Scry4Aa, cry11Aa 8:'+Z43V+

Y8#+9"":+J"ZPJ$"'+],5-43^+#YPW):R+$Y8$+$Y"+"\ZJ"##"'+R":"#+W"J"+Y)RYH%+$P\)&+

$P+OP#dX)$P+H8JG8"/+@"&":$H%+LPJPG#T%+"$+8H/+],^+J"ZPJ$"'+$Y8$+KCM_+8:'+$Y"+

e-":'P$P\):+IJ%,,;8+PQ+Bti+8J"+Y)RYH%+$P\)&+8:'+#%:"JR)#$)&8HH%+T)HH+OP#dX)$P+

H8JG8"/+KY)#+#$X'%+"\ZHPJ"#+$Y"+ZP##)9)H)$%+PQ+"\ZJ"##):R+tmfA 8:'+8+$JX:&8$"'+

cry 4Aa in P. pastoris &"HH#+8#+8+QX$XJ"+9)PHPR)&8H+&P:$JPH+8R":$/+
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MATERIALS AND METHODS

#($%/%D)0%9)2@A'2,,/$%)/%)E0F&2'/0)

;+ 437 9Z + U2;+ S_ )RXJ" + ,&V + W8# + 8OZH ) Q ) "' + 9% + !I@+ Q JPO+

a cry4Aa+U2;+ S7 .7+ 9ZV+ 8:'+ &HP:"'+ ):$P+ ZI@4/,+ S0:G)$JPR":*+I8JH#98'*+

I;V/+;cry4Aa+437 +9Z+8OZH)&P:+W8#+!I@+8OZH)["'+X#):R+QPJW8J'+UL+,333+

SDDDDDD;KIIDII;;K;D;;;;K;DKII;;;;I;;KK;KK;IV+

8:'+ 98&TW8J'+ UL+ ,33,+ SDDDDIKDI;DKI;KKDKKDK;IKDKKKI-

K;;KKKKKDKV+ZJ)O"J#+&P:$8):):R+BamHI and Pst0+J"#$J)&$)P:+#)$"#*+J"#Z"&$)G"H%/+

KY"+ 8OZH)&P:+ #)O)H8J+ ):+ #)`"+ $P+ 8+ N3+TU8+IJ%.;8+ J"ZPJ$"'+ "8JH)"J+ ]4.^+W8#+

H)R8$"'+):$P+ZI@+f?+KM!M+S0:G)$JPR":*+I;+<1;V*8OZH)["'+):+E. coli*+Y8JG"#$"'+

8:'+ZXJ)["'+W)$Y+g0;ZJ"Z+O):)#Z):+&PHXO:+SgX)8R":*+I;+<1;V/+KY"+ZXJ)["'+

ZH8#O)'+S +hRV+W8#+&X$+W)$Y+BamHI and Pst0+S +X:)$#+"8&YV*+U2;+#"Z8J8$"'+9%+

8R8JP#"+"H"&$JPZYPJ"#)#+8:'+8+U2;+98:'+S4333+9ZV+W8#+&X$*+ZXJ)["'+8:'+H)R8$"'+

):$P+Z>K'X"$+8:'+Z>K.,8SiV/+KY"+H8$"J+"\ZJ"##"#+D1K+8#+8+QX#)P:+$8R+ZJP$"):+

S2PG8R":*+C8')#P:*+=0V+ S_)RXJ"#+ ,&*+ 'V/+;Q$"J+ H)R8$)P:*+ 02Bj_k+ &"HH#+W"J"+

$J8:#Q"&$"'+8:'+#ZJ"8'+P:+8R8J+ZH8$"#+&P:$8):):R+&8J9":)&)HH):+8:'+&PHP:)"#+W"J"+

8:8H%`"'+9%+!I@+QPJ+cry4Aa/+!H8#O)'#+W)$Y+):#"J$#+Y8JG"#$"'*+#"dX":&"'+8:'+

ZH8#O)'#+&8JJ%):R+$Y"+J)RY$+):#"J$+S437 9ZV+W"J"+&HP:"'+8:'+"\ZJ"##"'+):+L?4,+

#$8J+&"HH#+):+$Y"+ZJ"#":&"+PQ+0!KD+S,+OCV+QPJ+.+8:'+4.+Y+S2PG8R":*+C8')#P:*+=0V/

#($%/%D)0%9)G@A'2,,/$%)/%)P. pastoris

;+l"P&):-#"H"&$89H"+ZH8#O)'+Z!0IlL+S0:G)$JPR":*+I8JH#98'*+I;V+&P:$8):#+

8:+8H&PYPH+P\)'8#"+,+ZJPOP$"J+SPAOX1V+QX#"'+$P+8+OXH$)ZH"+&HP:):R+#)$"+8:'+AOX1 

$"JO):8$)P:+#"dX":&"+W8#+X#"'+QPJ+&HP:):R+8:'+"\ZJ"##):R+J"&PO9):8:$+ZJP$"):#+

in P. pastoris/+mC6,E+8:'+mC6,+&"HH#+W"J"+):'X&"'+):+$Y"+ZJ"#":&"+PQ+O"$Y8:PH+

S3/ bV+S0:G)$JPR":*+I8JH#98'*+I;V/

@"&PO9):8:$+ R":"#+ tmfA*+gfp-tmfA, cry4Aa-tmfA and gst-cry4Aa-tmfA 

#"dX":&"#+W"J"+ PZ$)O)`"'+X#):R+Pichia &P'P:#+ SWWW/T8`X#8/PJ/AZV+ S_)RXJ"#+

,8*+9V/+Ae. Aegypti tmfA+W8#+#%:$Y"#)`"'+9%+D"O):)+L)P$"&Y+SD8):"#G)HH"*+_?V+

8:'+&HP:"'+')J"&$H%+):$P+Z!0IlL*+8:'+gfp-tmfA*+cry4Aa-tmfA and gst-cry11Aa-

tmfA W"J"+ #%:$Y"#)`"'+ 9%+D":1&J)Z$+ S!)#&8$8W8%*+2nV/+KY"+ #%:$Y"$)&+ R":"#+

W"J"+&X$+W)$Y+XhoI and Xba0*+&HP:"'+):$P+Z<I 6+8:'+#X9#"dX":$H%+H)R8$"'+):$P+

Z!0IlL+XhoI and Xba0+#)$"#+S_)RXJ"+,8*+9V/+KY"+&HP:"'+R":"#+W"J"+#"dX":&"'+

S;ZZH)"'+L)P#%#$"O#*+_P#$"J+I)$%*+I;V+8:'+8:8H%`"'+8$+$Y"+<:)G"J#)$%+PQ+_HPJ)'8+

L)P$"&Y:PHPR%+I":$"J/+ SY$$Zo((WWW/9)P$"&Y/XQH/"'X(89PX$/Y$OHV/+ !H8#O)'#+

&8JJ%):R+QXHH+H":R$Y+R":"#+W)$YPX$+OX$8$)P:#+W"J"+X#"'/+P. pastoris &"HH#+mC6,+

8:'+mC6,E+W"J"+$J8:#QPJO"'*+RJPW:+8:'+):'X&"'+QPJ+aN+Y+):+$Y"+ZJ"#":&"+PQ+

O"$Y8:PH+8:'+`"P&):+8#+'"#&J)9"'+9"QPJ"+],^/
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8/D.'2)"H) D":PO)&+PJR8:)`8$)P:+PQ+S8V+cry4Aa-TMOF+S4,,7+:$V*+S9V+gst-cry4Aa-

TMOFS4654+:$V+S&V+cry4Aa+S437 +:$V8:'+S'V+gst-cry4Aa+S4a76+:$V+

#%:$Y"$)&+R":"#+QPJ+P. pastoris S8+8:'+9V+8:'+E. coli+S&+8:'+'V+W)$Y+

J"#$J)&$)P:+":`%O"#+&H"8G8R"+#)$"#+QPJ+&HP:):R*+$Y"+;KD+#$8J$+#)R:8H+

$Y"+0>D@+$J%Z#):+&H"8G8R"+#)$"#+8$+ZP#)$)P:#+43N3+:$+8:'+464a+:$+QPJ+

P. pastoris R":"#+8:'+$Y"+K;;+#$PZ+#)R:8H/

I'$&2/%)A.'/JF0&/$%)0%9)+0,,),A2F&'$+2&'=)

F"8#$+PJ+E. coli &"HH#+W"J"+&PHH"&$"'+9%+&":$J)QXR8$)P:*+9JPT":+W)$Y+F-!>@+
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8:'+L-!>@*+J"#Z"&$)G"H%+S!)"J&"*+@P&TQPJ'*+0?V+PJ+W)$Y+5+C+XJ"8+8:'+RH8##+9"8'#+

):+8+U2;+_8#$!J"Z+SL0M+,3,*+0:&/*+B)#$8*+I;V*+&":$J)QXR"'+8:'+#$PJ"'+QJP`":+8$+

-43+pI/+>\$J8&$"'+ZJP$"):#+W"J"+ZXJ)["'+8:'+8:8H%`"'+9%+1U1+!;D>+]4 ^+8:'+

O8##+#Z"&$JPO"$J%+8#+W8#+'"#&J)9"'+9"QPJ"+],^/

Bioassays for larvicidal activity 

@"&PO9):8:$+E. coli+W"J"+RJPW:+8$+76+pI+):+?L+O"')XO*+):'X&"'+W)$Y+0!KD+

QPJ+.+8:'+4.+Y+],^/+@"&PO9):8:$+%"8#$+&"HH#+W"J"+&PHH"&$"'+9%+&":$J)QXR8$)P:*+

W8#Y"'*+J"-#X#Z":'"'+):+')#$)HH"'+W8$"J+8:'+X#"'+W)$YPX$+PJ+W)$Y+Y"8$+):8&$)G8$)P:+

8$+ N+pI+QPJ+7+Y/+;X$P&H8G"'+9J"W"Jk#+%"8#$+8:'+Y"8$+):8&$)G8$"'+!)&Y)8+&"HH#+

W)$YPX$+tmfA W"J"+X#"'+8#+&P:$JPH#/+=8#Y"'+J"&PO9):8:$+&"HH#+W"J"+8''"'+):$P+

,N3+O?+#$"J)H"+')#$)HH"'+W8$"J+):+RH8##+')#Y"#+&P:$8):):R+43+H8JG8"+],*+4N^/+>8&Y+

9)P8##8%+W8#+Z"JQPJO"'+):+$J)ZH)&8$"#+8:'+OPJ$8H)$%+W8#+QPHHPW"'+QPJ+XZ+$P,4+'8%#/

RESULTS 

K0'1/F/90()0F&/1/&=)$*):!);<0)#'=>?0)/%)E. coli 

F8O8R)W8+"$+8H/+]4.^+J"ZPJ$"'+$Y8$+IJ%.;8+,73+TU8+)#+[J#$+$JX:&8$"'+):$P+

8+N3+TU8+QJ8RO":$+PQ+Na +8O):P+8&)'#+$Y8$+)#+QXJ$Y"J+&H"8G"'+):$P+. +8:'+43+TU8+

QJ8RO":$#+$Y8$+8##P&)8$"+8:'+9"&PO"+$P\)&+$P+OP#dX)$P+H8JG8"/+KY"#"+P9#"JG8$)P:#+

ZJPOZ$"'+X#+$P+&HP:"+8:'+"\ZJ"##+8+437 +9Z+U2;+QJ8RO":$+PQ+cry4Aa in E. coli 

":&P'):R+N65+8O):P+8&)'#+WY)&Y+)#+#YPJ$"J+$Y8:+$Y"+PJ)R):8H+ZJPZP#"'+Na +8O):P+

8&)'#+]4.^+$P+'"$"JO):"+$Y"+O):)O8H+H":R$Y+PQ+cry4Aa+$Y8$+)#+$P\)&+$P+H8JG8"/+KWP+

ZH8#O)'#+W"J"+X#"'o+Z>KUX"$,+8:'+Z>K.,8SiV*+$Y"+H8$$"J+&8JJ)"#+8+RHX$8$Y)P:"-1-

$J8:#Q"J8#"+SgstV+R":"+$Y8$+W8#+QX#"'+):+QJ8O"+W)$Y+cry4Aa+$P+":Y8:&"+#PHX9)H)$%+

PQ+$Y"+$JX:&8$"'+IJ%.;8+):+98&$"J)8H+&"HH#+S_)RXJ"+,'V/+K":-QPH'+H"##+98&$"J)8H+

&"HH#+Y8J9PJ):R+Z>K-.,8SiV+8:'+#%:$Y"#)`):R+D1K-IJ%.;8+W"J"+:""'"'+$P+T)HH+

[J#$+ ):#$8J+ H8JG8H+Ae. aegypti+ S,36+&"HH#(O?+&POZ8J"'+W)$Y+,36+&"HH#(O?V+8:'+

$Y"+H8JG8"+')"'+OX&Y+Q8#$"J+$Y8:+$YP#"+$Y8$+W"J"+Q"'+98&$"J)8+$J8:#QPJO"'+W)$Y+

Z>KUX"$+,+"\ZJ"##):R+IJ%.;8+S_)RXJ"#+48*+9*+J"#Z"&$)G"H%V/+KY"+#8O"+98&$"J)8H+

&"HH#+WY":+Q"'+$PR"$Y"J+W)$Y+!)&Y)8+&"HH#+S3/ +OR(O?V+Q8)H"'+$P+T)HH+$Y"+H8JG8"+

S_)RXJ"#+48*+9V/+EPW"G"J*+ )Q+!)&Y)8+#%:$Y"#)`):R+KCM_+S4a5+:CV+&"HH#+W"J"+

X#"'+8HH+$Y"+H8JG8"+')"'+):+a+'8%#+S_)RXJ"#+48*+9V/+?8JG8"+$Y8$+8$"+D1K-IJ%.;8+

8:'+KCM_+')"'+Q8#$"J+):')&8$):R+#%:"JR%+9"$W"":+KCM_+8:'+IJ%.;8/+?8JG8"+

$Y8$+8$"+J"&PO9):8:$+P. pastoris #%:$Y"#)`):R+KCM_+')"'+OX&Y+#HPW"J+9"&8X#"+

KCM_+OP'"+PQ+8&$)P:+)#+')QQ"J":$+$Y8:+Bti+S_)RXJ"+49V/+IP:$JPH#+$Y8$+Q"'+:P:-

J"&PO9):8:$+!)&Y)8+&"HH#+')'+:P$+')"+S_)RXJ"+4V/
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8/D.'2) H) _""'):R+Ae. aegyptiH8JG8"+O)\$XJ"#+PQ+J"&PO9):8:$+E. coli &"HH#+8HP:"+

PJ+W)$Y+J"&PO9):8:$+P. pastoris &"HH#+"\ZJ"##):R+KCM_/+E. coli &"HH#+

W"J"+ $J8:#QPJO"'+W)$Yo+ S8V+ Z>K-.,8SiV+ "\ZJ"##):R+D1K-IJ%.;8+

S,36+&"HH#(O?V+8:'+S9V+Z>KUX"$,+"\ZJ"##):R+IJ%.;8S,36+&"HH#(O?V/+

IP:$JPH#+W"J"+ Q"'+ :P:-J"&PO9):8:$+P. pastoris &"HH#/+>8&Y+ ZP):$+

J"ZJ"#":$#+$Y"+O"8:+PQ+7- +'"$"JO):8$)P:#+±1/>/C/

K0'1/F/90()0F&/1/&=)$*):!);<0)#'=>?0)0%9)5678)/%)P. pastoris 

MXJ+"8JH)"J+J"#XH$#+ZJPOZ$"'+X#+$P+"\ZJ"##+&PO9):8$)P:#+PQ+#%:$Y"$)&+tmfA*+gfp-

tmfA, cry4Aa-tmfA and gst-cry4Aa-tmfA in P. pastoris mC6,+8:'+mC6,E/+="+

Y%ZP$Y"#)`"'+$Y8$+D1K+#%:$Y"$)&+R":"+QX#"'+):+QJ8O"+W)$Y+N3TU8+IJ%.;8-KCM_+

W)HH+T""Z+$Y"+QX#)P:+ZJP$"):+D1K-IJ%.;8-KCM_+#PHX9H"+8:'+$YX#+):&J"8#"+&"HH+

$P\)&)$%. ;Q$"J+O"$Y8:PH+#$)OXH8$)P:+S3/ b+QPJ+aN+YV*+P:"+QJ8&$)P:+PQ+$Y"+%"8#$+

&"HH#+W8#+:P$+$J"8$"'*+8:'+8:P$Y"J+QJ8&$)P:+W8#+Y"8$+):8&$)G8$"'+S N+pI+QPJ+7+YV/+

<:$J"8$"'+&"HH#+8:'+Y"8$+):8&$)G8$"'+&"HH#+S7\,36+&"HH#(O?V+W"J"+Q"'+#"Z8J8$"H%+

$P+7- +RJPXZ#+PQ+43+H8JG8"+):+,N3+O?+W8$"J/++?8JG8"+$Y8$+8$"+J"&PO9):8:$+&"HH#+

"\ZJ"##):R+gst-cry4Aa-tmfA and gfp-tmfA+$Y8$+W"J"+Y"8$+PJ+:P:-Y"8$+$J"8$"'+')"'+

W)$Y):+,4+'8%#+S64b+8:'+a b*+J"#Z"&$)G"H%V+S_)RXJ"#+78*+9V/+1)O)H8J+J"#XH$#+W"J"+

P9#"JG"'+WY":+tmfAW8#+:P$+QX#"'+$P+gfp+S_)RXJ"#+78*+9V/+
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8/D.'2)LH) _""'):R+Ae. aegypti H8JG8"+J"&PO9):8:$+P. pastorisS7\,36+&"HH#(O?V

AOX:tmfA; His:gst-cry4Aa-tmfA and AOX1:gfp-tmfA;His:gst-cry4Aa-

tmf;+S8V+Y"8$+$J"8$"'+QPJ+7Y+8$+ N+pI+8:'+S9V+:P:-Y"8$+$J"8$"'/+IP:$JPH#+

W"J"+Q"'+:P:+J"&PO9):8:$+P. pastoris &"HH#/+>8&Y+ZP):$+J"ZJ"#":$#+$Y"+

O"8:+PQ+7- +'"$"JO):8$)P:#+±1/>/C/

8/D.'2)>H) 1U1-!;D>+8Q$"J+2)-2K;+8Q[:)$%+&YJPO8$PRJ8ZY%+8:'+O8##+#Z"&$J8+

)'":$)[&8$)P:+PQ+IJ%.;8+PQ+E. coli $J8:#QPJO"'+W)$Y+Z>K-.,8SiV+SD1K-

IJ%.;8V+H8:"#+;+8:'+L+8:'+Z>KUX"$+,+SIJ%.;8V+H8:"+I/+1$qOPH"&XH8J+

W")RY$+O8JT"J+ZJP$"):#/+U8JT"J+#Y8'"#+J"ZJ"#":$+)'":$)["'+Z"Z$)'"#+

8:'+8JJPW#+ZP):$+$P+ZJP$"):+98:'#+$Y8$+W"J"+8:8H%`"'+9%+C1(C1/
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I.'/JF0&/$%)0%9)60,,)MA2F&'$+2&'=)?%0(=,/,)$*)#'=>?0

KP+)'":$)Q%+IJ%.;8-KCM_+8:'+D1K-IJ%.;8-KCM_*+E. coli and P. pastoris 

&"HH#+W"J"+9JPT":*+"\$J8&$"'+W)$Y+5+C+XJ"8*+8:'+ $Y"+&"HH+"\$J8&$#+ZXJ)["'+9%+

2)-2K;+ 8Q[:)$%+ &YJPO8$PRJ8ZY%/+ !JP$"):+ S433- 33+ORV+ "HX$"'+ 8$+ 4 3+OC+

)O)'8`PH"+W8#+&PHH"&$"'+8:'+J"#PHG"'+9%+!;D>+1U1+]4 ^/+;Q$"J+"H"&$JPZYPJ"#)#*+

R"H#+W"J"+#$8):"'*+8:'+98:'#+8$+Cr+53+TU8+8:'+N3+TU8+&PJJ"#ZP:'):R+$P+D1K-

IJ%.;8-KCM_+8:'+IJ%.;8-KCM_+W"J"+&X$+8:'+8:8H%`"'+9%+O8##+#Z"&$JPO"$J%+

S_)RXJ"+.V/+KW":$%-[G"+X:)dX"+Z"Z$)'"#+$Y8$+&PG"J+73b+PQ+$Y"+":$)J"+IJ%.;8+

W"J"+'"$"&$"'+)'":$)Q%):R+IJ%.;8+W)$Y+a5b+&P:['":&"+S_)RXJ"+.V/+D1K+W8#+

8H#P+)'":$)["'+W)$Y+a b+&P:['":&"+SO8##+#Z"&$J8+:P$+#YPW:V/+1)O)H8JH%*+D1K-

IJ%.;8-KCM_+98:'+Cr+ 53+TU8+W8#+'"$"&$"'+9%+1U1+!;D>+8Q$"J+2)-2K;+

&PHXO:+&YJPO8$PRJ8ZY%+PQ+J"&PO9):8:$+P. pastoris gst-cry4Aa-tmfA mC6,E+8:'+

mC6,+&"HH#/+KY"+ZJP$"):+98:'+W8#+8:8H%`"'+9%+O8##+#Z"&$JPO"$J%+)'":$)Q%):R+

.4+X:)dX"+#Z"&$J8+&PG"J):R+N b+PQ+$Y"+":$)J"+IJ%.;8-KCM_+QX#)P:+ZJP$"):+W)$Y+

a5b+&P:['":&"+S_)RXJ"+ V/+_HXPJ"#&":&"+O)&JP#&PZ%+)'":$)["'+D_!-KCM_+):+

%"8#$+&"HH#+SJ"#XH$#+:P$+#YPW:V+]4N^/

8/D.'2)NH) 1U1-!;D>+8Q$"J+2)-2K;+8Q[:)$%+&YJPO8$PRJ8ZY%+8:'+O8##+#Z"&$J8+

)'":$)[&8$)P:+PQ+IJ%.;8-KCM_+PQ+P. pastoris $J8:#QPJO"'+W)$Y+gst-

cry4Aa-TMOF/+1$+q+OPH"&XH8J+W")RY$+O8JT"J+ZJP$"):#/+U8JT"J+#Y8'"#+

J"ZJ"#":$+)'":$)["'+Z"Z$)'"#+8:'+8JJPW+):+H8:"+;+ZP):$#+$P+$Y"+ZJP$"):+

98:'+$Y8$+W8#+8:8H%`"'+9%+C1(C1/
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DISCUSSION 

0:#"&$+J"#)#$8:&"+$P+):#"&$)&)'"#+ZP#"#+#"J)PX#+8RJ)&XH$XJ8H+8:'+ZX9H)&+Y"8H$Y+

ZJP9H"O#/+KYX#*+ &P-"\ZJ"##):R+ #"G"J8H+ $P\):+ R":"#+ Y8G):R+ ')QQ"J":$+OP'"#+

PQ+8&$)P:+O)RY$+":Y8:&"+$P\)&)$%+8:'+'"H8%+PJ+ZJ"G":$+J"#)#$8:&"/+KCM_+8:'+

e-":'P$P\):#+T)HH+OP#dX)$P+H8JG8"+):+')QQ"J":$+O"&Y8:)#O#*+8:'+8J"+#%:"JR)#$)&+

],^*+AX#$+8#+e-":'P$P\):#+QJPO+P$Y"J+Bt #X9#Z#+8:'+98&$"J)8H+":'P&Y)$):8#"+8R8):#$+

S. littoralis+]4,*+44^+8:'+Ae. aegypti+ H8JG8"+]47^/+L"&8X#"+KCM_+):Y)9)$#+$Y"+

9)P#%:$Y"#)#+PQ+$J%Z#):+]4^*+WY)&Y+8&$)G8$"#+e-":'P$P\):#+):+$Y"+H8JG8H+O)'RX$*+W"+

#XRR"#$+X#):R+R":"#+$Y8$+":&P'"+$Y"+8&$)G"+ZPJ$)P:+PQ+$Y"#"+ZPH%Z"Z$)'"#+]46^+W)$Y+

KCM_/+LPJPG#T%+"$+8H/+],^+J"ZPJ$"'+$Y8$+#$8JG"'+Ae. aegypti+H8JG8"+8J"+N-7 +QPH'+

OPJ"+#":#)$)G"+$P+Bti+$P\):#+$Y8:+W"HH-Q"'+H8JG8"*+8:'+#$8JG"'+,#$+):#$8J+H8JG8"+8J"+

,3-QPH'+OPJ"+#":#)$)G"+$Y8:+7rd+):#$8J#/+1):&"+KCM_+)#+OPJ"+"QQ"&$)G"+8R8):#$+,#$ 

8:'+4nd+):#$8J+H8JG8"+]a^*+$Y"+X#"+PQ+9P$Y+$P\):#+):+"8JH%+'"G"HPZO":$8H+#$8R"#+)#+

"\Z"&$"'+$P+":Y8:&"+$Y"+"QQ"&$+PQ+HPW+$P\):+'P#"#+8:'+J"'X&"+$Y"+8OPX:$+PQ+Bti 

J"dX)J"'+):+#"W8R"+$J"8$O":$+ZP:'#+):+WY)&Y+)$+)#+:P$+"QQ"&$)G"+8HP:"/

="+J"ZPJ$+Y"J"+$Y8$+8+#YPJ$+&Y8):+IJ%.;8+)#+Y)RYH%+$P\)&+8R8):#$+OP#dX)$P+

H8JG8"+WY":+QX#"'+W)$Y+D1K+8#+&POZ8J"'+W)$Y+&"HH#+$Y8$+"\ZJ"##"'+IJ%.;8+8HP:"+

S_)RXJ"+4V/+KY)#+$P\)&)$%+W8#+'J8O8$)&8HH%+J"'X&"'+):+$Y"+ZJ"#":&"+PQ+P. pastoris 

8:'+OPJ$8H)$%+W8#+J"#$PJ"'+P:H%+WY":+$Y"#"+&"HH#+W"J"+J"ZH8&"'+W)$Y+J"&PO9):8:$+

!)&Y)8+ZJP'X&):R+KCM_/+KY"#"+J"#XH$#+#YPW+$Y8$+KCM_+8:'+N3+TU8+IJ%.;8+8J"+

8H#P+#%:"JR)#$)&+8#+W8#+J"ZPJ$"'+QPJ+IJ%,,;8+8:'+KCM_+],^/+_X#):R+D1K+8:'+

1<CM+S#O8HH+X9)dX)$):-J"H8$"'+OP')["JV+$P+ZJP$"):#+":Y8:&"#+$Y")J+8&$)G)$%+):+

98&$"J)8+8:'+%"8#$#+9%+):&J"8#):R+#PHX9)H)$%+):+$Y"+&%$PZH8#O+]45^/+0:'""'*+D1K+

":Y8:&"'+$Y"+Y"8$+#$89)H)$%+PQ+IJ%.;8-KCM_+"G":+8$+Y)RY"J+$"OZ"J8$XJ"+$Y8$+)#+

N+pI+Y)RY"J+$Y8$+W8#+J"ZPJ$"'+9"QPJ"+],^+8HHPW):R+Y"8$+):8&$)G8$)P:+PQ+$Y"+%"8#$+

&"HH#+):+QX$XJ"+["H'+8ZZH)&8$)P:#/+C8##+#Z"&$JPO"$J%+8:8H%#)#+PQ+IJ%.;8-KCM_+

$Y8$+W8#+"\ZJ"##"'+9%+P. pastoris+)'":$)["'+9P$Y+IJ%.;8+8:'+KCM_+S_)RXJ"+ V+

):')&8$):R+$Y8$+$Y"+QX#)P:+ZJP$"):+)#+:P$+&H"8G"'+9%+%"8#$+ZJP$"8#"#+8:'+$YX#+$Y"+

QX#)P:+ZJP$"):+)#+&H"8G"'+P:H%+):#)'"+$Y"+OP#dX)$P+H8JG8H+RX$/+

?F;%$3(29D+2%&,

KY)#+WPJT+W8#+Z8J$)8HH%+#XZZPJ$"'+9%+$Y"+_HPJ)'8+U"Z8J$O":$+PQ+;RJ)&XH$XJ"+

8:'+IP:#XO"J#+1"JG)&"#+ RJ8:$+ 6 a33+ $P+!JPQ"##PJ+U/+LPJPG#T%*+ 8:'+ RJ8:$#+

a6-3335,+ 8:'+ 4336-376+ QJPO+ $Y"+<:)$"'+ 1$8$"#-0#J8"H+L):8$)P:8H+ 1&)":&"+

_PX:'8$)P:+SL1_V/
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