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Patentanspriche:

1. Verfahren zur Herstellung einer DNA-Basensequenz, dadurch gekesnnzeichnet, dafl
A) eineimwaesentlichen reine DNA-Basensequenz, die fiir 6in S-locusspezifisches Glycoprotein
aus selbstunvertréglichen Pflanzen codiert, oder irgendein Fragment dieser
DNA-Basensequenz, welches fiir die DNA-Basensequenz einzigartig ist, oder irgendein
funktionelles Aquivalent der DNA- -Basensequenz oder eines seiner Fragmente isoliert wird,
oder
B) Eineim wesentlichen reine DNA-Basensequenz, die der cDNA-Basensequenzentspricht,
welche der mRNA entspricht, die fiir ein S-locusspuzifisches Glycoprotein aus )
selbstunvertréglichen Pflanzen codiert, oder die einem irgendeinem funktionellen Aquivalent
der eDNA-Basensequenzoder des Fragmentsaquivalents ist, isoliert wird.
2. Verfahren nach Anspruch 1A), dadurch gekennzeichnet, daR die isolierte DNA-Basensequenz zu
der folgenden nichtcodierenden DNA-Basensequenz komplementar ist:

5- GGA TCC GTC GTC TIG ATT CTA TIT TGT CCT GCC TTIT TCG
ATC AAC ACT TIG ’?(()IG TCT ACA GAA TCT CTT AGA ATC TCA AGC
AAC AGA ACA CTT GTA }OCOT CCA GGT AAT AAC TTC GAA CTC GGC
TTC TTC CGA ACC AAC TCA AGT TCT (135GOT TGG TAT CTC GGG ATA
TGG TAC AAG AAA TTIG CTC GAC AGA ACC TAT éqlpA TGG GTT GCC
AAC AGA GAT AAC CCA CTC TCC AAT GCC ATT GGA ACC CTC AAA
/2\51% TGA GGC AAT AAT CTT GTC CTC CTT GGT CAC ACC AAT AAA
TCT GTT TGG TCG ACG AAT CTT ACT AGA GGA AAT GAG AGA CITT
CGG TGG TGG CAG ACG '??'(()3 TCT CTA ATC GGA ACT TCG TGA
TGCGAGACTCCAGTAACAACGACGC?\(X)GTCAATACTTGTGGCAAAGTTTCGATTA
CCTACGGATACTITGCTTC?J;SC\OGAGATGAAACTGGGTTACGACCTCAAAACAGGGT
TGAAGAGGTTCCTI’?\%OATCATGGAGAAGTTCAGATGATCCATCAAGCGGGGA'ITT
CTCGTACAAZS(?TCGAAACCCGAAGCC'ITCCTGAGTHTATCTATGGCATGGGATC :
TTTC?J%&TGCATCGGAGTGGTCCATGGAATGGAGTCCGATTTAGTGGCAACCAGA
gs((E]ACCAAAAGCTGAGTI'ACATGGTGTACAATTTCACAGAGAATAGTGAZ\%?AGGTC
GCTTATACATTCCGAATGACCAACAACAGCATCTACTCGAGATTZ;:)CACTAAGTT
CCGAAG(:TATT'ITCAGCGACWACGTGGAATCCGTCAA?S\OGGGATATGGACAGGT
CTGGTCTTCTCCAGTGGACCCCCAGTGCGATACATA?IF:'\QI'AATGTGCGGGCCTTAC
GCT.TACTGTGGCGTGAACACATCACCTG??'OFGTAACTGTATCCAAGGGTTCAATC
CCCGGAATATACAGCAGTGGGA'?%(/)\GAGAGTCTGGGCAGGTGGGTGTATAAGGAG
GACGCGGCTTAGCTGCAGTGGAGATGGTTTTACAGGATGAAGAACATGAAGCTGC
CAGAAACTACES?\S?GGCGATTGT(,GACCGCAGTATTGGT(.:TGAAAGAATGTGAGAAGA
GG'Tég?ﬂ'AGCGA'ITGTAATI'GTACTGCTITTGCAAATGCAAATGCGGATATCCG
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1150
GAATGGTGGGACGGGTTGTGTGATTTGGACCGGACGGCTTGACGATATGCGGAAT
1200 1250
TACGTTGCTCACGGTCAAGATCTTTATGTCAGATTGGCTGTTGCTGACCTTGTTT
AGCTCTTTCTCTTAAAATAAAGCACGGATCC-3'

oder zu irgendeinem Fragment der nichtcodierenden DNA-Basensequenz, welches fiir die
nichtcodierende DNA-Basensequenz einzigartig ist, komplementar ist oder zu irgendeinem
funktionellen Aquivalent der nichtcodierenden DNA-Basensequenz oder zu dem Fragment
komplementérist.

. Verfahren nach Anspruch 1B, dadurch gekennzeichnet, da? die DNA-Basensequenz die folgende
Sequenz aufweist:

-  GGA TCC GTC GTC TIG ATT CTA TIT TGT CCT GCC TIT TCG ATC
AAC ACT TTG 'I"ng TCT ACA GGA TCT CTT AGA ATC TCA AGC AAC
AGA ACA CCT GTA ;'%9[ CCA GGT AAT AAC TTC GAA CTC GGC TrC
TTC CGA ACC ACC TCA AGT TCT 235GOT TGG 'IAT CTC GGG ATA TGG
TAC AAG AAA TTG CTC GAC AGA ACC TAT ‘G%S)A TGG GCC GTT A{\C
AGA GAT AAC CCA CTC TCC AAT GCC ATT GGA ACC CTC AAA f\bT%
TCA GGC AAT AAT CTT GTC CTC CTT GGT CAC ACC AAT AAA TCT
GTT TGG TCG ACG AAT CTT ACT AGA GGA AAT GAG AGA CTT CGG
TGG TGG TGG CAG ACG '313'(()3 TCT CTA ATC GAA ACT TCG TGA
TGCGAGACTCCAGTAACAACGACGC,?\%GTCAATACTTGTGGCAAAGTTTCGATTA
CCTACGGATACTTTGCTTCgi?GAGATGAAACTGGGTTACGACCTCAAAACAGGGT
TGAACAGGTTCCTT?\%OATCATGGAGAAGTTCAGATGATCCATCAAGCGGGGATTT
CTCGTACAA%SCOTCGAAACCCGAAGCCTTCCTGAGTTTTATCTATGGCATGGGAAT
CTFTC?I(I)SATGCATCGGAGTGGTCCATGGAATGGAGTCCGATTTAGTGGCAACCAG‘
g?GOGACCAAAAGCTGAGTTACATGGTGTACAATTTCACAGAGAATAGTGAZ\OC?AGGT
CGCTTATACATTCCGAATGACCAACAACAGCATCTACTCGAGATTZ;EZ)CACTAAGT
TCCGAAGGTATTTTCAGCGACTTACOTGGAATCCGTCAA??\OGGGATATGGACAGG
TTCT_GGTCTTCTCCAGTGGACCCCCAGTGCGATACATA?ISAOTAATGTGCGGGCCTT
ACGCTTACTGTG GCGTGAACACATCACCT%%(')TGTAACTG TATCCAAGGGTTCAAT
CCCCGGAATATACAGCAGTGGGA'?'SC(:\GAGAGTCTGGGCAGGTGGGTGTATAAGGA
GGACGCGGCTTAAGCTGCAGTGGAGATGGTTTTACAAGGATGAAGAACATGAAGC
TGCCAGAAACTACEE?\ST(')GGCGATTGTCGACCGCAGTATTGGTGTGAAAGAATGTGA
GAAGAGGTG1C239I9I'AGCGATTGTAATTGTACTGCTTTTGCAAATGCAAATGCGGAT
ATCCGGAATESLSS'?GGGACGGGTTGTGTGATTTGGACCGGACGGCTTGACGATATGC
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GGAATTACGTTGCTCACGGTCAAGATCTTTATGTCAGATTGGCTGTTGCTGACCTT
1250
GTTTAGCTCTTTCTCTTAAAATAAAGCACGGATCC-3'

oder irgendein Fragment der DNA-Basensequenz, welches fir die DNA-Basensequenz einzigartig
ist, oder irgendein funktionelles Aquivalent der DNA-Basensequenz oder des Fragments.
4. Verfahren nach Anspruch 1B, dadurch gekennzeichnet, dal die cDNA-Basensequenz wie folgt ist:

5-  GGA TCC GTC TIG ATT CTA TIT TGT CCT GCC TIT TCG ATC
AAC ACT TTG '?gG TCT ACA GAA TCT CTT AGA ATC TCA AGC AAC
AGA ACA CTT GTA ]I%ql' CCA GGT AAT AAC TTC GAA CTC GGC TIC
TJTC CGA ACC AAC TCA AGT TCT ésGoT TGG TAT CTC GGG ATA TGG
TAC AAG AAA TTG CTC GAC AGA ACC TAT 20(?TA TGG GTT GCC 'ACC
AGA GAT AAC CCA CTC TCC AAT GCC ATT GGA ACC CTC AAA f\ﬁ%
TCA GGC AAT AAT CTT GTC CTC CIT GGT CAC ACC AAT AAA TCT
GTT TGG TCG ACG AAT CTT ACT AGA GGA AAT GAG AGA CTT CGG
TGG TGG CAG ACG ?"ST% TCT CTA ATC GAA ACT TCG TGA TGCGAGA
CTCCAGTAACAACGACé%OAAGTCAATACTTGTCCGAAAGTTTC(:ATTACCTACGG
ATAC'ITTGCT?COCAGAGATGAAACTGGGTTACGACCTCAAAACAGGGTTGAACAG
G'ITCCST(')IPACATCATGGAGAAG'ITCAGATGATCCATCAAGCGGGGATTTCTCGTAC
ZSAOGCTCGAAACCCGAAGCCTTCCTGAGTTTI'ATCTATGGCATGGGATCTTT??%?‘\A
TGCATCGGAGTGGTCCATGGAATGGAGTCCGA'ITTAGTGGCAACCXZOAGGACCAA
AAGCTGAGTTACATGGTGTACAATTTCACAGAGAATAGTZ??&\GAGGTCGCWATA
CATI'CCGAATGACCAACAACAGCATCTACTCGAGA?IE}TOGACACTAAGTTCCGAAG
GTATTTTCAGCGACTTACGTGGAATCCGTCiS\OTAGGGATATGGACAGGTTCTGGT
CTTCTCCAGTGGACCCCCAGTGCGAT?\SAOCATACATAATGTGCGGGCCTTACGCTT
ACTGTGGCGTGAACACATCAC%QFOGTTTGTAACTGTATCCAAGGGTTCAATCCCCG
GAATATACAGCAGTGGgg;\qTCAGAGAGTCTGGGCAGGTGGGTGTATAAGGAGGACG
CGGCTTAGCTGCAGTGGAGATGGTTTTACAAGGATGAAGAACATGAAGCTGCCAG
AAACT:\((JJSGOATGGCGATTGTCGACCGCAGTATTGGTGTGAAAGAATGTGAGAAGAG
GTZEL(?TTAGCGA1TGTAA'ITGTACTGCTTITGCAAATGCAAATGCGGATATCCGG
AATEEIGST(')GGGACGGGTTGTGTGATTTGGACCGGACGGCTTGACGATATGCGGAA'1IT200
ACGTTGCTCACGGT! CMGATCWTATGTCAGAﬁGGCTGTTGCTGACCT}?SST?WA
GCTCTTTCTCTTAAAATAAAGCACGGATCC-3'
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oderirgendein Fragment der cDNA. Basensequenz, welches fiir die cDNA-Basensequenz
einzigartig ist, oder irgendein funktionelles Aquivalent der cDNA-Basensequenz oder von dem
Fragment aufweist,
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daf die cDNA-Basensequenz des
nichtcodierenden DNA-Strangs des ersten Gens oder eines Teils davon unter Bildung eines
chiméren Gens, enthaltend ein erstes Gen oder ein Teil davon und ein zweites Gen oder ein Teil
davon, eingesetzt wird.
Verfahren nach Anspruch 4, sadurch gekennzeichnet, daR die cDNA-Basensequenz zur Bildung
eines Fusionsproteins, das geg 2benenfalls mit Antiserum reagieren kann, wobei das
Fusionsprotein (1) ein Glycoprotein, ein einzigartiges Fragment des Glycoproteins oder irgendein
funktionelles Aquivalent des Glycoproteins oder ein Glycoproteinfragment, welches aus einem
Gen oder einem Teil davon mit der cDNA-Basensequenz als nichtcocierender Strang hergestellt
worden ist, und (2) ein anderes Protein oder ein Fragment davon enthilt, singesetzt wird.
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR die cDNA-Basensequenz als Probe zur
Identifizierung oder Isolierung einer DNA-Basensequenz eingesetzt wird.
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafl die cDNA-Basensequenz als Piobe zur
Identifizierung oder Isolierung von S-Genen in einem Ziichtungsstock bzw. Ziichtungsmaterial
eingesetzt wird.
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da? die cDNA-Basensequenz zur
Transformierung von Pflanzenzellen oder Geweben durch Einfiihrung der cDNA-Basensequenz in
die Zellen oder die Gewebe eingesetzt wird.
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die cDNA-Basensequenz zur Bildung
eines Hybridsamens
a) durch Transformierung von Pflanzenzellen oder Geweben mit der cDNA-Basensequenz,
Regenerierung der gesamten Pflanzen und Bildung eines Hybridsamens aus den regenerierten
Pflanzen oder
b) du:ch Transformierung von Pflanzenzellen oder Gewsben mit der cDNA-Basensequenz,
Regenerierung der gesamten Pflanze unter Bildung einer ersten Pflarizenlinie,
Zusammenpflanzen der ersten Pflanzenlinie mit einer zweiten Pflanzenlinie und Erzeugung
eines Hybridsamens aus den zusammengepflanzten ersten und zweiten Pflanzenlinien,
eingesetzt wird,
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekernzeichnet, daR die cDNA-Basensequenz fiir die
Herstellung eines rekombinanten DNA-Transvektors durch Einsetzen einer cDNA-Basensequenz
in einen Vektor eingesetzt wird.
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR die cDNA-Basensequenz zur
Abtrennung eines genetischen Merkmals in einer Pfianze durch Isolierung einer
DNA-Basensequenz aus Pflanzenzellen oder Geweben unter Verwendung der cDNA-
Basensequenz als Probe, Anderung der isolierten DNA-Basensequenz durch Modifizierung,
Zufihrung oder Wegnahme von einer oder mehreren Basen, Transformierung der Pflanzenzellen
oder der Gewebe mit der gednderten DNA-Basensequenz und Regenerierung von Pflanzen mit der
gednderten DNA-Basensequenz eingesetzt wird.
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dal die cDNA-Basensequenz zur
Herstellung eines transformierten Mikroorganismus durch Einsetzen eines Transvektors, welcher
eina cDNA-Basensequenz enthilt, in den Mikroorganismus eingesetzt wird.
Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf} das S-locusspezifische Glycoprotein
die folgende Aminoséure-Sequenz aufweist:

NH- Gly Ser Val Val Leu lle Leu Phe Cys Pro Ala Phe Ser

50
lle Asn Thr Leu Ser Ser Thr Glu Ser Leu Arg lle Ser  Ser
100
Asn Arg Thr Leu Val Ser Pro Gly Asn Asn Phe Glu Leu Gly
150
Phe Phe Arg Thr Asn Ser Ser .Ser Arg Trp Tyr Leu Gly e

200
Trp Tyr Lys Lys Leu Leu Asp Arg Thr Tyr Val Trp Val Ala
Asn Arg Asp Asn Pro Leu Ser Asn Ala lle Gly Thr leu Lys
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250

lle Ser Gly Asn Asn Leu Val Leu Leu Gly His Thr Asn Lys

Ser Val Trp Ser Thr Asn Leu Thr Arg Gly Asn Glu Arg Leu
350

Arg Trp Trp GIn Thr Phe Ser Leu Met Gly Thr Ser -COOH

Verwendung einer DNA-Basensequenz, die flir ein S-locusspezifisches Glycoprotein aus

selbstunvertréglichen Pflanzen corliert, dadurch gekennzeichnet, daR die DNA-Basensequenz

a) als Codierungsstrang des ersten Gens oder eines Teils davon zur Herstellung eines chiméaren

Gens, welches ein erstes Gen und ein Teil davon und ein zweites Gen oder ein Teil davon

enthélt, oder

zur Herstellung eines Fusionsproteins, enthaltend (1) ein Glycoprotein, ein sinzigartiges

Fragment des Glycoproteins oder irgendein funktionelles Aquivalent des Glycoproteins oder

ein Glycoproteinfragment, codiert durch einen DNA-Strang mit einer DNA-Basenfrequenz, und

ein (2) anderes Protein oder ein Fragment davon, welches gegeb-2nenfalls mit Antiserum
reagieren kann, oder

c) als erste DNA-Basensequenz, als Probe zur ldentifizierung oder Isolierung einer zweiten
DNA-Basensequenz, oder

d) als erste DNA-Basensequenz, als Probe zur Identifizierung oder Isolierung von S-Genen im
Zichtungsmaterial bzw. Zichrungsstock, oder

e) zur Transformierung ven Pflanzenzellen oder Geweben, wobei man die DNA-Basensequenzin
die Zellen oder das Gewebe einflihrt,

f) unter Bildung eines Hybridsamens, wobei Pflanzenzsllen oder Gewebe mit der
DNA-Basensequenz transformiert werden, die Gesamtpflanzen regeneriert werden und aus
den regenerierten Pflanzen ein Hybridsamen erzeugt wird oder

g) unter Bildung eines Hybridsamens, wobei man Pflanzenzellen oder Gewebe mit der

DNA-Basensequenz transformiert, die ganzen Pflanzen unter Bildung einer ersten Pflanzenlinie

regeneriert, die erste Pflanzenlinie mit einer zweiten Pflanzenlinie zusammenpflanzt und sinen

Hybridsamen aus den zusammengepflanzten ersten und zweiten Pflanzenlinien erzeugt oder

alserste DNA-Basensequenz zur Entfernung eines genetischen Materials in einer Pflanze durch

Isolierung einer zweiten DNA-Basensequenz aus den Pflanzenzellen oder dem Gewebe unter

Verwendung der ersten DNA-Basensequenz als Probe, Anderung der isolierten

DNA-Basensequenz durch Modifizierung, Zufligen oder Entfernen von siner oder mehreren

Basen, Transformierung dei Pflanzenzellen oder Gewebe mit der geéinderten DNA-

Basensequenz und Regenerierung der Pflanzen mit der gednderten DNA-Basensequenz,

eingesetzt wird,

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Baserisequenz zur Herstellung

eines rekombinanten DNA-Transvektors durch Einsetzen einer DNA-Basensequenzin einen Vektor

eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dal die DNA-Basensecuenz fiir die

Herstellung eines transformierten Mikroorganismus durch Einsetzen eines Transvektors in den

Mikroorganismus, welcher eine DNA-Basensequenz enthilt, eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da die DNA-Basensequenz als

nichtcodierender DNA-Strang des ersten Gens oder eines Teils davon flir das S-locusspezifische

Glycoprotein oder ein Teil davon aus einer selbstunvertraglichen Pflanze zur Herstellung eines

chiméren Gens eingesetzt wird.

b

—

h

—

Hierzu 3 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft allgemein ein neues Verfahren zur Herstellung eines kionierten DNA-Fragments und Verfahren fiir die
Verwendung des Fragments. Die Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren 2ur Herstellung eines klonierten DNA-Fragments
mit einer Basensequenz, die fiir ein S-locusspezifisches Glycoprotein von einer selbstunvertraglichen Pflanze codiert, und
Verfahren fir die Verwendung der geklonten DNA. Die geklonte DNA ist idustriell fiir die Hybridsamenproduktion und 2ur
Beseitigung der Selbstunvertréglichkeit in Pflanzen niitzlich. Die klonierte DNA ist ebenfalls industriell als Probe niitzlich, um
S-Gene in Zichtungsmaterialien bzw. Samenmaterial zu identifizieren und um stabile S-Allele mit starken Promotern zu
identifizieran.
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Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

In (iber 3000 Spezies, die die diversen angispermen Familien représentieren, ist die Selbszefruchtung durch einen
Mechanismus, welcher ais , Selbstunvertriglichkeit* (self-incompatibility) bezeichnet wir 2, blockiert {East, E.M. Prac. Am. Phil.
Soc. 82 449-518 [1940]). Nach der Selbstbestdubung ruft die Zwischenwirkung zwischen dam Stigma oder Griffei und dem
Pollen eine definierte morphologische Antwort hervor und verhindert das normale Pollenschiauchwachstum. Die Befruchtung
wird verhindert, da diese Pollenschlduche nichtin der Lage sind, in die volle Léinge des Stigma und Griffels zu penetrieren. Die
spezifische Eigenschaft dieser Zwischenwirkung wird durch eine oder mehrere genetische loci bestimmt und erfordert die
Identitét von Allelen, die von den ménnlichen und weiblichen Elternteilen getragen werden.

Die Unvertréglichkeitssysteme wurden in zwei Hauptgruppen eingeteilt. Die gametuphytischen Systeme, in denen der Phenotyp
eines Pollenkorns durch den haploiden Pollengenotyp bestimmt wird und die sporophytischen Systeme, in denen der
Polienphenotyp durch den Genotyp der diploiden Elternteilpflanze bestimmt wird. Bei der sporophytischen Art der
Unvertriglichkeit, fir die ein Beispiel die crucifere Brassicaist, ist die Selbstunvertraglichkeitsreaktion an der Stigmaoberfléche
lokalisiert und tritt innerhalb von Minuten nach dem Anfangskontakt zwischen dem Pollen und den papillaren Zellen an der
AuBenoberfliche des Stigmas auf. In diesem Genus ist die Selbstunvertragiichkeit unter der Kontrolle eines einzigen
genetischen Locus, des S-Locus, welcher stark polymorphist, so daB 50 oder mehr Allele in natiirlichen Populationen identifiziert
wurden (Thompson, K.F. at al., Heredity 21: 345-362 [1966]; Ockendon, D.J., Heredity 33: 159-171(1974]}),

Vielleicht wird die experimentell am besten nachweisbare Route hinsichtlich der molekularen Analyse der genetischen Kontrolle
der Unvertriglichkeit durch den Nachweis von Antigenen nahegelegt, die fiir die verschiedenen S-Locus-Allele in
Stigmahomogenaten von unterschiedlichen Brassica-Stimmen spezifisch sind {Nasrallah, M.E. et al., Heredity 22, 519-527
[1967)). Es wurde gezeigt, dal diese Antigene Glycoproteinen entsprechen, die in verschiedene elektrophoratische Systeme
aufgespalten werden kénnen {Nasrallah, M.E. et al., Heredity, 25, 23-27 [1970]; Nasrallah, M.E. et al., Genet. Rs. 20, 151-160
(1972]; Nishio, T. et al., Heredity 38, 391-396 [1977); Nasrallah, M.E. et al., Experlentia 40, 279-281 [1984]). Verschiedene
Bewsisreihen zaigen, daR diese Glycoproteine eine wichtige Rolle bei der Unvertréglichkeit spielen kdnnsn: {1) Die Mobilitaten
dieser Molekiile variieren in Stigmaextrakten, die sich von Brassica-Stimmen ableiten, mit unterschiediichen S-Locus-Allelen.
(2) Diese Molekile wurden exklusiv in dem Stigma und spezifisch in den Oberflichen-Papillarzellen des Stigmas gefunden, die
Stelle des urspriinglichen Kontaktes zwischen dem Pollen und dem Stigma. (3) Eine erhéhte Rate der Synthese dieser
S-locusspezifischen Glycoproteine {,SLSGs*) in dem entwickelten Stigma steht gut in Ubereinstimmung mit dem Beginn der
Unvertréglichkeitsreaktion in dem Stigma (Nasrallah, J.B. et al., Experlentia 40, 279281 [1984]). (4) Die wichtigste Eigenschalt,
die Erbeigenschaften der verschiedenen Formen von SLSG, stehen mit der Sagregation der S-Allelen in den Fy- und
F,-Generationen in perfekter Korrelation, was anzeigt, duf das fiir diesen Polymorphismus verantwortliche Gen genetisch
extrem eng an den S-Locus gebunden sein muB (Nasrallah, M.E. Genst. Rs. 20, 151-160 [1972]; Hinata, K. et al., Heredity 41,
93-100 [1978]).

Die Isolierung eines cDNA-Klons, welcher an S-locusspezifisches Glycaprotein codiert, ist von groBem interesse, da ein solcher
Klon die ldentifizierung der Selbstunvertriglichkeitsgane beim Ziichten eines Stocks bzw. beim Ziichten von Pflanzenmaterial,
die ldentifizierung stabiler S-Allelen mit starken Promotern, wie auch die Einfihrung van Selbstunvertréglichkeitsgenen in die
geeigneten Pflanzenstimme durch Transformation, erlaubenwiirde. Zusatzlich kdnnen transformierte Stimme, welche S-Allele
tragen, mit Stimmaen, die unterschiedliche S-Allele tragen, intergepflanzt werden, so dal der Samen, der geerntet wird,
vollstandig hybrid ist. Es besteht ain Bedarf nach solchen Hybridarten, da h6here Ausbeuten bzw. Ernten erzeugt werden. Soiche
Stdmme sind sbenfalls besser fiir die Einfiihrung von Resistenz gegen Krankheit geeignet, und sie besitzen eine bessere
Anpassungsfahigkeit fir extreme Umgebungswachstumsbedingungen. Beispielsweise besitzen bei ornamentalen Nutzpflanzen
selbstvertriagliche Arten eine lingere Haltbarkeitsdauer und bliihen wahrend einer langrren Saison.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, die Hybridsamenproduktion zu erleichtern durch einen wirksamen Transfer von stabilen S-Allelen in
aufzuzishendes baw. zu ziichtendes Material.

ErfindungsgemaR soll weiterhin die Selbstunvertriglichkeit von Fruchtbdumen becseitigt werden, wodurch héhere Ernten und
bessere Friichte erhalten werden. Dies gilt insbesondere fiir Ba1:me in Obstgérten, wo oft nur ein Fruchtbaum vorhanden ist.
ErfindungsgemaB soll das Auftreten von Selbstunvertriglichkeits-Inzuchtlinien durch Handbefruchtung vermiaden werden
konnen.

ErfindungsgemaB soli die interspezifische Hybridisierung zwischen selbstvertréglichen und selbstunvertriglichen Spezies
aktiviert werden, wodurch ein gréRerer Genpool fiir die Pflanzenverbesserung erhalten wird.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Méglichkeit zur Verfiigung zu stellen, mit der die Hybridsamenproduktion
verbessert wird, die Unvertréglichkeitin Pflanzen beseitigt wird, wodurch héhere Ernten erzeugt werden und die interspezifische
Hybridisierung zwischen selbstunvertraglichen und selbstvertraglichen Spezies aktiviert wird.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer DNA-Basansequenz, das dadurch gekennzeichnet ist, daBt eine im
wesentlichen reine DNA-Basensequenz, die fiir ein S-locusspezifisches Glycoprotein codiert, aus einer selbstunvertrdglichen
Pflanze oder irgendain Fragment einer DNA-Basensequenz, das fiir die DNA-Basensequenz einzigartig ist, oder irgendein
funktionelles Aquivalent der DNA-Basensequenz oder ein Fragment der DNA-Basensequenz isoliert wird.

Die Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren fiir die Herstellung einer DNA-Basensequenz, das dadurch gekennzeichnet ist, dald
eine im wesentlichen reine DNA-Basensequenz, die einer cDNA-Sequenz entspricht, welche einer mRNA-Sequenz entspricht,
welche fiir ein S-locusspezifisches Glycoprotein codiert, aus einer selbstunvertragtichen Pflanze isoliert wird. Die Erfindung
betrifft weiterhin Verfahren fiir die Verwendung dieser DNA-Basensequenzen.
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Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren fiir die Herstellung eines rekombinanten DNA-Transfervektors, der eine DNA-
Basensequenz enthalt, welche fiir ein S-locusspezifisches Glycoprotein aus siner selbstunvertriglichen Pflanze codiert oder
welche sine cDNA-Basensequenz enthélt, die der mRNA-Sequenz entspricht, und fiir ein S-locusspezifisches Glycoprotein aus
selbstunvertriglichen Pflanzen codiert. Die Etfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Harstellung eines Mikroorganismus,
der durch irgendwelche dur oben erwithnten DNA-Transfervektoren transformiert ist, ein Verfahren fir die Herstellung eines
chiméiren Gens, welches ein Gen oder ein Teil davon fiir ein S-locusspezifisches Glycoprotein und ein anderes Gen oder ein Teil
davon enthdit, und ein Verfahren fiir die Verwendung dieses Gens zur Herstellung von Fusionsproteinen. Die Erfindung betrifft
ebenfalls ein Verfahren fiir die Herstellung eines Fusionsprotsins, welches ein S-locusspezifisches Glycoprotein oder ein Teil
davon aus selbstunvertriglichen Pflanzen und ein anderes Protein oder ein Teil davon enthilt; ein Verfahren fiir die Herstellung
eines Fusionsproteins, welches mit dem Antiserum fir das S-locusspezifische Glycoprctein aus selbstunvertraglichen Pflanzen
reagieren kann, und Verfahren fir die Verwendung dieser Fusionsproteing als Antigene.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Klonierung einer cDNA-Sequenz, welche fiir mindestens einen Teil des
S-locusspezifischen Glycoproteins codiert, aus der selbstunvertriglichen Pflanzenfamilie Brassica.

Figur 1 ist eine Restriktionskarte bzw. -bank und zeigt die DNA-Sequenzstrategie von Brassica cONA-Insert auf pBOSS. Die
Restriktionskarte wird durch gelelektrophoretische Analyse von einfachen und doppelten Enzymdigesten von pBOSS
konstruiert. Die dicke Linie zeigt den Codierungsbersich fiir das S-locusspezifische Glycoprotein, und die diinne Linie zeigt den
3'-Nichtcodierungsbereich der cONA-Sequenz. Pfeile unterhalb der Karte zeigen die Richtung und das Ausmaf der Sequenzen,
die in M 13-Vektaren subkloniert sind und von jeder Restriktionsstells abg.!esen werden.

Figur 2istein Nucleotid und leitet sich von der Aminosdure-Sequenz des cDNA-Inserts von pBOS 5 ab. Die Restriktionsstellen, die
in der Figur 1 aufgefiihrt sind, sind gezeigt. Der Kasten umrahmt die Polyadenylierungssignal-Sequenz 5-AATAA-3',

In Figur 3 wird die Subklonierung von pBOS 5 ¢cDNA-Insert in pWR590-Reihen der Expressionsvektoren beschrieben, wobei

(A) die Zeugung der pBOS5 L- und S-Fragmente durch Bam H1-Xho!-Digestion bedeutet. Die Pfeile zeigen die entstehende
Richtung der Transkription in dem Chimérenplasmid;

(B) ist die Karte von pWR5S0. Die Pfeiie zeigen die Richtung der Transkription. Lacz’ bebeutet ein verkiirztes lacz-Gen, welches
fiir etwa 590 Aminosauren codiert. Die expandierte Region, die auf das lacz’-Gen folgt, enthilt die Polylinker-Sequenz; und

(C) istdie Nucleotid-Sequenz der Expressionsvektoren an den Fusionsverbindungen und die erwarteten Translationsprodukte.
~hucs” bedeutet Nucleotide, , aas” bedeutet Aminosauren.

Verfahren zur Herstellung des Klons

Die Strategie fur die Isolation von SLSG-codierenden DNA-Sequenzen wurde aufgrund der Entdeckung vorausgesagt, daB in
einigen selbstunvertrdglichen Stdimmen, wie Brassica-Stimmen, 1 bis 5% der Proteinsynthese in dem selbstunvertriglichen
Keimstigma der Synthese dieses Makromolekiils gewidmet sind (Nasrallah, J.B. et al., Exparientia 40, 279-281 [1984]). £s
erscheint daher wahrscheinlich, daB ein hoher Anteil der Klone in der cDNA-Bank, die mit polyA+ RNA aus dem reifen
unvertriglichen Stigma konstruiert sind, SLSG-Sequenzen enthalten, Es wurde bereits in der Vergangenheit beobachtet, dad
SLSG-Molekiile in dem Stigma, jedoch nicht im Blatt oder im Samengswebe, auftreten (Nasrallah, J.B. et al., Experientia 40,
279-281 [1334)). Die Anmelderin hat daher die Hypothese aufgestelit, daB SLSG cDNA-Klone in der Fraktion der Klone in einer
scichen Bank angereichert sein wiirden, welche stark die radioaktive cDNA, welche der reifen Stigma-mRNA entspricht,
hybridisieren, jadoch nicht in markierter Blatt- oder samenspezifischer cDNA.

Eine erfindungsgeméfle cDNA-Bunk kann gebaut werden baw. aufgestellt werden, indem man cDNA aus polyA+ RNA von
unvertrdglichen Stigmas zu dem Zeitpunkt herstelit, wenn die Maximalsynthese von SI.SG aufiritt, inderm man mit oligo{dT) ;.48
entsprechend dem zuvor beschriebenen Verfahren primiart bzw. eine Primerreaktion durchfiihrt (Maniatis, T. et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual [1982}).

Als Pflanzenquellen fir die Erhaltung unvertriglicher Stigmas kénnen natiirliche Populationen und Pflanzen, die aus
Zichtungsprogrammen in Universitaten, Versuchsstationen und Samenherstellungsfirmen erhalten werdan, verwendet
werden. Beispisle geeigneter Pflanzen von natiirlichen Populationen umfassen Lycoperticon peruvianum und solanum.
Beispiele fiir geeignete Pflanzen aus Ziichtungsprogrammen umfassen Gemiisenutzpflanzen, wie Kartoffeln, Tomaten,
Kohlnutzpflanzen, Beetenutzpflanzen, Ornamentnutzpflanzen, wie Petunia, Nicotiana, Getreidenutzpflanzen und Graser, wie
Roggen, Steinobst, wie Kirschen, Pflaumen und Apfel, Futternutzpflanzen, wie Klee, Khaki bzw. Kokl und Senf, Olsamen, wie
Traubensamen, insbesondere Brassica napus. Besonders bevorzugt sind selbstunvertragliche Brassica oleracea-Pflanzen,
welcha fiir verschiedene S-Allele, wie Sg, S13 und Sy und 47 anderer bis heute bekannter Allele homozygot sind (Thompson, K.F.
ot al., Heredity, 21: 345-362 [1966]; Ockendon, D.J., Heredity, 33, 159-171 (1974]).

Damit eine Homezygotie von Brassica oleracea erhalten wird, knnen reife Pollen auf unreife und damit selbstvertragliche
Stigmas der gleichen Pflanze angewendet werden.

Beispiele von geeigneten S-Homozygoten umfassen alle stabilen S-Homozygoten unter den fiinfzig bekannten. Bevorzugte
Homozygoten sind die S¢- und S, -Homozygoten von Brassica oleracea.

PolyA+ RNA kann nach per se bekannten Verfahien, wie durch oligo{dT)-Chromatographie isoliert werden (Aviv, H. et al., Proc.
Nati Acad. Sci. USA 69, 1408 (1972)).

Die aus polyA+ RNA ausunvertrédglichen Stigmas hergestellte cDNA wird mit S,-Nuclease hehandelt und anschlieBend mitdem
Klenow-Fragment von E. coll DNA-Polymerase zur Erzeugung von cDNA mit glatten Enden repariert {Maniatis, T. et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual [1982]), Die cUNA mit glatten Enden kann an Restriktions-Endonucleaselinker ligiert werden und
zur Vervollstandigung mit der Rustriktions-Endonuclease digeriert werden (Maniatis, T. et al., Molecular Cloning: Al aboratory
Manual [1982]). Fragmente von cDNA grdBer als 500 Basenpaaren {,bp*) kénnen nach an sich bekannten Verfahren
einschlieBlich der Elektrophorese an Agarosegel isoliert und in die geeignete Restriktionsstelle eines Plasmids kloniert werden.
Die Plasmide werden dann zur Transformierung von Zellen nach an sich bekannten Verfahren, wie cem Verfahrenvon Hanahan,
D., J. Mol. Biol. 166, £57-580 {1983) verwendet. _

Geeignete Restriktions-Endonucleaselinker urnfassen irgendwelche Linker, welche Restriktionsstellen enthalten, die den
einzigartigen Restriktionsstellen in dem Plasmiid entsprechen.

Beispiele umfassen Eco Ry-Linker, Hin D-Linder und Bam H 1-Linker, und besonders bevorzugte Restriktions-Endonucleaselinker
{iir Brassica oleracea sind Bam H1-Linker.
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Geeignete Plasmide umfassen irgendwelche Plasmide, welche die einzigan Restriktionsstellen fiir den Einsatz framder DNA
enthalten. Beispiele sind pBR322 und pKC7. Das Plasmid pBR322 ist bevorzugt.

Gesignete Mikroorganismen-Wirtszellen umfassen irgendwelche Zellan, welche die Vervielfiltigung der Recombinantplasmide
unterstiitzen. Beispiele sind E.coli HB 101-, JM101- und SF3-Stdmme. E. coll SF8 ist bevarzugt.

Stigma- und Samen-cDNA-Proben kénnen nach an sich bekannten Verfahren, wie nach der Random-Primer-
Umkehrtranskription von polvA+ RNA (Taylor, J.M. et al., Blochim. Blophys., Acta 442, 324 [1976]) erhalten werden. Stigma-
Proben werden aus polyA+ RNA hergestelit, welche durch Reinigung von selbstunvertraglichem Stigma erhalten wurden, und
Samenproben werden aus polyA-+ RNA hergestelit, welche durch Reinigung aus etiolierten Simlingen erhalten wurden.
Recombinant-Klone kénnen nach irgendwelchen bekannten Verfahren gescreened werden einschlieBlich des Colony-
Hybridisierungsveriahrens von Grunstein & Hogness (Grunstein, M. et al., Proc. Natl Acad, Sci. USA 72, 3961 [1975]).

Nachdem einmal die cDNA-Bank konstruiert worden ist, kdnnen unabhingige Klone randomartig aus der Bank herausgegriffen
werden, und die DNA dieser Kolonien kann nach an sich bekannten Verfahren charakterisiert werden, wie durch Ubertragung auf
jedes von zwei Nitrocellulosefiltern und Hybridisierung mit den gesigneten Proben. Bei Brassica kénnen Kolonien, die mitvon
Stigma abgeleiteten cDNA-Proben stark hybridisieren, jedoch nicht mit Samen-cDNA-Proben reagieren, fiir die weitere
Verwendung ausgewahlt werden.

Ein solches Plasmid, welches Stigma abgeleitete DNA-Homologe zu der von Brassica oleracea enthilt, ist pBOSS mit der
ATCC-Hinterlegungsnummer 40191,

Nachdem dia Kolonien einmal ausgewihlit wurden, kann Plasmid DNA aus jeder der Kolonien hergestellt werden, und
Zersetzungen (digests) mit aer geeigneten Restriktions-Endonuclease kénnen durchgefiihrt werden, so daB die cDNA-Inserts
von dem Plasmidvektor durch Gelelektrophoresz abgetrennt werden kénnen.

Die Amplifikation und Isolierung von Plasmid DNAs kann unter Verwendung von Standardverfahren (Maniatis, T. et al.,
Molecular Cloning a Laboratory [1982)) durchgefihrt werden. Die Inserts kénnen von dem Plasmid durch Digestion mit
geeigneter Restriktions-Endonuclease und anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese und Elektroelution abgetrennt werden
(McDonald, M.W. et al., J. Mol. Biol. 110, [1977)).

Die Cross-Hybridisicrungsversuche kénnen mit diesen Digests (Abbaumaterialien) durchgefihrt werden, um festzustellen, ob
die DNAs aus den Plasmiden homolog zu der DNA der urspriinglichen Pflanzenquelle sind.

Es werden so die Piasmide, welche homologe DNA enthalten, bestimmt.

Bestimmung der Nucleotid-Sequenz von dem cDNA-Insert (Einsatz) in pBOSS

Zur Bestimmung der Nucleotid-Sequenz des cDNA-Inserts kénnen Fragmente des Plasmid-Inserts, welche durch Restriktions-
Endonuclease erzeugt wurden, in gesignete Vektoren subkloniert werden, und die entstehende einstringigen DNAs kénnen
der Sequenzanalyse nach an sich bekannten Verfahren, wie nach dem Sanger-Verfahren {1979) unterworfen werden (Sanger, F.
et al., J. Molec. Biol., 143 161-178 [1980)).

Geeignete Vektoren fiir die Subklonierung sind leicht verfiighar und dem Fachmann gelaufig. Besonders bevorzugte Vektoren
fur den pBOS5-Insert sind M 13-Vektoren mp 10 und mp 11 (Messing, J. et al., Gene 19, 269-2766 [1982]).

Die Restriktionsbank und die DNA-Sequentierungsstrategie von Brassica cDNA-Insert von pBOSS istin Figur 1 dargestelit.

Die Restriktionsbank wurde durch gelelektrophoretische Analyse verschiedener einstréngiger und doppelstréngiger Enzym-
Digests von pBOS5 konstruiert. Die dicke Linie stellt den Coddierungsbereich, und die diinne Linie stellt den
¥-Nichtcodierungsbereich von der cDNA-Sequenz dar. Pfeile unterhalb der Karte zeigen die Richtung und das AusmaB der
Sequenzen, welche in M13-Vektoren subkloniert sind und von jeder Restriktionsstelle abgelesen werden.

Die Ergebnisse der Nuclsotid-Sequenzbestimmung an einem pBOS5 BamH 1-Einsatz, subkloniertin M13mp 10 und M 13mp11,
sind in Figur 2 dargestelit. Obgleich finf der sechs méglichen Leseraster durch mehrfache Monsense ©odons innerh2’u des
gesamten 1283-Basenpaar-(,bp“) Einsalzes blockiert sind, translatiert das verbleibende Leseraster in ain Polvpzptid mit einer
Lénge von 123 Aminosiuren, wie es in Figur 2 dargestellt wird. Die Nucleotid-Sequenz AATAAA, welche als Signal fiir die
Polyadenylierung von mRNA angenommen wird (Proudfoodt, N.J. etal., Nature 263, 211-214 [1976)), ist stromabsviirts von dem
SLSG-Codierungsbereich 11 bis 16 bp vom Ende des cDNA-Finsatzes lokalisiert, von dem man annimimt, daB er von dem 3'-Ende
von mRNA stammt. Die cONA-Sequenz enthilt keiren poly{A)-Schwanz, welchar normalerweise 11 bis 30bp von dem
Polyadenylierungssignal entfernt ist. Eine Erkldrung fiir die Abwesenheit des poly{A)-Trakts ist die, daR die BamH 1-Sequenzen,
die beide Seiten des cDNA-Einsatzes flankieran, nicht der BamH 1-Linker-Sequenz, die bei der Konstruktion von cDNA alleine
verwendet wird, §hnelt. Man nimmt an, obgleich dies hypothetisch ist, daB aine BamH 1-Erkennungsstelle in der vollen Lénge
der cDNA-Sequenz zwischen dem Polyadenylierungssignal und dem poly(A)-Schwanz des Messengers lokalisiert ist, so daBd
diese BamH 1-Stelle in den pBR 322-Vektor anstelle des Endes, das durch die Linker-Sequenz gelisfert wird, singesetzt werden
kann.

Konstruktion der Expressionsplasmide

Geeignete Expressionsvektoren sind Vektoren, welche Sequenzen der DNA enthalten, die fiir die Transkription ihrer mRNAs in
E.coll erforderlich sind. Beispiele sind gt 11, puc8, puc$, pWR 530, pWR590-1, pWR 590-2. Bevorzugte Vektoren fiir den pBOS 5-
Insert sind die drei Expressionsvektoren pWR590, pWR 590-1 und pWR590-2, welche kiirzlich beschrieben wurden {Guo, L. H. et
al., Gene 29, 251-254 (1984]). In diesen Vektoren kann fremde DNA in den Paly-Linkerbereich singesetzt werden, so dal diese
exogenen Sequenzen durch E. coli-Zellen in ein Fusionsprotein translatiert werden kéinnen, von denen die ersten

590 Aminosduren durch ein abgestumpftes E. coli-B-Galactosidasegen geliefert worden (Guo, L. H. et al., Gene 29, 251-254 [1984]
und Figur 6a). Unter Verwendung aller drei Vektoren kann ein Fragment fremder DNA an das B-Galactosidasegen in allen drei
méglichen Translations-Leserastern gebunden werden.

Der angenommene Codierungsbereich von dem cDNA-Insert aus Brassica oleracea ist vollstindig innerhalb sines Fragments
aus DNA (Fragment Lin Figur 3B) enthalten, welches durch Recognitionsstellen fiir die Enzyme BamH 1 (an den Stellen 1-6) und
XHol (Nucleotide 740-745) abgegrenzt ist. Wie in Figur 3C erldutert wird, kann das Fragment L aus pBOS 5 theoretisch fiir ein
Fusionspretein, welches Determinaiten, die fur ein langes offenes Leseraster codieren, das durch DNA-Sequenzdaten
vorgesehenwird, codieren, nurwennesin den Vektor pWR550-1 eingesetztist. Wenn es in irgendeinem der verbleibanden zwei
Vektoren, pWR5906 und pWR590-2, eingesetzt wird, ware das Fragment L nicht in dem korrekten Leseraster, bezogen auf das
B-Galactosidasegen, und wiirde die Synthese eines Fusionsproteins, das im wesentlichen durch Brassica DNA spezifiziert wird,
nicht dirigieren.
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Es kdnnen so sechs Expressionsplasmice konstiuiert werden, wie beispielsweise die sechs Expressionsplasmide, die aus don
L- und S-Stréngen von Brassica konstruiart werden. Die entstehenden gechs konstruierten Strénge knnen individusll in
geeignete Zellen durch Transformation eingearkeitet werden, und die Plasmide in verschiadenen Kolonien, die aus jeder der
Transformation hervorgehen, kénnen durch Digestion mit geeigneten Restriktions-Endonucleasen gepriift werden.

Geeignete Zellen fiir die Transformation des Expressionsplasmids umriassen irgendwelche Stdmme, welche seine
Vervielfiltigung bzw. Vermehrung und Translation erlauben. Baispiele sind E. cali-Stamme HB 101, JM 101 und SF8. Besonders
bevoraugt ist E.coli SF8.

Eine Kolonie aus jedem Versuch, welche das erwartete Muster von Fragmenten ergibt, wurde ausgewihit. Aus Brassica besteht
das erwartete Muster aus zwei Fragmenten, wovon eines in seiner GréBe entweder dem Fragment L oder dem Fragment S
entspricht und das andere Fragment identisch mit der Linge zu dem Vektor ist.

Extrakte kdnnen aus Kulturen der ausgewahiten Transformantsn hergestelit werden, und nach geeign~ten Verfahren, wie
gemaR einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese, fraktioniert werden. Die auf diese Art analysierten Prote.rie kénnen
olektrophoretisch auf Nitrocellulosefilter Ubertragen werden und mit Antikérpern gegeniiber SLGS naciy o sich bekannten
Verfahren analysiert werden, Das Plasmid, welches das Fragment L gebunden an den Vektor enthilt, der die Synthese von
SLGS-verwandten Polypeptiden dirigiert, kann durch positive Reaktion mit SLSG-Antiserum oder nach einem anderen
geeigneten Verfahren identifiziert werden, Fiir Bro=sica sollte die GréRe der prominenten Bande so sein, wie man sie fiir ein
Fusionsprotein erwartet, welches aus den Aminoséauren des Expressionsplasrnids und dem Poly-Linkerbersich und den

123 Aminosauren, die durch Brassica cDNA-Klon codiert werden, besteht.

Wie bereits erwéihnt, besitzt die vorliegende Erfindung zahlreiche Anwendungen. Eine davon besteht darin, S-Gene in
Samenmaterial, beispielsweise gemaR der Southern-blot-Analyse, genomischer DNA zu identifizieren. Eine andere Anwendung
besteht in der Identifizierung stabiler S-Allele mit starken Promotern, beispielsweise durch isoelektrische Fokussierung oder
Transformation. Zusatzlich kdnnen transformierte Stimme, welche die S-Allele tragen, in Stimme, die unterschiedliche S-Allele
tragen, eingepflanzt werden, so daB der Samen, welcher geerntat wird, ein vollstindiges Hybrid ist. Weitere Anwendungen
umfassen: eine Erleichterung der Hybridsamenproduktion durch einen wirksameren Transfer stabiler S-Allale in
Samenmaierialien, beispielsweise durch Transformation, das Brechen bzw. Aufhéren der Selbstunvertriglichkeitin Frucht- bzw.
Obstbdumen, beispiels.wveise die In-vitro-Mutagenese von S-Genen, oder durch chemische und immunochemische Blockierung
der selbstunvertraglichen Inbred-Linien, beispielsweise durch Transformation oder In-vitro-Mutagenese.

Ausfihrungsbelspiele
Die folgenden Ausfiihrungsbeispiele erldutern die Erfindung.

Ausfihrungsbeisplel 1

Herstellung eines Kions, welcher Brassica oleracea cDNA enthélt

Brassica oleracea selbstunvertriagliche Pflanzen, welche fiir die Sg-, Sy3- und S, -Allele, die in der State University New York,
Cortland, gehalten wurden, homozygot sind, wurden fiir das folgende Expsriment verwendet.

Homozygotie wurde erhalten, indem man reife Pollen auf unreife und somit selbstvertrégliche Stigmas dar gleichen Pflanze
anwendete.

Brassica oleracea cDNA wurde aus polyA+ RNA aus Stigmas cinen Tag vor der Anthese hergastellt, indem man mit
ologo(dT),,.1s entsprechend dem zuvor beschriebenen Verfahran eine Primer-Reaktion durchfihrte (Maniatis, T. et al., Molecular
Cloning a Labeoratory Manual {1982)).

Nach der Behandlung mit S,-Nuclease (Bethesda Rasearch Laboratories, BRL) und der darauffolgenden Reparatur mit dem
Klenow-Fragment von E.coll DNA-Polymerase | (BRL) (Maniatis, T. et al., Molecular Coling: A Laboratory Manual [1582)) wurde
die cONA mitglatten Enden an BamH1-Linker (BRL) nach an sich bekanntenVerfahren ligiert und zur Vervollstandigung mit Bam
H1 nach an sich bekannten Verfahren digeriert (Maniatis, 7. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual [1982)). cDNA-
Spezies, die groBer sind als 500bp, wurden duirch Evektrophorese an einem 1%igen niedrigschmelzenden Agarose-Gel in
0,089molarer Tris-Base, 0,089molarer Borsdure, 0,002 molarer Ethylendiamintetraessigséure (Dinatriumsalz) isoliert und in die
Bam H 1-Stelle von Plasmid pBR 322 nach an sich bekannten Verfahren (Maniatis, T. et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual [1982]) kloniert. Die Transformation von E.coli-SF 8-Zellen, die im Handel erhiltlich sind, erfolgtnach dem Verfahrenvon
Hanahan, D., J. Mol. Biol. 166, 557-580 [1982)).

Ungeféhr 2000 unabhéngige Klone wurden randomanrtig aus der cONA-Bank herausganommen, und die DNA dieser Kolonien
wurde dann auf jedes von zwei Nitrdcellulosefiltern transferiert und mit Stigma-cDNA- und Samen-cDNA-Proben hybridisiert.
Die Stigma-und Samen-cDNA-Proben wurden durch Random-Primer-Umkehrtranskription von polyA+ RNA hergestelit {Taylor,
J.M. et al., Blochim. Biophys. Acta 442, 324 [1976]). Die Stigmaprobien wurden aus polyA+ RNA durch Reinigung von Brassica
selbstunvertréglichen Stigmas hergestelit. Samenproben wurden aus polyA+ RNA durch Reinigung von Brassica stiolierten
Sémlingen hergestellt.

Die recombinanten Klone werden nach dem Kolonie-Hybridisierungsverfahren von Grunstein & Hogness (Grunstein, M. et al.,
Proc. Natl Acad. Sci. USA 72, [1975)) gescreened.

Eswurde gefunden, daB acht Kolonien stark mit der sich von Stigma ableitenden cDNA-Probe hybridisieren, jedach nicht mitder
sich von Samen ableitenden cDNA-Probe reagieren.

Plasmid DNA wurde aus jeder der acht Kolonien nach an sich bakannten Verfahren hergestellt (Maniatis, T. et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual {1982)).

Das Plasmid BDNA wurde mit Restriktions-Endonuclease Bam H1 digeriert (Maniatis, T. et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual [1982)).

Die cDNA-Inserts wurden aus dem Plasmidvektor durch Agarose-Gelelektrophorese und Elektroelution hergestelit (McDonald,
M.W. et al,, J. Mol. biol. 110, (1977}}) und wirden mit P gemaB der Nick-Translation (Rigby, P.W. J. et al.,, J. Mol. Biol. 113,
237-251 [1977)) markiert.
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Cross-Hybridisierungsversuche zwischen den verschiedenen isolierten Plasmiden wurden dann nach an sich bekannten
Verfahren durchgefihrt {Maniatis, T. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual [1982]).

Die Cross-Hybridisierungsversuche zeigen, daB alle acht Recombinant-Plasmide zueinander homolog sind. Das Plasmid,
welches den groBiten cDNA-Einsatz enthélt, wird als pBOSS bezeichnet und besitzt die ATCC-Hinterlegungsnummer 40191,

Ausfihrungsbeisplel 2

Determination der Nucleotid-Sequenz von Brassica cDNA-Insert in pBOSS

Durch Restriktions-Endonuclease gebildete Fragmente von pBOS 5-Insert wurden in M 13-Vektoren mp 10 und mp 11 subki~niert
(Messing, J. et al., Gene 19, 269-2766 [1982]), vargleiche Figur 1.

Die DNA-Sequentierung erfolgte mit der entstehendsen einstringigen DNA nach dem Dideoxynucleotid-
Kettenterminationsvarfahren (Sanger, F. at al., J. Mol. Biol, 143, 161-178 [1980}) unter Verwendung von synthetischem 17-mer
als Primer (New England Biolabs). Der 17-mer-Primer besitzt die folgende Sequenz:

5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3'.
Die Ergebnisse der Nucleotid-Sequenzdetermination langs einer projizierten Aminoséure-Sequenz sind in Figur 2.dargex.tellt.

Ausfiihrungsbeispiel 3

Herstellung von Fustonsproteinen

Die Plasmide pWR 590, pWR590-1 sind eine Familie von Expressionsvektoren, die dazu geschaffen wurden, daB siein jeder der
drai moglichen Translationsraster Gene verdeutlichen (Guo, L.H. et al., Gene 29, 251-254 {1984]). Zur Konstruktion von
Expressionsplasmiden vorn der Brassica cDNA-Sequenz werden die 745bp (L) und die 538 pB (S) Bam H 1-Xhol-Fragmente von
pBOS 5 aus einem 1%igen niedrigschmelzenden Agarose-Gel der gleichen Zusammenasetzung, wie oben beschrieben, isoliert
undmitBam H1-und Sall-Digests von pWR 590, pWR 50-1 und pWR 590-2 nach an sich bekannten Verfahren ligiert (Maniatis, T.
et al,, Molecular Cloning: A Laboratory Manual [1382]). Die entscheidenden sechs Plasmidkonstruktionen, die als pWR590-L,
pPWR690-1L, pWR580-2L, pWR 590-5, pWR 590-1 S und pWR590-2 S bezeichnet wurden, werden zur Translormierung von E. coli
SF8-Zellen verwendet.

Transformierte E.coll SF8-Stamme werden tiber Nacht in Anwesenheit von 1mM IpTG geziichtet. Die Extrakte werden durch
Beschallung in 7M Guanidinhydrochlorid {Guo, L. H. et al., Gene 29, 251-254 [1984)) hergestellt, und aliquote Aquivalente zu
5C0ul der Kultur werden der Elektropharese an 10%igen SDS-Acrylamidgelen (Laemnli, U.K., Nature 227, 680-685 [1370])
uaterworfen. Die abgetrennten Proteine werden elektrophoretisch auf Nitrocellulosemembranen entsprechend Towbin, H. et al.,
Proc. Natl Acad. Sci, USA 76, 4350-4354 {1979) trancferiert.

Die Immunomarkierung der Nitrocellulose-Flecken erfolgt wie von Symington, J., , Two-dimensional Electrophoresis of
Proteins“, Academic Press {1983) beschrieben. Das Antiserum der ersten Stufe wird in einern Neuseeland-WeiBen-Kaninchen
durch mehrfache intradermale injektionen von Sg-spezifischem Glycoprotein, gereinigt durch priparative isoelcktrische
Fokussierung, in granulisrten Schichten geziichtet. Die Praobe der zweilen Stufe ist ein peroxidasekonjugiertes Protein A.

Ausfihrungsbeisplel 4

Genomische DNAs, isoliert aus verschiedenan Brassica-Spezies, beispielsweise Brassica oleracea, Brassica campestris, Brassica
napus, Brassica juncea, Brassica nigra und Brassica carlnats, und von anderen Arten der gleichen Familie von Cruciferae
{ebenfalls bekannt als Brassicaceae), wie Raphanus, Lepidium und Histera, werden der Southern-Analyse {Southern, E. J. Mol
Biol., 98, 503-517 [1975] unterworfen. Dir: Nitrocellulose-Flecken der Restriktions-Digests von diesen DNAs werden mit
3%p.markiertem pBOS 5 analysiert. In allen Féllen werden Sequenzbindungen, die zu pBOS R hybridisieren und daher homologzu
pBOS5 sind, nachgewiesen.
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FIGURE 2

BamH | 50
5¢- GGA TCC GTC GTC TTG ATT CTA TTT TGT CCT GCC TTT TCG ATC AAC ACT TTIG TCG TCT
Gly Ser val val Leu Ile Leu Phe Cys Pro Ala Pne Ser Ile Asn Thr Leu Ser Ser

100
ACA GAA TCT CTT AGA ATC TCA AGC AAC AGA ACA CTYY GTA TCT CCA GGT AAT AAC TTC GAA
Thr Glu Ser Lew Arg lle Ser Ser Asn Arg Thr Leu Val Ser Pro Gly Asn Asn Phe Glu

150
CTC GGC TTC TYTC CGA ACC AAC TCA AGTY TCT CGT TGG TAT CTC GGG ATA TGG TAC AAG AAA
Leu Gly Phe Phe Arg Thr Asn Ser Ser Ser Arg Trp Tyr Leu Gly Ile Trp Tyr Lys Lys

200
TIG CTC GAC AGA ACC TAT GTA TGG GTT GCC AAC AGA GAT AAC CCA CTIC TCC AAT GCC ATT
Leu Leu Asp Arg Thr Tyr Val Trp Val Ala Asn Arg Asp Asn Pro Leu Ser Asn Ala lle

250
GGA ACC CTC AAA ATC TCA GGC AAT AAT CTT GTC CTYC CTT GGT CAC ACC AAT AAA TCT GIT
Gly Thr Leu Lys Ile Ser Gly Asn Asn Leu Val Leu Leu Gly His Thr Asn Lys Ser Val

Sall 350
TGG TCG ACG AAT CTT ACT AGA GGA AAT GAG AGA CTT CCG GTG GVG GCA GAG CT7 CTC 1CT
Trp Ser Thr Asn Leu Thr Arg G'y Asn Glu Arg Leu Pro val Val Ala Glu Leu Leu Ser

400
AAT GGA AAC TTC GTGATGCGAGACTCCAGTAACAACGACGCAAGTGAATACTTGTGGCAAAGTTTCGATTACCCTACGGATACTTITGCT
Asn Gly Asn Phe

450 500
TCCAGAGATGAAACTGGGTTACGACCTCAAAACAGGGTTGAACAGGTTCCTTACATCATGGAGAAGTTCAGATGA CCATCAAGCGGCGATTTCTCGT

550 600
ACAAGCTCGAAALCCGAAGCCTTCCTGAGTTTTATCTATGGCATGGGATCTTTCCAATGCATCGGAGTGGTCCATGGAATGGAGTCCGATTTAGTGGE

650 700
\TACCAGAGGACCAAAAGCTGAGTTACATGGTGTACAATTTCACAGAGAATAGTGAAGAGGTCGCTTATACATTCCGAATGACCAACAACAGCATCTA

Xhol 750 800
CTCGAGATTGACACTAAGTTCCGAAGGGTATTTTCAGCGACTTACGTGGAATCCGTCAATAGGGATATGGAACAGGTTCTGGTCTTCYCCAGTGGACCLC

850 9090
CAGTGCGATACATACATAATGTGCGGGCCTTACGCTTACTGTGGCGTGAACACATCACCTGTTTGTAACTGTATCCAAGGGTTCAATCCCCGRAATAT

950 Psti

ACAGCAGTGGGATCAGAGAGTCTGGGCAGGTGGGTGTATAAGGAGGACGCGGCTTAGCTGCAGTGGAGATGGT TTTACAAGGATGAAGAACATGAAGC

1050 Sall 1100
TGCCAGAAACTACGATGGCGAFTGTCGACCGCAGTATTGGTGTGAAAGAAIGIGAGAAGAGGTGCCTTAGCGATTGTAATTGTACTGCTTYTGCAAAT

1150 1200
GCAAATGCGSAIAYCCGGAATGGTGGGACGGGTTGTGTGAITTGGACCGGACGGCTTGACGATATGCGGAAITACGITGCTCACGGTCAAGATCITIAIGTCAG

1250 BamH |
ATTGGCTGTTGCTGACCTTGTTTAGCTCTTTCICTTAAAATAAAGCACGGATCC-3!

[
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passon
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FCC AMC CCC €CE auC 105 AAT TCC ACC TCC CCC CCC CAT CCC TCC 17T TCA
Cly Aem Arg Al Ser Soc Asn Sor Sa? Ser Pro Cly Asp Pre Sae Ser Stop

gerINg-i/L

‘ar W) tee 1 tee AL
€CC AAC CCC CSC CAC CTC CAA TTC CAC CTC CCC CCC caa TCC CTC CIT (137 Aucs) 17
Cly Aen Fio Cly Clu Lew Clu 7he Clu Leu Als Arg Cly Sev Vel ¥al ( ¢ sse} Stop

pyeda-tiL

AL L Sec ¢ Tas KI
fAf €°C GCC (A GCT CCA ATT CCA CCT CCC CCG CCC ATC CIT COT CTT (3% aver) TG
Aep arg Gly drg Ala Arg Lle Arg Als Arg Pew Giy (i Are Arg Lew (18 eaer  §tor
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