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(54) Title: EXPRESSION CASSETTES FOR TRANSGENICALLY EXPRESSING SELECTION MARKERS

€ (54) Bezeichnung: EXPRESSIONSKASSETTEN ZUR TRANSGENEN EXPRESSION VON SELEKTIONSMARKERN

O (57) Abstract: The invention relates to expression cassettes and vectors, which contain selection marker genes while controlling the
a plant constitutive nitrilase 1 (NIT1) promoter from Arabidopsis thaliana, and to the use of these expression constructs or vectors for
) selecting transgenic organisms, preferably plants. The invention also relates to transgenic plants that are transformed by using these
@ expression cassettes or vectors, to cultures derived therefrom, parts or multiplication products and to the use thereof for producing
g foodstuffs, feedstuffs, seeds, pharmaceuticals or fine chemicals.

/

] (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Expressionskassetten und Vektoren, die Selektionsmarker-Gene unter Kontrolle des
pflanzlichen konstitutiven Nitrilase 1 (NIT1) Promotors aus Arabidopsis thaliana enthalten, sowie die Verwendung dieser Expres-
sionskonstrukte oder Vektoren zur Selektion transgener Organismen, bevorzugt Pflanzen. Die Erfindung betrifft ferner mit diesen
Expressionskassetten oder Vektoren transformierte transgene Pflanzen, davon abgeleitete Kulturen, Teile oder Vermehrungsgut, so-
wie die Verwendung derselben zur Herstellung von Nahrungs-, Futtermitteln, Saatgut, Pharmazeutika oder Feinchemikalien.
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Expressionskassetten zur transgenen Expression von Selektions-
markern

Beschreibung ‘ -

Die Erfindung betrifft Expressionskassetten und Vektoren,

die Selektionsmarker-Gene unter Kontrolle des pflanzlichen
konstitutiVén Nitrilase 1 (NIT1l) Promotors aus Arabidopsis
thaliana enthalten, sowlie die Verwendung dieser Expressions-
konstrukte oder Vektoren zur Selektion transgener Organismen,
bevorzugt Pflanzen. Die Erfindung betrifft ferner mit diesen
Expressionskassetten oder Vektoren transformierte transgene
Pflanzen, davon abgeleitete Kulturen, Teile oder Vermehrungsgut,
sowie die Verwendung derselben zur Herstellung von Nahrungs-,
Futtermitteln, Saatgut, Pharmazeutika oder Feinchemikalien.

Ziel bilotechnologischer Arbeiten an Pflanzen ist die Herstellung
von Pflanzen mit verbesserten Eigenschaften zum Beispiel zur
Steigerung der landwirtschaftlichen Produktivit&dt. Die Her-
stellung transgener Pflanzen ist eine grundlegende Technik der
Pflanzenbiotechnologie und damit eine unerlissliche Voraussetzung
flir die pflanzliche Grundlagenforschung., sowie flir die Her- ]
stellung von Pflanzen mit verbesserten, neuen Eigenschaften flur
die Landwirtschaft, zur Qualitdtssteigerung bei Nahrungsmitteln
oder zur Produktion bestimmter Chemikalien oder Pharmazeutika
(Dunwell JM, J Exp Bot. 2000; 51 Spec No:487-96).

Eine Grundvoraussetzung fir die transgene Expression bestimmter
Gene in Pflanzen ist - aufgrund der geringen Effizienz der Trans-
formation von Pflanzen - die M&glichkeit, transformierte von
nicht transformierten Pflanzen zu unterscheiden. Dazu stehen dem
Fachmann verschiedene sogenannte Selektionsmarker zur Verfiligung.
Die Expression dieser Gene verleiht einer entsprechend trans-
formierten Pflanze eine Resistenz gegen Antibiotika (wie z.B.
Kanamycin) oder Herbizide (wie z.B. Phosphinothricin oder
Glyphosat). Eine wesentliche Voraussetzung, um diese Selektions-—~
marker-Gene zu exprimieren, ist die Bereitstellung pflanzen-
spezifischer Promotoren.

Verschiedene pflanzliche Promotoren sind bekannt. Dabei kann
zwischen konstitutiven Promotoren, die eine lokal und zeitlich
nur wenig beschri@nkte Expression in verschiedenen Teilen einer
Pflanze ermdglichen, und spezifischen Promotoren, die eine
Expression nur in bestimmten Teilen oder Zellen einer Pflanze
(z.B. Wurzel, Samen, Pollen, Blittern etc.) oder nur zu be-
stimmten Zeitpunkten der Entwicklung gestatten, unterschieden
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2
werden. Konstitutive Promotoren sind flir die Expression von
Selektionsmarkern bevorzugt. Sie ermdglichen eine effiziente,
frithe Selektion, meist schon im Zellkulturstadium (beispiels-
welse in einer Kalluskultur) was mit gewebe- oder entwicklungs-
abhdngigen Promotoren nicht gew&hrleistet werden kann.

Konstitutive, in Pflanzen funktionelle Promotoren sind bislang
relativ selten beschrieben. Zu nennen sind der TR-Doppelpromotor,
die Promotoren der vakuoldren ATPase Untereinheiten, der Ppcl
Promotor aus Mesembryanthemum cryctallinum (Cushman et al. (1993)
Plant Mol Biol 21:561-566) oder der Promotor eines prolinreichen
Proteins aus Weizen (WO 91/13991).

Die derzeit in Pflanzen iiberwiegend verwendeten konstitutiven
Promotoren sind fast ausschlieflich virale oder aus Agrobacterium
isolierte Promotoren. Dabei handelt es sich im einzelnen um den
Nopalinsynthase (nos) Promotor (Shaw et al. (1984) Nucleic Acids
Res. 12(20):7831-7846), den Mannopinsynthase (mas) Promotor
(Comai et al. (1990) Plant Mol Biol 15 (3):373-381) und den
Octopinsynthase (ocs) Promotor (Leisner and Gelvin (1988) Proc
Natl Acad Sci USA 85(5):2553-2557) aus Agrobacterium tumefaciens
oder dexr CaMV35S Promotor aus dem Blumenkohl-Mosaikvirus.
Letzterer ist der am hidufigsten verwendete Promotor in
Expressionssystemen mit ubiquitdrer und andauernder Expression
(Odell et al.(1985) Nature 313:810-812; Battraw and Hall (1990)
Plant Mol Biol 15:527-538; Benfey et al. (1990) EMBO J
9(69):1677-1684; US 5,612,472). Der hidufig als konstitutiver
Promoter angewandte CaMV 35S Promotor zeigt jedoch Variationen
in der Aktivitdt in unterschiedlichen Pflanzen und in unter-
schiedlichen Geweben derselben Pflanze (Atanassova et al. (1998)
Plant Mol Biol 37:275-85; Battraw and Hall (1990) Plant Mol Biol
15:527-538; Holtorf et al. (1995) Plant Mol Biol 29:637-646;
Jefferson et al. (1987) EMBO J 6:3901-3907). Ein weiterer Nach-
teil des 35S Promotors ist, das bei einer Infektion mit dem
Blumenkohlmosaikvirus und seinen typischen pathogenen Varianten
die Expression des Transgens verdndert wird. So sind Pflanzen,

. die das BAR Gen unter der Kontrolle des 35S Promotors exprimieren

nicht mehr resistent nach Infektion mit dem Virus, der in der
Natur typischerweise vorkommt (Al-Kaff et al. (2000) Natur Bio-
technology 18:995-99).

Als Alternmative zum CaMV 35S Promotor aus dem Bereich viraler
Promotoren wurde der Sugarcane bacilliform badnavirus (ScBV) be-
schrieben (Schenk et al. (1999) Plant Mol Biol 39(6):1221-1230),
der ein dem CaMV &hnliches Expressionsmuster vermittelt. Die
Aktivit&dt des ScBV Promotors wurde in transienten Expressions-
analysen mit verschiedenen zweikeimblittrigen Pflanzen, darunter
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Nicotiana tabacum und N. benthamiana, Sonnenblume und Raps, und
einkeimbléttrigen Pflanzen, hier anhand von Banane, Mais und
Hirse, analysiert. In den transienten Analysen in Mais war das
SecBV Promotor vermittelte Expressionsniveau vergleichbar mit dem
des Ubiquitin-Promotors aus Mais (s. unten). Weiterhin wurde die
ScBV Promotor-vermittelte Expressionsrate in transgenen Bananen-—
und Tabakpflanzen getestet und zeigte in beiden Pflanzenspezies
im wesentlichen konstitutive Expression.

Als gdngige Promotoren zur Expression von Selektionsmarkern

in Pflanzen werden vor allem der nos-Promotor, aber auch der
mas— und ocs-Promotor verwendet, die allesamt aus Agrobacterium-
St#mmen isoliert wurden.

Der Verwendung viraler Sequenzen wird seitens des Verbrauchers
oft mit groRem Vorbehalt begegnet. Diese Bedenken werden nicht
suletzt durch Untersuchungen gendhrt, die die Sicherheit des
355 CaMV Promotors - aufgrund eines moglichen horizontalen Gen-
transfers bedingt durch einen Rekombinations-"Hot Spot” - in
Frage stellen (Ho MW et al. (1999) Microbial Ecology in Health
and Disease 11:194-197; Cummins J et al. (2000) Nature Bio-
technology 18:363). Ein Ziel kiinftiger biotechnologischer
Arbeiten an.Pflanzen.ist~daher“dewarsatzuyiralerNgenetischer
Elemente durch regulatorische pflanzliche Elemente, um so nah
wie m8glich am pflanzlichen System zu bleiben.

aufgrund der herrschenden Bedenken hinsichtlich viraler
Promotoren gibt es umfangreiche Bemihungen, diese durch
pflanzliche Promotoren zu ersetzen. Ein den viralen Elementen
vergleichbarer Promotor pflanzlicher Herkunft ist bislang
jedoch noch nicht beschrieben worden.

Das vom Mais-Ubiquitin Promotor vermittelte Expressionsmuster
wurde fiir die Ubi-1 and Ubi-2 Promotoren aus Mais beschrieben
(Christensen et al. (1992) Plant Mol Biol 18(4):675-689). W&ahrend
der Ubi-1 Promotor in Mais und anderen monckotylen Pflanzen
gute Expressionsaktivitat aufweist, zeigt er in dikotylen
Tabakpflanzen nur 10 % der Aktivitdt, die in vergleichbaren
Experimenten mit dem viralen 358 Promotor erzielt worden war.
Ferner wurde gezeigt, dass der Mais Ubi-1l Promotor filir die Uber-
expression von Genen in monokotylen Pflanzensystemen geeignet ist
und dariiber hinaus auch hinreichend stark ist, um eine Herbizid-
Resistenz durch Expression von Selektionsmarkern zu vermitteln
(Christensen and Quail (1996) Transgenic Res 5(3):213-218). Fur
dikotyle Expressionssysteme erwies sich der Ubi-1 Promotor als
ungeeignet.
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Ein Vergleich der Organspezifitdt und Stirke verschiedener
konstitutiver Promotoren wurde von Holtorf (Holtorf et al. (1995)
Plant Mol Biol 29(4):637-646) anhand stabil transformierter
Arabidopsis-Pflanzen durchgefihrt. Die Studie umfasste u.a.
den CaMV35S-Promotor, den blattspezifischen Thionin-Promotor
aus Cerste und den Arabidopsis Ubiquitin-Promotor (UBQ1l) . Die
héchste Expressionsrate zeigte der CaMV35S8-Promotor. Anhand der
Verwendung eines zusdtzlichen translationalen Enhancers (TMV
omega element) konnte die Expressionsrate des Promotors bel un-
verinderter Organspezifitdt um das 7wel- bis Dreifache gesteigert
werden. Der blattspezifische Thionin-Promotor aus Gerste war in
der Mehrzahl der transformierten Linien inaktiv, wihrend der UBQ1l
Promotor aus Arabidopsis mittlere Expressionsraten ergab. Ent-
gegen den Befunden von Callis und Holtorf (Callis et al.(1990)
J Biol Chem 265:186- 12493; Holtorf S et al. (1995) Plant Mol
Biol 29:637-747), ergaben eigene Untersuchungen, dass der
Arabidopsis Ubiguitin Promotor fir die Expression von Selektions-
markergenen ungeeignet ist und seine allgemeine Anwendbarkeit
aus diesem Grund in Frage gestellt werden muss (s. Vergleichs-
beispiel 1 und 3).

McElroy und Mitarbeiter berichteten von einem auf dem Reis
Actin-1 (Actl) Promotor. hasierenden Konstrukt_ zur Transformation
monokotyler Pflanzen (McElroy et al. (1991) Mol Gen Genet
231:150-160) . Insgesamt wurde aus den zuvor beschriebenen
Untersuchungen geschlussfolgert, dass die auf dem Actl-Promotor
basierenden Expressionsvektoren dazu geeignet sind, eine hin-
reichend starke und konstitutive Expression von Fremd-DNA in
transformierten Zellen monokotyler Pflanzen zu steuern.

Als konstitutiver Promotor ist fermer der Promotor einer
S-Adenosyl-L-Methionin Synthetase beschrieben (WO 00/37662).
Nachteilig ist hier vor allem eine Abhingigkeit der Expressions-
stirke von der Methioninkonzentration (siehe WO 00/37662;

Fig. 7).

WO 99/31258 beschreibt chimére, konstitutive pflanzliche
Promotoren, die sich aus verschiedenen Elementen verschiedener
Promotoren mit komplementdren Expressionsmustern zusammensetzen,
so dass die Kombination einzelner Gewebespezifitdten additiv zu
einem konstitutiven Expressionsmuster fihrt.

Die Nitrilasen aus Arabidopsis thaliana sind in einer kleinen
Genfamilie organisiert, von denen das Nitrilase 1 (Nitl) Gen

die vorherrschende Isoform darstellt. Nitrilasen sind Schlissel-
enzyme der Auxinbiosynthese und katalysieren die Konversion von
Indol-3-acetonitril zu Indol-3-essigsdure (Bartel und Fink (1994)
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5
Proc Natl Acad Sci USA 91:6649-6653; Bartling et al. (1994) Proc
Natl Acad Sci USA 91:6021-6025). Expressionsanalysen zeigten,
dass die Nitl-mRNA vornehmlich in den Bléttern der Rosetten,
aber auch in den Wurzeln, Bliten, Sprossachsen und Schoten vor-
kommt . Eine Promotoranalyse mit einem Nitl-Promotor/GUS-Reporter
Fusionskonstrukt zeigte in Tabak eine mit dem Hormonstoff-
wechsel koordinierte Expression (Hillebrand et al. (1996) Gene
170:197-200). Es wurde eine Blaufdrbung in den Blattknospen und
bei weiterer Blattentwicklung in den Spitzen der jungen Bl&ttern
gezeigt. Blitter von 10 cm Linge zelgen eine homogene Verteilung
des Farbstoffs. Schnitte durch Sprossachsen zeigten nur eine
Blaufirbung, wenn sie sich in der Nidhe sich entwickelnder Blétter
und Knospen befanden. Dieses entwicklungsabhingige Muster zeigt
sich auch in Wurzeln, wo nur die Wurzelspitzen und junge Wurzeln
gefdrbt waren. Andere Arbeiten zeigten eine Expression der NITL
mRNA in Blattern und Stengeln der reifen Pflanze sowie in der
Wurzel &dlterer Pflanzen bzw. Wurzelspitze jlingerer Pflanzen. Die
Expression korreliert mit der Lokalisation der Auxin-Biosynthese
(Bartel B et al. (1994) Proc. Natl Acad Sci USA 91:6649-6653).
Aufgrund dieses gewebe- und entwicklungsabhingigen Expressions-
musters wire der Promotor schlecht geeignet flir Expression von
Selektionsmarkern. Hier ist eine Selektion in einem sehr friihen
Stadium winschenswert. Vorteilhafit ist fermer eine effiziente
Selektion von dedifferentierten Zellen (beispielsweise in ver-
schiedenen Kallus—-Phasen) aus Gewebekultur und weilteren Ent-
wicklungsstadien, die flir eine Cewebekultur geeignet sind. Zudem
ist eine Expression in mdglichst allen Gewebeteilen erforderlich,
um eine effiziente Selektion zu gewdhrleisten.

Die im Stand der Technik beschriebenen, sogenannten “konstitu-
tiven” Promotoren weisen einen oder mehrere der nachfolgenden
Nachteile auf:

1. Mangelhafte Homogenit&t der Expression:
Die bekannten, sogenannten vkonstitutiven” Promotoren zeigen
vielfach eine unterschiedliche Expressionshéhe je nach
Cewebe— oder Zelltyp. Zudem ist die Expressionseigenschaft
oft stark von dem Insertionsort des Wirtsgenoms abhingig.
Dies hat zur Folge, dass die durch heterologe Expression zu
erzielenden Effekte nicht in dem gleichen AusmaR homogen in
der Pflanze erreicht werden kdnnen. Es kann zu Unter— oder
tUberdosierungen kommen. Dies kann sich nachteilig auf das
Pflanzenwachstum oder den Pflanzenwert auswirken.
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Mangelhaftes Zeitprofil:
Die im Stand der Technik bekannten sogenannten “konstitu-
tiven” Promotoren zeigen oft einen zu spiten Beginn ihrer
Aktivitat und/oder ein zu frithes Abflachen der Aktivité&t.
Damit k&énnen zum Beispiel in der frlhen Phase der Embryo-
genese keine wiinschenswerten Effekte erzielt werden, was
gerade hier - aufgrund der Empfindlichkeit des Embryos gegen
biotische und abiotische Stressfaktoren - vorteilhaft wére.

Mangelnde Anwendbarkeit auf viele Pflanzenarten:

Die im Stand der Technik beschriebenen sogenannten
vkonstitutiven” Promotoren sind oft nicht in allen Arten
in gleicher Weise aktiv.

Beim Vorliegen mehrerer Expressionskassetten mit jeweils
dem gleichen “konstitutiven” Promotor in einem Organismus
kann es zu Wechselwirkungen zwischen denselben und sogar
zum Abschalten (“Gene Silencing”) einzelner Expressions-
kassetten kommen (Mette et al. (1999) EMBO J. 18:241-248).

Promotoren viralen Ursprungs kdénnen durch Virusinfektionen

der transgenen Pflanze beeinflusst werden und die gewlinschte
EigenschaftPdanﬁ_nicht~mehr ausprdgen (Al-Kaff et al. (2000)._ .
Natur Biotechnology 18:995-99). ‘

Die 8ffentliche Akzeptanz gegeniiber der Verwendung von
Promotoren und Elementen aus pflanzlichen Systemen ist
héher als beil viralen Systemen.

Die Zahl der fiir die Expression von Selektionsmarkern in
Pflanzen geeigneten Promotoren ist gering und sie sind
gewdhnlicher Weise viralen oder bakteriellen Ursprungs.

Pollen/Antheren-Expression: Viele der genannten Promotoren
(wie beispielsweise 35S CaMV) zeigen eine starke Aktivitdt
im Pollen oder den Staubbeuteln (Antheren) . Dies kann unvor-
teilhafte Auswirkungen auf die Umwelt haben. So hatte eine
unspezifische Expression von Bacillus thuringiensis Endo-
toxinen nicht nur den gewiinschten Effekt auf FraRinsekten
durch Expression in der Wurzel, sondern auch infolge einer
Expression im Pollen bedeutende Schiden im Bestand des .
Monarchfalters zur Folge, der den Pollen als Hauptnahrungs-
quelle nutzt (Losey JE et al. (1999) Nature 399, 214).
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Ein idealer konstitutiver Promotor zur Expression von Selektions-
markern sollte mdglichst zahlreiche der nachfolgenden Eigen-
schaften haben:

a) M&glichst homogene lokale und zeitliche Genexpression d.h.
eine Expression in méglichst vielen Zelltypen oder Geweben
eines Organismus wihrend der verschiedenen Phasen des Ent-
wicklungszyklus. Vorteilhaft ist ferner eine effiziente
Selektion von dedifferentierten Zellen (beispielsweise in
verschiedenen Kallus-Phasen) aus Gewebekultur und weiteren
Entwicklungsstadien, die flir eine Gewebekultur geeignet sind.

b) Mdglichst breite Anwendbarkeit auf verschiedene Pflanzenarten
bzw. Anwendbarkeit auf Arten, in denen mit den bisher
bekannten “konstitutiven” Promotoren keine Expression
erreicht werden kann.

¢) Um eine Kombination von mehreren Transgenen in einer
Pflanze zu realisieren, ist es winschenswert, mehrere
Transformationen hintereinander zu schalten oder ein
Konstrukt mit mehreren Promotor-Kassetten zu verwenden,
- ohne dass durch die mehrmalige Verwendung identischer
regﬁiatsrzégﬁgz*éeqﬁéﬁ%én Silenwcing—-Effekte erzeugt. werden..

d) Einen pflanzlichen Ursprung zur Vermeidung von Akzeptanz-
problemen beim Konsumenten und eventuellen zukiinftigen
Zulassungsproblemen.

e) Nebenaktivitdten eines Promotors in den Antheren/Pollen sind
nicht wlinschenswert, zum Beispiel um Umweltschéden zu ver-
meiden (s.o.).

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand
also in der Bereitstellung von pfianzlichen regulatorischen
Sequenzen, die méglichst viele der oben genannten Eigenschaften
erfiillen, vor allem eine ubiquitdre und entwicklungsunabhdngige
(konstitutive) Expression eines nachgeschalteten Selektions-
marker-CGens vermitteln, die ausreicht, um im Rahmen der Trans-
formation von Pflanzen Selektiomsmarkergene hinreichend hoch

zu exprimieren, um die transformierten Zellen aufgrund des per
Transformation erzielten Selektionsvorteils von den nicht trans-
formierten Zellen unterscheiden zu kénnen. Trotz verschiedener
pflanzlicher Promotoren fiir die eine konstitutive Expression
zumindest in einzelnen Arten beansprucht wird, wurde bislang
kein Promotor mit den oben aufgezdhlten gewlinschten Eigen-
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schaften beschrieben. Es bestand daher die Aufgabe, ent-
sprechende Promotoren zu identifizieren.

Diese Aufgabe wurde durch Bereitstellung von Expressions-
kassetten, in denen Selektionsmarker unter der Kontrolle des
Nitrilase 1 (infolge NIT1l) Promotors aus Arabidopsis thaliana
stehen, gel&st.

Die Sequenz des NIT1l Promotors entspricht grdfitenteils der
Sequenz von Position 3 bis 1879 der Sequenz des NIT1 Gens in

der Datenbank unter Genbank Acc.-No: X86454 bzw. einer in

der GenBank unter der Acc.-No. Y07648 hinterlegten Sequenz
(Version ¥Y07648.2 vom 20.12.1999; Basenpaar 2456 bis 4340;

das Gen beginnend ab bp 4345 ist mit “nitrilase 1” annotiert).
Unter Verwendung von Glucuronidase-Reporter-Versuchen wurde eine
Promotoraktivitdt - vergleichbar intensiv wie beéi entsprechenden
mit dem 35S Promotor/GUS-Konstrukten transformierten Pflanzen -
in zahlreichen Geweben detektiert. Im Gegensatz zum 35S Promotor
konnte keine Blaufarbung in den Antheren/Pollen nachgewiesen
werden. Entgegen dem aus den Literaturbefunden abgeleiteten
Vorbehalten gegen eine Eignung des Promotors zur effektiven
Expression von Selektionsmarkern (zum Beispiel aufgrund der
demonstrierten.gewebe—~und entwicklungsabhingigen Expression),
konnte eine hocheffiziente Selektion durch Kombination mit
beispielsweise dem Phosphinothricin-Resistenzgen (bar/pat)
demonstriert werden.

Welterhin wurden im Rahmen der genannten Arbeiten der Arabidopsis
thaliana Ubiquitin-Promotor (Holtorf et al. (1995) Plant Mol

Biol 29:637-646) und der Squalen Synthase-Promotor (Kribii et al.
(1997) Eur J Biochem 249:61-69) untersucht, die aber beide
Uiberraschenderweise nicht geeignet waren, Selektionsmarkergen-
Expression zu vermitteln, obwohl die Literaturdaten der Ubi-
quitin-Promotoren aus Monokotylen (siehe oben) hatten vermuten
lassen, dass insbesondere der Ubiquitin-Promotor einer dikotylen
Pflanze als Promotor eines Selektionsmarkersystems hidtte
funktionieren miissen (siehe Vergleichsbeispiele 1 und 3). Ahn-
liches gilt flir den Squalensynthase-Promotor, dessen Charakteri-
sierung hétte erwarten lassen, dass ausreichend hohe Expressions-
raten flir die erfolgreiche Steuerung eines Selektionsmarkergens
erzilelt werden k&énnen (Del Arco and Boronat (1999) 4th European
Symposium on Plant Isoprenoids, 21.-23.4.1999, Barcelona,
Spanien) (siehe Vergleichsbeispiele 2 und 3).
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Ein erster Gegenstand der Erfindung betrifft daher transgene
Expressionskassetten zur Expression von Nukleinsduresequenzen
kodierend fiir einen Selektionsmarker enthaltend in 5’-3’ Richtung

5 a) einen Promotor geméf SEQ ID NO: 1 oder ein funktionelles
Aquivalent oder &quivalentes Fragment desselben, das im
wesentlichen die gleiche Promotoraktivitédt wie der Promotor
gemdf SEQ ID NO: 1 besitzt, und

"10 b) eine transgen zu exprimierende Nukleinsduresequenz kodierend
fiir einen Selektionsmarker, und

¢) eine in pflanzlichen Zellen oder pflanzlichen Organismen
funktionelle Terminatorsequenz,

15
wobei a) oder b) fuhktionell miteinander so verkniipft sind, dass
eine transgene Expression der Nukleinsduresequenz kodierend fir
einen Selektionsmarker in einer pflanzlichen Zelle oder einem
pflanzlichen Organismus ermdglicht wird.

20
Ferner betrifft die Erfindung Verfahren zur Selektion trans-
formierter pflanzlicher Zellen oder pflanzlicher Organismen,

. wobei-eine—transgene Expressionskassette enthaltend in 5'-3'

Richtung
25
a) einen Promotor gem&fy SEQ ID NO: 1, oder ein funktionelles
Aquivalent oder &quivalentes Fragment desselben, das im
wesentlichen die gleiche Promotoraktivitdt wie der Promotor
gemiaf SEQ ID NO: 1 besitzt, und
30
b) eine transgen zu exprimierende Nukleinsduresequenz kodierend

fiir einen Selektionsmarker, und

c) eine in Pflanzen funktionelle Terminatorsequenz,
35
wobei a) oder b) funktionell miteinander so verknlipft sind, dass
eine transgene Expression der Nukleinsiduresequenz kodierend fir
einen Selektionsmarker in einer pflanzlichen Zelle oder pflanz-
lichen Organismen erméglicht wird, in besagte pflanzliche Zelle
40 oder besagten pflanzlichen Organismus eingebracht wird, und die
Expression des Selektionsmarkers erfolgt und eine Selektion der
transformierten pflanzlichen Zellen oder pflanzlichen Organismen

ausgelibt wird.

45
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“Expression” umfasst die Transkription und/oder die Trans-
lation der transkribierten RNA der transgen zu exprimierenden
Nukleins&uresequenz kodierend fir einen Selektionsmarker in
ein korrespondierendes Polypeptid.

“Transgen’ meint in Bezug auf eine Expressionskassette zur
transgenen Expression von Nukleinsduren kodierend fir einen
Selektionsmarker oder die Verkniipfung von NITl-Promotor und
Nukleins&uren kodierend fiir einen Selektionsmarker alle solche
durch gentechnische Methoden zustande gekommene Konstruktionen
oder Verfahren, in denen sich entweder

a) der NIT1 Promotor gem&R SEQ ID NO: 1 oder ein funktionelles
Aquivalent oder &quivalente Fragment derselben, oder

b) die zu exprimierende Nukleinsduresequenz kodierend flir einen
Selektionsmarker, oder

c) (a) und (b)

sich nicht in ihrer natlirlichen, genetischen Umgebung (d.h. an
ihrem natiirlichen chromosomalen Locus) befinden oder durch gen-

. techni.sche Methoden modifiziert wurden, wobei die. Modifikation _

25

30

35

40

45

beispielhaft eine Substitution, Addition, Deletion, Inversion
oder Insertion eines oder mehrerer Nukleotidreste sein kann.

Die erfindungsgeméfien Expressionskassetten, von ihnen abgeleitete
Vektoren oder die erfindungsgemifen Verfahren kénnen funktionelle
Aqulvalente zu den unter SEQ ID NO: 1 beschriebenen NIT1
Promotorsequenz umfassen. Funktionell &quivalente Seqguenzen
umfassen auch all die Sequenzen, die von dem komplementdren
Gegenstrang den durch SEQ ID NO:1 definierten Sequenz abgeleitet
sind und im wesentlichen die gleiche Promotoraktivitdt aufweisen.

Funktionelle Aquivalente in bezug auf den NIT1l Promotor meint
insbesondere natiirliche oder kiinstliche Mutationen der unter

SEQ ID NO: 1 beschriebenen NIT1l Promotorsequenz sowie seine Homo-
logen aus anderen Pflanzengattungen und -arten, welche weiterhin
im wesentlichen die gleiche Promotoraktivitidt aufweisen.

Eine Promotoraktivitdt wird im wesentlichen als gleich bezeich-
net, wenn die Transkription eines bestimmten zu exprimierenden
Gens unter Kontrolle eines bestimmten von SEQ ID NO: 1 abge-
leiteten Promotors unter ansonsten unverinderten Bedingungen eine
Lokalisation innerhalb der Pflanze aufweist, die zu mindestens

50 %, bevorzugt mindestens 70 %, besonders bevorzugt mindesten

90 % ganz besonders bevorzugt mlndestens 95 % deckungsgleich
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ist mit einer Vergleichsexpression erhalten unter Verwendung
eines des durch SEQ ID NO: 1 beschriebenen NIT1 Promotors.
Dabei kann die Expressionshéhe sowohl nach unten als auch nach
oben im Vergleich zu einem Vergleichswert abweichen. Bevorzugt
5 sind dabei solche Sequenzen, deren Expressionshéhe, gemessen
anhand der transkribierten mRNA oder dem infolge translatierten
Protein, unter ansonsten unverédnderten Bedingungen quantitatiwv
um nicht mehr als 50 %, bevorzugt 25 %, besonders bevorzugt 10 %
von einem Vergleichswert erhalten mit dem durch SEQ ID NO: 1
10 beschriebenen NIT1 Promotor unterscheidet. Besonders bevorzugt
sind solche Sequenzen, deren Expressionshéhe, gemessen anhand der
transkribierten mRNA oder dem infolge translatierten Protein,
unter ansonsten unverinderten Bedingungen gquantitativ um mehr als
50 %, bevorzugt 100 %, besonders bevorzugt 500 %, ganz besonders
15 bevorzugt 1000 % einen Vergleichswert erhalten mit dem durch
SEQ ID NO:1 beschriebenen NIT1l Promotor {ibersteigt. Bevorzugt ist
als Vergleichswert die Expressionshthe der natilrliche mRNA des
jewelligen Gens oder des natiirlichen Genproduktes. Bevorzugt ist
ferner als Vergleichswert die ExpressionshShe erhalten mit einer
20 beliebigen, aber bestimmten Nukleinsduresequenz, bevorzugt
solchen Nukleinsduresequenzen, die flir leicht quantifizierbare
Proteine kodieren. Ganz besonders bevorzugt sind dabei Reporter-
~—proteine~ (Schenborn E, Groskreutz D (1999) Mol Biotechnol.. o
13(1):29-44) wie das ‘“green fluorescence protein” (GFP) (Chui WL
25 et al. (1996) Curr Biol 6:325-330; Leffel SM et al. (1997) Bio-
techniques 23(5):912- 918), die Chloramphenicoltransferase, eilne
Luziferase (Millar et al. (1992) Plant Mol Biol Rep 10:324-414)
oder die B-Galactosidase, ganz besonders bevorzugt ist die
R-Glucuronidase (Jefferson et al. (1987) EMBO J 6:3901-3907).
30
Ansonsten unveridnderte Bedingungen bedeutet, dass die Expression,
die durch eine der zu vergleichenden Expressionskassetten
initiiert wird, nicht durch Kombination mit zusé&tzlichen
genetischen Kontrollsequenzen, zum Beispiel Enhancer-Sequenzen,
35 modifiziert wird. Unverdnderte Bedingungen bedeutet ferner,
dass alle Rahmenbedingungen wie beispielsweise Pflanzenart, Ent-
wicklungsstadium der Pflanzen, Zuchtbedingungen, Assaybedingungen
(wie Puffer, Temperatur, Substrate etc.) zwischen den zu ver-
gleichenden Expressionen identisch gehalten werden.
40
Mutationen umfassen Substitutionen, Additionen, Deletionen, In-
versionen oder Insertionen eines oder mehrerer Nukleotidreste.
Somit werden beispielsweise auch solche Nukleotidsequenzen
durch die vorliegende Erfindung mit umfasst, welche man durch
45 Modifikation des NIT1 Promotors gemdf SEQ ID NO: 1 erhdlt. Ziel
einer solchen Modifikation kann die weitere Eingrenzung der
darin enthaltenen Sequenz oder z.B. auch die Einfligung weiterer
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Restriktionsenzymschnittstellen, die Entfernung liberfliissiger DNA
oder das Hinzufligen weilterer Sequenzen, zum Beispiel weiterer
regulatorischer Sequenzen, sein.

Wo Insertionen, Deletionen oder Substitutionen, wie z.B.
Transitionen und Transversionen, in Frage kommen, k&énnen an sich
bekannte Techniken, wie in vitro-Mutagenese, “primer repair”,
Restriktion oder Ligation verwendet werden. Durch Manipulationen,
wie z.B. Restriktion, ”“chewing~back” oder Auffiillen von Uber-
héngen flr "blunt ends” k&énnen komplementére Fnden der Fragmente
flir die Ligation zur Verfligung gestellt werden. Zu analogen
Ergebnissen kann man auch unter Verwendung der Polymeraseketten-
reaktion (PCR) unter Verwendung spezifischer Oligonukleotid-
Primer kommen.

Unter Homologie zwischen zwei Nukleingfuren wird die Identité&t
der Nukleins&uresequenz lber die jewelils gesamte Sequenzlinge
verstanden, die durch Vergleich mit Hilfe des Programmalgorithmus
GAP (Wisconsin Package Version 10.0, University of Wisconsin,
Genetics Computer Group (GCG), Madison, USA) unter Einstellung
folgender Parameter berechnet wird:

Gap Welght: 12 : Tength Weight: 4
Average Match: 2,912 Average Mismatch:-2,003

Beispielhaft wird unter eilner Sequenz, die eine Homologie von
mindestens 50 % auf Nukleinsdurebasis mit der Sequenz gemifR
SEQ ID NO. 1 aufweist, eine Sequenz verstanden, die bei einem
Vergleich mit der Sequenz SEQ ID NO. 1 nach obigem Programm-
algorithmus mit obigem Parametersatz eine Homologie von
mindestens 50 % aufweist.

Funktionelle Homologe zu dem NIT1 Promotor gemdR SEQ ID NO: 1
abgeleitet zum Beispiel durch Substitution, Insertion oder
Deletion von Nukleotiden umfasst bevorzugt solche Sequenzen, die
eine Homologie aufweisen von mindestens 50 %, bevorzugt 70 %,
vorzugsweilse mindestens 80 %, besonders bevorzugt mindestens
90 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 95 %, am meisten
bevorzugt 99 % ilber eine Linge von von mindestens 100 Basen-
paaren, bevorzugt mindestens 200 Basenpaaren, besonders bevor-
zugt von mindestens 300 Basenpaaren, ganz besonders bevorzugt
von mindestens 400 Basenpaaren, am meilstens bevorzugt von
mindestens 500 Basenpaaren.



WO 03/008596 PCT/EP02/07485

10

15

20

i3
Weitere Beispiele fiir die in den erfindungsgeméﬁén Expressions-
kassetten oder Vektoren zum Einsatz kommenden Promotorsequenzen
lassen sich beispielsweise in verschiedenen Organismen, deren
genomische Sequenz bekannt ist, wie beispielsweise aus Arabi-
dopsis thaliana, Brassica napus, Nicotiana tabacum, Solanum
tuberosum, Helianthium anuus, Linum sativum durch Homologie-
vergleiche in Datenbanken leicht auffinden. Flr die Suche kann
sowohl die Promotorsequenz des Nitl Promotors gemdf SEQ ID NO:1
verwendet werden, also auch die kodierende Segquenz des NIT1 Gens
{GenBank Acc.-No.: X86454).

Funktionelle Aquivalente meint ferner DNA Sequenzen, die unter
Standardbedingungen mit der Nukleins&uresequenz kodierend fiir den
NIT1l Promotor gemdf SEQ ID NO:1 oder der zu ihr komplementdren
Nukleinséduresequenzen hybridisieren und die im wesentlichen
gleichen Eigenschaften haben. Standardhybridisierungsbedingungen
ist breit zu verstehen und meint somit stringente als auch
weniger stringente Hybridisierungsbedingungen. Solche Hybridi-
sierungsbedingungen sind unter anderem bei Sambrook J, Fritsch
EF, Maniatis T et al., in Molecular Cloning (A Laboratory Ma-
nual), 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989,

S. 9.31—9.57) oder in Current Protocols in Molecular Biology,

 John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3-1-6.3.6. beschrieben ... —
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Beispielhaft kd&énnen die Bedingungen wdhrend des Waschschrittes
ausgewdhlt sein aus dem Bereich von Bedingungen begrenzt von
solchen mit geringer Stringenz (mit ungefdhr 2X SSC bei 50°C) und
solchen mit hoher Stringenz (mit ungef&hr 0,2X SSC bei 50°C bevor-
zugt bei 65°C) (20X SSC: 0,3 M Natriumcitrat, 3 M NaCl, pH7,0).
Dariiber hinaus kann die Temperatur wihrend des Waschschrittes von
niedrig stringenten Bedingungen bei Raumtemperatur, ungefdhr 22°C,
bis zu stédrker stringenten Bedingungen bei ungefdhr 65°C angehoben
werden. Beide Parameter, Salzkonzentration und Temperatur, kénnen
gleichzeitig variiert werden, auch kann einer der beiden Para-
meter konstant gehalten und nur der andere variiert werden.
Wahrend der Hybridisierung kénnen auch denaturierende Agenzien
wie zum Beispiel Formamid oder SDS eingesetzt werden. In Gegen-
wart von 50 % Formamid wird die Hybridisierung bevorzugt bei 42°C
ausgefiihrt. Einige beispielhafte Bedingungen fiir Hybridisierung
und Waschschritt sind infolge gegeben:

(1) Hybridisierungsbedingungen mit zum Beispiel
a) 4X SSC bei 65°C, oder

b) 6X SsC, 0,5 % SDS, 100 ug/ml denaturierte, fragmentierte
Lachssperma-DNA bei 65°C, oder
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c) 4X SSC, 50 % Formamid, bei 42°C, oder

d) 6X SSC, 0,5 % SDS, 100 ug/ml denaturilerte, fragmentierte
Lachssperma-DNA, 50 % Formamid bei 42°C, oder

e) 2X oder 4X SSC bei 50°C (schwach stringente Bedingung),
oder

£) 2X oder 4X SSC, 30 bis 40 % Formamid bei 42°C (schwach
stringente Bedingung) . ’

a) 6x SSC bei 45°C, oder,
h) 50 % Formamid, 4x SSC bei 42°C, oder

i) 50 % (vol/vol) Formamid, 0,1 % Rinderserumalbumin, 0,1 %
Ficoll, 0,1 % Polyvinylpyrrolidon, 50 mM Natriumphosphat-
puffer pH 6,5, 750 mM NaCl, 75 mM Natriumcitrate bei
42°C, oder

j) 0,05 M Natriumphosphatpuffer pH 7,0, 2 mM EDTA, 1 % BSA
und 7 % SDS.

(2) Waschschritte mit zum Beisgpiel
a) 0,1X SSC bei 65°C, oder
b) 0,1X 8SC, 0,5 % SDS bei 68°C, oder
¢) 0,1X 8SC, 0,5 % SDS, 50 % Formamid bei 42°C, oder
a) 0,2X SSC, 0,1 % SDS bei 42°C, oder
e) 2X SSC bei 65°C (schwach stringente Bedingung).
£) 40 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0, 1 % SDS, 2mM EDTA.

Verfahren zur Herstellung erfindungsgeméfRer funktioneller
Aquivalente umfasst bevorzugt die Einfiihrung von Mutationen

in den NIT1 Promotor gem&f SEQ ID NO: 1. Eine Mutagenese kann
ungerichtet (“random”) erfolgen, wobel die mutagenisierten
Sequenzen anschliefend bezliglich ihrer Eigenschaften nach einer
“trial-by-error” Prozedur durchmustert werden. Besonders vorteil-
hafte Selektionskriterien umfassen beispielsweise eine erhdhte
Resistenz gegeniiber einem Antibiotikum, Herbizid oder Biozid,
gegen das der zu exprimierende Selektionsmarker Resistenz
verleiht, oder die HBhe der resultierenden Expression der ein-
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gefithrten Nukleinsduresequenz kodierend fiir den Selektionsmarker.
Letztere kann auf Transkriptionsebene (beispielsweise durch
Northern-Blot) oder Translationsebene (beispielswelise durch
Immuno/Western-Blot) in der dem Fachmann geldufigen Weise
analysiert werden.

Alternativ konnen nicht-essentielle Sequenzen des erfindungs-
gemédRen Promotors deletiert werden ohne die genannten Eigenschaf-
ten signifikant zu beeintréchtigen. Derartige Deletionsvarianten
stellen funktionell dgquivalente Teile des Promotors beschrieben
durch SEQ ID NO: 1 dar.

Die Eingrenzung der Promotorsequenz auf bestimmte, essentielle
regulatorische Regionen kann auch mit Hilfe von Suchroutine

zur Suche von Promotorelementen vorgenommen werden. Oft sind

in den fir die Promotoraktivitidt relevanten Regionen bestimmte
Promotorelemente gehduft vorhanden. Diese Analyse kann beispiels-
weise mit Computerprogrammen wie dem Programm PLACE (”Plant Cis-
acting Regulatory DNA Elements”; Higo K et al. (1999) Nucleic
Acids Research 27(1):297-300) oder der BIOBASE Datenbank “Trans-
fac” (Biologische Datenbanken GmbH, Braunschweig) vorgenommen
werden.

Auf diese Weise, wie auch beispielsweise durch sukzessive Verklr-
zung und Analyse von Promotorsequenzen, kann der Fachmann zu
dquivalenten Fragmenten des Promotor gemdR SEQ ID NO: 1 oder ei-
nes funktionellen Aquivalentes desselben gelangen. Derartige Se-
quenzen sind aufgrund ihrer reduzierten Sequenzlédnge leichter zu
handhaben und daher bevorzugt. Beispielhaft fir derartige ver-
kiirzte Sequenzen sind die durch SEQ ID NO: 18 und 19 beschriebe-
nen Sequenzen.. Diese zeichnen sich durch im wesentlichen gleiche
Promotoreigenschaften wie der Promotor gem&f? SEQ ID NO: 1 aus.

Verfahren\zur Mutagenisierung von Nukleinsduresequenzen sind dem
Fachmann bekannt und schlieRen beispielhaft die Verwendung von
Oligonukleotiden mit einer oder mehr Mutationen im Vergleich

zu der zu mutierenden Region ein (z.B. im Rahmen einer “Site-
specific mutagenesis”). Typischerweise kommen Primer mit ungefdhr
15 bis ungefdhr 75 Nukleotiden oder mehr zum Einsatz, wobei
bevorzugt ca. 10 bis ca. 25 oder mehr Nukleotidreste an beiden
Seiten der zu verdndernden Sequenz lokalisiert sind. Details

und Durchfiihrung besagter Mutageneseverfahren sind dem Fachmann
geldufig (Kunkel et al. (1987) Methods Enzymol, 154:367-382;
Tomic et al. (1990) Nucl Acids Res 12:1656; Upender, Raj, Weir
(1995) Biotechniques 18(1):29-30; US 4,237,224). Eine Mutagenese
kann auch durch Behandlung von beispielsweise Vektoren, die
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eine der erfindungsgemifRen Nukleinsduresequenzen enthalten, mit
mutagenisierenden Agentien wie Hydroxylamin realisiert werden.

Die in den erfindungsgemidfen Expressionskassetten enthaltenen
transgen zu exprimierenden Nukleinsiduresequenzen kodierend

flir Selektionsmarker konnen mit weiteren genetischen Kontroll-
sequenzen neben einem der erfindungsgeméRen Promotor oder seinem
Aquivalent oder &quivalenten Teil funktionell verkniipft sein.

Unter einer funktionellen Verkniipfung versteht man zum Beispiel
die sequentielle Anordnung des Promotors, der transgen zu expri-
mierenden Nukleinsiduresequenz kodierend fir einen Selektions-
marker und ggf. weiterer regulativer Elemente wie zum Beispiel
einem Terminator derart, dass Jjedes der regulativen Elemente
seine Funktion bei der transgenen Expression der Nukleinsdure-
sequenz, je nach Anordnung der Nukleinsduresequenzen zu sense
oder anti-sense RNA, erfiillen kann. Dazu ist nicht unbedingt eine
direkte Verkntipfung im chemischen Sinne erforderlich. Genetische
Kontrollsequenzen, wie zum Beispiel Enhancer-Sequenzen, kdnnen
ihre Funktion auch von weiter entfernten Positionen oder gar

von anderen DNA-Molekiilen aus auf die Zielsequenz ausiiben. Bevor-
zugt sind Anordnungen, in denen die transgen zu exprimierende
Nukleinsduresequenz hinter der als Promotor. fungierenden. Sequenz. .
positioniert wird, so dass beide Sequenzen kovalent mitein-

ander verbunden sind. Bevorzugt ist dabei der Abstand zwischen
der Promotorsequenz und der transgen zu exprimierende Nuklein-
siuresequenz geringer als 200 Basenpaare, begonders bevorzugt
kleiner als 100 Basenpaare, ganz besonders bevorzugt kleiner

als 50 Basenpaare. r

Die Herstellung einer funktionellen Verkniipfung kann mittels
gdngiger Rekombinations-— und Klonierungstechniken realisiert
werden, wie sie beispielsweise in Maniatis T, Fritsch EF und
Sambrook J(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY sowie in
Silhavy TJ, Berman ML und Enquist LW(1984) Experiments with Gene
Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
und in Ausubel FM et al. (1987) Current. Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience be-
schrieben sind. Zwischen beide Seguenzen kdnnen aber auch weltere
Sequenzen positioniert werden, die zum Beispiel die Funktion
eines Linkers mit bestimmten Restriktionsenzymschnittstellen oder
eines Signalpeptides haben. Auch kann die Insertion von Sequenzen
zur Expression von Fusionsproteinen fiihren.
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Der Begriff der genetischen Kontrollsequenzen ist breit zu
verstehen und meint all solche Sequenzen, die einen Einfluss
auf das Zustandekommen oder die Funktion der erfindungs-
gemifRen Expressionskassette haben. Genetische Kontrollsequenzen
modifizieren zum Beispiel die Transkription und Translation
in prokaryotischen oder eukaryotischen Organismen.

Vorzugsweise umfassen die erfindungsgeméflen Expressionskassetten
5/ —stromaufwirts von der jeweiligen transgen zu exprimierenden
Nukleinsiduresequenz einen der erfindungsgeméfien Promotoren und

37 —gstromabwirts eine Terminatorsequenz als zusédtzliche genetische
Kontrollsequenz, sowle gegebenenfalls weitere iibliche regulative
Elemente, und zwar jeweils funktionell verkniipft mit der transgen
zu exprimierenden Nukleinsduresequenz.

Genetische Kontrollsequenzen umfassen auch welitere Promotoren,
Promotorelemente oder Minimalpromotoren, die die expressions-
steuernden Eigenschaften modifizieren oder erwelitern kénnen.

So kann durch genetische Kontrollsequenzen zum Beispiel die
Expression zus&dtzlich abhinglg von bestimmten Stressfaktoren
oder chemischen Stimulantien erfolgen. Entsprechende Elemente
sind zum Beispiel fiur Wasserstress, Absciginsdure (Lam E und
Chua NH (1991) J Biol Chem 266(26)-:17131~173135) und Hitzestress
(Schsffl F et al. (1989) Mol Gen Genetics 217(2-3) :246-53)
beschrieben.

Es kénnen ferner weitere Promotoren funktionell mit der

zu exprimierenden Nukleinsiduresequenz verknlipft sein, die
eine Expression in weiteren Pflanzengeweben oder in anderen
Organismen, wie zum Beispiel E.coli Bakterien ermdglichen.

Genetische Kontrollsequenzen umfassen ferner auch die 5’-untrans-
latierte Region, Introns oder die nichtkodierende 3/-Region wvon
Genen, bevorzugt Nit-Gens. Es ist gezeigt worden, dass diese eine
signifikante Funktionen bei der Regulation der Genexpression
spielen kdnnen. So wurde gezeigt, dass 5/-untranslatierte
Sequenzen die transiente Expression heterologer Gene verstirken
k&nnen. Sie konnen ferner die Gewebespezifitdt férdern (Rouster
J et al.(1998) Plant J. 15:435-440). Umgekehrt unterdriickt die
5/_untranslatierte Region des opague-2 Gens die Expression. Eine
Deletion der entsprechenden Region flihrt zu einer Erhdhung der
Genaktivitat (Lohmer S et al. (1993) Plant Cell 5:65-73). Die
unter SEQ ID NO: 1 angegebene Nukleinsiduresequenz enthdlt den
Abschnitt des NIT1-Gens, der den Promotor und die 5’-untrans-
latierte Region bis vor das ATG-Startcodon des NIT1l Proteins

aus Arabidopsis thaliana représentiert.
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McElroy und Mitarbeiter (McElroy et al. (1991) Mol Gen Genet
231(1):150-160) berichteten von einem auf dem Reis Actin 1 (Actl)
Promotor basierenden Konstrukt zur Transformation monokotyler
Pflanzen. In transgenen Reiszellen flihrte die Verwendung des
Actl-Introns in Kombination mit dem 35S-Promotor zu einer gegen-
tber dem isolierten 35S-Promotor um das zehnfache gesteigerten
Expressionsrate. Eine Optimierung der Sequenzumgebung der
Translationginitiationsstelle des Reportergen-Gens (GUS)
resultierte in einer vierfachen Steigerung der GUS-Expression
in transformierten Reiszellen. Eine Kombination der optimierten
Translations-Initiationsstelle und des Actl-Introns resultierte
in einer 40-fachen Steigerung der GQUS-Expression durch den
CaMV35S-Promotor in transformierten Reiszellen; dhnliche
Ergebnisse wurden anhand von transformierten Maiszellen erzielt.
Insgesamt wurde aus den zuvor besclriebenen Untersuchungen
geschlussfolgert, dass die auf dem Actl-Promotor basierenden
Expressionsvektoren dazu geeignet sind, eine hinreichend starke
und konstitutive Expression von Fremd-DNA in transformierten
Zellen monokotyler Pflanzen zu steuern.

Die Expressionskassette kann vorteilhafterweise eine oder mehrere
sogenannte “enhancer Sequenzen” funktionell verkniipft mit dem
Promotor enthélten, die . eine erh&hte.transgene Expression. der
Nukleinsduresequenz ermdglichen. Auch am 3’/-Ende der transgen zu
exprimierenden Nukleins&uresequenzen kdnnen zusdtzliche vorteil-
hafte Sequenzen inseriert werden, wie weitere regulatorische
Elemente oder Terminatoren. Die transgen zu exprimierenden
Nukleinsduresequenzen kénnen in einer oder mehreren Kopien in
der Expressionskassette enthalten sein.

Als Kontrollsequenzen sind weiterhin solche zu verstehen, die
eine homologe Rekombination bzw. Insertion in das Genom eines
Wirtsorganismus erméglichen oder die Entfernung aus dem Genom
erlauben. Bei der homologen Rekombination kann zum Beispiel

der natiirliche Promotor eines bestimmten Gens gegen einen der
erfindungsgemédfen Promotor ausgetauscht werden. Methoden wie

die cre/lox-Technologie erlauben eine gewebespezifische,

unter Umstanden induzierbare Entfernung der Expressionskassette
aus dem Genom des Wirtsorganismus (Sauer B. (1998) Methods.
14(4):381-92) . Hier werden bestimmte flankierende Sequenzen dem
7ielgen angeflgt (lox-Sequenzen), die spdter eine Entfernung
mittels der cre—Rekombinase erméglichen. Die Rekombinase~Technik
kann auch zur Erhdhung der Effizienz der homologen Rekombination
verwendet werden. Entsprechende Verfahren sind dem Fachmann
bekannt (US 6,110,736). Eine vVielzahl von sequenzspezifischen
Rekombinationssystemen kann verwendet werden, beispielhaft sind
das Cre/lox-System des Bacteriophagen Pl, das FLP/FRT System der
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Hefe, die Gin Recombinase des Mu Phagen, die Pin Rekombinase aus
E. coli und das R/RS System des pSR1 Plasmids genannt. Bevorzugt
sind das Bacteriophagen Pl Cre/lox und das Hefe FLP/FRT System.
Das FLP/FRT und cre/lox Rekombinasesystem wurde bereits in
pflanzlichen Systemen angewendet (0dell et al. (1990) Mol Gen
Genet 223:369-378)

Als Kontrollsequenzen geeignete Polyadenylierungssignale sind
in Pflanzen funktionelle Polyadenylierungssignale sowie - vor-
zugsweise - solche, die im wesentlichen T-DNA Polyadenylierungs-
signalen aus Agrobacterium tumefaciens, insbesondere des Gens 3
der T-DNA (Octopin Synthase) des Ti-Plasmids pTiACHS ent-
sprechen (Gielen et al.(1984) EMBO J 3:835ff) oder funktionelle
Aquivalente davon.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform enthdlt die
Expressionskassette eine in Pflanzen funktionelle Terminator-
sequenz. In Pflanzen funktionelle Terminatorsequenzen meint all-
gemein solche Sequenzen, die in der Lage sind, in Pflanzen den
Abbruch der Transkription einer DNA-Sequenz zu bewirken. Bei-
spiele flir geeignete Terminatorsequenzen sind der OCS (Octopin-
Synthase)-Terminator und der NOS (Nopalin-Synthase) -Terminator.
Besonders bevorzugt -sind jedoch pflanzliche..Terminatorsequenzen.
Pflanzliche Terminatorsequenzen meint allgemein solche Sequenzen,
die Bestandteil eines natiirlichen pflanzlichen Gens sind.
Besonders bevorzugt sind dabei der Terminators des Cathepsin D
Tnhibitor Gens aus Kartoffel (GenBank Acc. No.: X74985; Termina-
tor: SEQ ID NO: 16) oder des Terminators der Speicherproteingens
VfLELB3 (GenBank Acc. No.: Z26489; Terminator: SEQ ID NO: 17) aus
der Ackerbohne. Diese Terminatoren sind den im Stand der Technik
beschriebenen viralen oder T-DNA Terminatoren mindestens gleich-
wertig. Das Plasmid pSUNSNPTIICat (SEQ ID NO: 15) enthdlt den
pflanzlichen Terminator des Cathepsin D Inhibitor Gens aus
Kartoffel.

Selektionsmarker umfasst sowohl positive Selektionsmarker,

die eine Resistenz gegen ein Antibiotikum, Herbizid oder Bio-
zid verleihen, als auch negative Selektionsmarker, die eine
Sensitivitidt gegen eben diese verleihen, als auch Marker die
dem transformierten Organismus einen Wachstumsvorteil gewdhren
(beispielsweise durch Expression von Schliisselgenen der Cytokin-
biosynthese; Ebinuma H et al. (2000) Proc Natl Acad Sci USA
94:2117-2121). Bei der positiven Selektion gedeihen nur die
Organismen, die den entsprechenden Selektionsmarker exprimieren,
wihrend bei der negativen Selektion eben diese eingehen. Bei
der Herstellung transgener Pflanzen ist die Verwendung eines
positiven Selektionsmarkers bevorzugt. Bevorzugt ist ferner
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die Verwendung von Selektionsmarkern, die Wachstumsvorteile
verleihen. Negative Selektionsmarker kénnen vorteilhaft verwendet
werden, wenn es darum geht, bestimmt Gene oder Gencmabschnitte
aus einem Organismus zu entfernen (beispielsweise im Rahmen eines
Kreuzungsprozesses) .

Der mit der Expressionskassette eingebrachte selektionierbare
Marker verleiht den erfolgreich rekombinierten oder trans-
formierten Zellen eine Resistenz gegen ein Biozid (zum Beispiel
ein Herbizid wie Phosphinothricin, Glyphosat, Imidazolinon-

oder Sulfonylharnstoff-Herbizide oder Bromoxynil), einen Meta-
bolismusinhibitor wie 2-Desoxyglucose—-6-phosphat (WO 98/45456)
oder ein Antibiotikum, wie zum Beispiel Kanamycin, G 418,
Bleomycin, Hygromycin. Der Selektionsmarker erlaubt die Selektion
der transformierten Zellen von untransformierten (McCormick

et al., Plant Cell Reports 5 (1986), 81-84). Besonders bevorzugte
Selektionsmarker sind solche die eine Resistenz gegen Herbizide
verleihen. Dem Fachmann sind zahlreiche derartiger Selektions-
marker und die flir diese kodierenden Sequenzen bekannt. Nach-
folgend seien beispielhaft jedoch nicht einschrénkend zu nennen:

i) Positive Selektionsmarker:

Der mit der Expressionskassette eingebrachte selektionierbare
Marker verleiht den erfolgreich rekombinierten oder trans-
formierten Zellen eine Resistenz gegen ein Biozid (zum Beispiel
ein Herbizid wie Phosphinothricin, Glyphosat oder Bromoxynil),
einen Metabolismusinhibitor wie 2-Desoxyglucose-6-phosphat

(WO 98/45456) oder ein Antibiotikum, wie zum Beispiel Tetra-
cycline, Ampicillin, Kanamycin, G 418, Neomycin, Bleomycin oder
Hygromycin. Der Selektionsmarker erlaubt die Selektion der trans-
formierten Zellen von untransformierten (McCormick et al., Plant
Cell Reports 5 (1986), 81-84). Besonders bevorzugte Selektions-
marker sind solche, die eine Resistenz gegen Herbizide verleihen.
Beisgpielhaft als Selektionsmarker seilen genannt:

- DNA Sequenzen, die flir Phosphinothricinacetyltransferasen
(PAT) kodieren, welche die freie Aminogruppe des Glutamin-
synthaseinhibitors Phosphinothricin (PPT) acetylieren und
damit eine Detoxifizierung des PPT erreichen (de Block et al.
1987, EMBO J. 6, 2513-2518) (auch Bialophos® resistenzgen
(bar) genannt). Das bar Gen kodierend fiir eine Phosphino-
thricinacetyltransferase (PAT) kann aus beispielsweise
Streptomyces hygroscopicus oder S. viridochromogenes isoliert
werden. Entsprechende Sequenzen sind dem Fachmann bekannt
(aus Streptomyces hygroscopicus GenBank Acc.-No.: X17220
und X05822, aus Streptomyces viridochromogenes GenBank
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Acc.-No.: M 22827 und X65195; US 5,489,520). Ferner sind
synthetische Gene beispielsweise fiur die Expression in
pPlastiden beschrieben. Ein synthetisches Pat Gen ist be-
schrieben in Becker et al. (1994) The Plant J. 5:299-307.
Canz besonders bevorzugt ist ebenfalls die Expression des
Polypeptides gemédf SEQ ID NO: 3 beispielsweise kodiert durch
cine Nukleinsiuresequenz gemdf SEQ ID NO: 2. Die Gene ver-
leihen Resistenz gegen das Herbizid Bialaphos oder Glufosinat
und sind vielbenutzer Marker in transgenen Pflanzen (Vickers
JE et al. (1996). Plant Mol Miol Reporter 14:363-368; Thomp-
son CJ et al. (1987) EMBO J 6:2519-2523).

- 5—Enolpyruvylshikimat—3—phosphatsynthasegene (EPSP Synthase-
gene), die eine Resistenz gegen Glyphosat (N-(phosphono-
methyl)glycin) verleihen. Das unselektive Herbizid Glyphosat
hat die 5¥Enolpyruvyl—3—phosphoshikimatsynthase (EPSPS) als
molekulares Target:. Diese hat eine Schlisselfunktion in der
Biosynthese aromatischer Aminosé&uren in Mikroben und Pflan-
zen, jedoch nicht in Sdugern (Steinrucken HC et al. (1980)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 94:1207-1212; Levin JG und.
Sprinson DB (1964) J. Biol. Chem. 239: 1142-1150; Cole DJ
(1985) Mode of action of glyphosate a literature analysis, p.
48-74. In: Grossbard E und Atkinson D (eds.). The herbicide

.—-glyphosate. Buttersworths,. Boston.). Glyphosat-tolerante
EPSPS Varianten werden bevorzugt als Selektionsmarker
verwendet (Padgette SR et al. (1996). New weed control
opportunities: development of soybeans with a Roundup Ready™
gene. In: Herbicide Resistant Crops (Duke, S.0., ed.), PP.
53-84. CRC Press, Boca Raton, FL; Saroha MK und Malik VS
(1998) J Plant Biochemistry and Biotechnology 7:65-72). Das
EPSPS Gen des Agrobacterium sp. strain CP4 hat eine natir-
liche Toleranz gegen Glyphosat, die auf entsprechende trans-
gene Pflanzen transferiert werden kann. Das CP4 EPSPS Gen
wurde aus Agrobacterium sp. strain CP4 kloniert (Padgette SR
et al. (1995)Crop Science 35(5):1451-1461) . Sequenzen
von 5—Enolpyrvylshikimate—3—phosphate—synthasen, die
Glyphosat-tolerant sind, wie beispielsweise beschrieben
in US 5,510,471; US 5,776,760; US 5,864,425; US 5,633,435;
UsS 5,627;061; US 5,463,175; EP 0 218 571, sind sowohl in
den Patenten beschriebenen als auch in der GenBank hinter-
legt. Weitere Sequenzen sind beschrieben unter GenBank
Accession X63374. Ferner ist das aroA Gen bevorzugt (M10947
S. typhimurium aroA locus 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase (aroA protein) gene).

- das fiir das Glyphosat® degradierende Enzyme kodierende
gox Gen (Glyphosatoxidoreduktase) . GOX (beispielsweise die
Glyphosatoxidoreductase aus Achromobacter sp.) katalysiert
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die Spaltung einer C-N Bindung im Glypheosat, welches so zu
Aminomethylphosphonsdure (AMPA) und Glyoxylat umgesetzt wird.
GOX kann dadurch eine Resistenz gegen Glyphosat vermitteln
(Padgette SR et al. (1996) J Nutr. 1996 Mar;126(3):702~16;
Shah D et al. (1986) Science 233: 478-481).

das deh Gen (kodierend fiir eine Dehalogenase, die Dalapon®
inaktiviert), (GenBank Acc.~No.: AX022822, AX022820 sowie
W0989/27116)

bxn Gene, die fir Bromoxynil degradierende Nitrilase-

enzyme kodieren. Beispielsweise die Nitrilase aus Klebsiella
ozanenae. Sequenzen sind in der Genbank beispielsweilise

unter den Acc.-No: E01313 (DNA encoding bromoxynil specific
nitrilase) und J03196 (XK. pneumoniae bromoxynil-specific
nitrilase (bxn) gene, complete cds) zu finden.

Neomycinphosphotransferasen verleihen eine Resistenz

gegen Antibiotika (Aminoglykoside) wie Neomycin, G418,
Hygromycin, Paromomycin oder Kanamycin, indem sie durch

eine Phosphorvlierungsreaktion deren inhibierende Wirkung
redgzieren. Besonders bevorzugt ist das nptII Gen. Seguenzen
kénnen aus der GenBank érhalten werden (AF080390 Mini-
transposon mTn5-GNm; AF080389 Minitransposon mTn5-Nm,
complete sequence). Zudem ist das Gen bereits Bestandteil
zahlreicher Expressionsvektoren und kann unter Verwendung
von dem Fachmann geldufigen Verfahren (wie beispielsweise
Polymerasekettenreaktion) aus diesen isoliert werden
(AF234316 pCAMBIA-2301; AF234315 pCAMBIA-2300, AF234314
pCAMBIA-2201) . Das NPTII Gen kodiert fiir eine Aminoglycosid-
3’0O-phosphotransferase aus E.coli, Tn5 (GeﬁBank Acc.-No:
U00004 Position 1401-2300; Beck et al. (1982) Gene 19
327-336).

das DOGRl-Gen. Das Gen DOGRL wurde aus der Hefe Saccharomyces
cerevisiae isoliert (EP 0 807 836). Es codiert flir eine
2-Desoxyglukose-6~-phosphat Phosphatase, die Resistenz
gegeniiber 2-DOG verleiht (Randez-Gil et al. 1995, Yeast 11,
1233-1240; Sanz et al. (1994) Yeast 10:1195~ 1202, Sequenz:
GenBank Acc.-No.: NC001140 chromosom VIII, Saccharomyces
cervigiae Position 194799-194056).

Sulfonylurea- und Imidazolinon inaktivierende Acetolactat-
synthasen, die eine Resistenz gegen Imidazolinon/Sulfonyl-
urea-Herbizide verleihen. Beispielhaft seien fiir Imidazolin-
on-Herbizide die Wirkstoffe Imazamethabenz-methyl, Imazzamox,
Imazapyr, Imazaguin, Imazethapyr zu nennen. Fir Sulfonylharn-
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stoff-Herbizide seien beispielhaft Amidosulforon, Azim-
sulfuron, Chlorimuronethyl, Chlorsulfuron, Cinosulfuron,
Imazosulforon, Oxasulforon, Prosulforon, Rimsulforon, Sulfo-
sulforon zu nennen. Dem Fachmann sind zahlreiche weitere
Wirkstoffe der genannten Klassen bekannt. Geeignet sind
Nukleinsduresequenzen wie beispielsweise die unter der Gen-
Bank Acc-No.: X51514 abgelegte Sequenz fiir das Arabidopsis
thaliana Csr 1.2 Gen (EC 4.1.3.18) (Sathasivan K et al.
(1990) Nucleic Acids Res. 18(8):2188). Acetolactatesynthasen,
die eine Resistenz gegen Imidazolinon-Herbizide verleihen,
sind ferner beschrieben unter den GenBank Acc.-No.:

a) AB049823 Oryza sativa ALS mRNA for acetolactate synthase,
complete cds, herbicide resistant biotype :
b) AF094326 Bassia scoparia herbicide resistant acetolactate
synthase precursor (ALS) gene, complete cds ‘
c) X07645 Tobacco acetolactate synthase gene, ALS SuRB
(EC 4.1.3.18) '
d) X07644 Tobacco acetolactate synthase gene, ALS SuRA
(EC 4.1.3.18)
e) Al9547 Synthetic nucleotide mutant acetolactate synthase
£) Al19546 Synthetic nucleotide mutant acetolactate synthase
) A1954§MS§HEﬁetic'Eﬁbleotidé‘mutant acetolactate synthase
h) I05376 Sequence 5 from Patent EP 0257993
i) I05373 Sequence 2 from Patent EP 0257993

J) AL133315

Bevorzugt ist die Expression einer Acetolactatsynthase gem&fR

SEQ ID NO: 5, beigpielsweise kodiert durch eine Nukleinsiure-

sequenz gemdfs SEQ ID NO: 4. )

- Hygromycinphosphotransferasen (X74325 P. pseudomallei
gene for hygromycin phosphotransferase) die eine
Resistenz gegen das Antibiotikum Hygromycin verleihen.
Das Gen ist Bestandteil zahlreicher Expressionsvektoren
und kann unter Verwendung von dem Fachmann geldufigen
Verfahren (wie beispielsweise Polymerasekettenreaktion)
aus diesen isoliert werden (AF294981 pINDEX4; AF234301
pCAMBIA-1380; AF234300 pCAMBIA-1304; AF234299 pCAM-
BIA-1303; AF234298 pCAMBIA-1302; AF354046 pCAMBIA-1305.;
AF354045 pCAMBIA-1305.1)

- Resistenzgene gegen

a) Chloramphenicol {Chloramphenicolacetyltransferase),
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b) Tetracyclin, verschiedene Resistenzgene sind beschrieben
z.B. X65876 S. ordonez genes class D tetA and tetR
for tetracycline resistance and repressor proteins
X51366 Bacillus cereus plasmid pBCl6 tetracycline
resistance gene. Zudem ist das Gen bereits Bestandteil
zahlreicher Expressionsvektoren und kann unter Verwendung
von dem Fachmann geldufigen Verfahren (wie beispielsweise
Polymerasekettenreaktion) aus diesen isoliert werden

c¢) Streptomycin, verschiedene Resistenzgene sind beschrieben
z.B. mit der GenBank Acc.-No.:AJ278607 Corynebacterium
acetoacidophilum ant gene for streptomycin adenylyl-
transferase.

d) Zeocin, das entsprechende Resistenzgen ist Bestandteil
zahlreicher Klonierungsvektoren (z.B. 136849 Cloning
vector pZEQ) und kann unter verwendung von dem Fachmann
geliufigen Verfahren (wie beispielsweise Polymerase-
kettenreaktion) aus diesen isoliert werden.

e) Ampicillin (R-Lactamase Gen; Datta N, Richmond MH.
(1966) Biochem J. 98(1):204-9; Heffron F et al (1975)

- . J-- Baeckteriol-122: 250-256; das Amp Gen wurde zuerst zur

Herstellung des E. coli Vektors pBR322 kloniert; Bolivar
F et al. (1977) Gene 2:95-114). Die Sequenz ist Bestand-
teil zahlreicher Klonierungsvektoren und kann unter Ver-
wendung von dem Fachmann geldufigen Verfahren (wie bei-
spielsweise Polymerasekettenreaktion) aus diesen isoliert

werden.

Gene wie die Isopentenyltransferase aus Agrobacterium
tumefaciens (strain:P022) (Genbank Acc.-No.: AB025109). Das
ipt Gen ist ein Schlisselenzym der Cytokin-Biosynthese. Seine
Uberexpression erleichtert die Regeneration von Pflanzen
(z.B. Selektion auf Cytokin-freiem Medium) . Das Verfahren zur
Nutzung des ipt Gens ist beschrieben (Ebinuma H et al. (2000)
Proc Natl Acad Sci USA 94:2117-2121; Ebinuma, H et al. (2000)
Selection of Marker-free transgenic plants using the onco-
genes (ipt, rol A, B, C) of Agrobacterium as selectable
markers, In Molecular Biology of Woody Plants. Kluwer
Academic Publishers) .

Verschiedene weitere positive Selektionsmarker, die den
transformierten Pflanzen einen Wachstumsvorteil gegeniber
nicht—transformierten verleihen, sowie Vefahren zu ihrer Ver-
wendung sind u.a. beschrieben in EP-A 0 601 092. Beispielhaft
sind zu nennen P-Glucuronidase (in Verbindung mit z.B. Cyto-
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kininglucuronid), Mannose-6-phosphat-Isomerase (in Verbindung
mit Mannose), UDP-Galaktose-4-Epimerase (in Verbindung mit
z.B. Galactose), wobei Mannose-6~-phosphat—Isomerase in Ver-
bindung mit Mannose besonders bevorzugt ist.

Negative Selektionsmarker ermdglichen beispielsweise

die Selektion von Organismen mit erfolgreich deletierten
Sequenzen, die das Markergen umfassen (Koprek T et al. (1999)
The Plant Journal 19(6):719-726). Bei der negativen Selektion
wird beispielsweise durch den in die Pflanze eingebrachten
negativen Selektionsmarker eine Verbindung, die ansonsten fir
die Pflanze keine nachteilige Wirkung hat, in eine Verbindung
mit nachteiliger Wirkung umgesetzt. Ferner sind Gene geeig-
net, die per se eine nachteilige Wirkung haben, wie zum
Beispiel TK thymidine kinase (TK) und Diphtheria Toxin A
Fragment (DT-A), das codA Genprodukt kodierend fiir eine
Cytosindeaminase (Gleave AP et al. (1999) Plant Mol Biol
40(2):223-35; Perera RJ et al. (1993) Plant Mol Biol 23(4):
793-799; Stougaard J (1993) Plant J 3:755-761), das Cytochrom
P450 Gen (Koprek et al. (1999) Plant J. 16:719-726), Gene
kodierend fir eine Haloalkan Dehalogenase (Naested H (1999)
Plant J. 18:571-576), das iaaH Gen (Sundaresan V et al.
(1995)._Genes.-.&.Development 9.:1797-1810) oder dasg.tms2 Gen
(Fedoroff NV & Smith DL 1993, Plant J 3: 273-289).

Die jeweils fiir die Selektion verwendeten Konzentrationen

der Antibiotika, Herbizide, Biozide oder Toxine missen an die

jeweiligen Testbedingungen bzw. Organismen angepasst werden.

Beispielhaft seien flir Pflanzen zu nennen Kanamycin (Km) 50 mg/1,
30 Hygromycin B 40 mg/l, Phosphinothricin (Ppt) 6 mg/l.

Ferner k&nnen funktionelle Analoga der genannten Nukleinsduren
kodierend fiir Selektionsmarker exprimiert werden. Funktionelle
Analoga meint hier all die Sequenzen, die im wesentlichen die

35 gleiche Funktion haben d.h. zu einer Selektion transformierter
Organismen befihigt sind. Dabei kann dags funktionelle Analogon
sich in anderen Merkmalen durchaus unterscheiden. Es kann zum
Beispiel eine héhere oder niedrigere Aktivitdt haben oder auch
liber weitere Funktionalitdten verfligen.

40

Funktionelle Analoga meint ferner Sequenzen, die fiir Fusions-
proteine kodieren bestehend aus einem der bevorzugten Selektions-
marker und anderen Proteinen zum Beispiel einem welteren bevor-
zugten Selektionsmarker oder aber auch einer Signalpeptidsedquenz.

45
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Die Expression des Selektionsmarkers ist in jedem gewiinschten
Zellkompartiment, wie z.B. dem Endomembransystem, der Vakuole und
den Chloroplasten méglich. Durch Nutzung des sekretorischen Weges
sind gewlinschte Glykosylierungsreaktionen, besondere Faltungen
u.d. méglich. Auch die Sekretion des Zielproteins zur Zellober-
flache bzw. die Sezernierung ins Kulturmedium, beispielsweise
bei Nutzung suspensionskultivierter Zellen oder Protoplasten
ist méglich. Die daflir notwendigen Targetsequenzen kdnnen sowohl
in einzelnen Vektorvariationen beriicksichtigt werden als auch
durch Verwendung einer geeigneten Klonierungsstrategie gemeinsam-
mit dem zu klonierenden Zielgen in den Vektor mit eingebracht
werden. Als Targetsequenzen kdnnen sowohl Gen eigene, sofern
vorhanden, oder heterologe Sequenzen genutzt werden. Zusitz-
liche, heterologe zur funktionellen Verkniipfung bevorzugte
aber nicht darauf beschrénkte Sequenzen sind weitere Targeting-
Sequenzen zur Gewdhrleistung der subzelluliren Lokalisation im
Apoplasten, in der Vakuole, in Plastiden, im Mitochondrium, im
Endoplasmatischen Retikulum (ER), im Zellkern, in O8lkdérperchen
oder anderen Kompartimenten; sowie Translationsverstidrker wie die
5’ -Leadersequenz aus dem Tabak-Mosaik-Virus (Gallie et al., Nucl.
Acids Res. 15 (1987), 8693-8711) und dergleichen. Das Verfahren,
an sich nicht in den Plastiden lokalisierte Proteine, gezielt

und Weil JH (1991) Mol Gen Genet 225(2):297-304; Van Breusegem
F et al. (1998) Plant Mol Biol 38(3):491-496). Revorzugte
Sequenzen sind:

a) kleine Untereinheit (SSU) der Ribulosebisphosphatcarboxylase
(Rubisco ssu) aus Erbse, Mails, Sonnenblume

b) Transitpeptide abgeleitet von Genen der pflanzlichen Fett-
s@urebiosynthese wie das Transitpeptid des plastiddren
“Acyl Carrier Protein” (ACP), die Stearyl-ACP-Desaturase,
B-Ketoacyl-ACP Synthase oder die Acyl-ACP-Thiocesterase.

c) das Transitpeptid fiir GBSSI (“Granule Bound Starch Synthase
III)

d) LHCP IT Gene.

Die Zielsequenzen k&nnen mit anderen, von dem Transitpeptid
kodierenden Sequenzen verschiedenen, Targeting-Sequenzen ver-
kniipft sein, um eine subzelluldren Lokalisation im Apoplasten,
in der Vakuole, in Plastiden, im Mitochondrium, im Endo-
plasmatischen Retikulum (ER), im Zellkern, in Olkdrperchen
oder anderen Kompartimenten zu gewdhrleisten. Ferner kdnnen
Translationsverstdrker wie die 5'-Leadersequenz aus dem Tabak-
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Mosaik-Virus (Gallie et al. (1987) Nucl Acids Res 15:8693-8711)
und dergleichen zum Einsatz kommen.

Die erfindungsgemifRen Expressionskassetten und die von ihnen
abgeleiteten Vektoren kdnnen weltere Funktionselemente enthalten.
Der Begriff Funktionselement ist breit zu verstehen und meint all
solche Elemente, die einen Einfluss auf Herstellung, Vermehrung
oder Funktion der erfindungsgemiRen Expressionskassetten oder von
diesen abgeleitete Vektoren oder Organismen haben. Beispielhaft
aber nicht einschré&nkend seien zu nennen:

a) Reportergene, die fiir leicht quantifizierbare Proteine
kodieren und iiber Eigenfarbe oder Enzymaktivitdt eine
Bewertung der Transformationseffizienz, des Expressionsortes
oder -zeitpunktes gewdhrleisten. Ganz besonders bevorzugt
sind dabei Gene kodierend fiir Reporter-Proteine (siehe auch
Schenborn E, Groskreutz D. Mol Biotechnol. 1999; 13(1):29-44)
wie

- vgreen fluorescence protein” (GFP) (Chui WL et al., Curr
Biol 1996, 6:325-330; Leffel SM et al., Blotechniques.
23(5):912-8, 1997; Sheen et al.(1995) Plant Journal

~8{5):777=784; Haseloff et al.(1997) -Proc Natl Acad.Sci ..
USA 94(6):2122-2127; Reichel et al.(1996) Proc Natl Acad
Sci USA 93(12):5888-5893; Tian et al. (1997) Plant Cell
Rep 16:267-271; WO 97/41228). ‘

Chloramphenicoltransferase (Fromm et al. (1985) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:5824-5828),

I

Luziferase (Millar et al., Plant Mol Biol Rep 1992
10:324~414; Ow et al. (1986) Science, 234:856-859);
erlaubt Bioluminescenzdetektion.

- B-Galactosidase, kodiert filir ein Enzym fir das ver-
schiedene chromogene Substrate zur Verfligung stehen.

1

R—Glucuronidase (GUS) (Jefferson et al., EMBO J. 1987, 6,
3901~3907) oder das uida Gen, das ein Enzym flr ver-
schiedene chromogene Substrate kodiert.

R-Locus Genprodukt:Protein, das die Produktion von
Anthocyaninpigmenten (rote Farbung) in pflanzlichen
Gewebe reguliert und so eine direkte Analyse der
Promotoraktivitdt ohne Zugabe zusdtzlicher Hilfsstoffe
oder chromogener Substrate erméglicht (Dellaporta et al.,
In: Chromosome Structure and Function: Impact of New

I
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Concepts, 18th Stadler Genetics Symposium, 11:263-282,
1988).

- R-Lactamase (Sutcliffe (1978) Proc Natl Acad Sci USA
75:3737-3741), Enzym flir verschiedene chromogene Sub-
strate (z.B. PADAC, eine chromogenes Cephalosporin).

- xylE Genprodukt (Zukowsky et al. (1983) Proc Natl Acad
Sci USA 80:1101-1105), Catecholdioxygenase, die chromo-
gene Catechole umsetzen kann.

- Alpha-Amylase (Ikuta et al. (1990) Bio/technol.
8:241-242) .

- Tyrosinase (Katz et al. (1983) J Gen Microbiol
129:2703-2714), Enzym, das Tyrosin zu DOPA und Dopaquinon
oxidiert, die infolge das leicht nachweisbare Melanin
bilden. '

- Aequorin (Prasher et al. (1985) Biochem Biophys Res
Commun 126 (3):1259-1268), kann in der Calcium-sensitiven
Bioluminescenzdetektion verwendet werden.

b) Replikationsurspriinge, die eine Vermehrung der erfindungs-
gemidRen Expressionskassetten oder Vektoren in Zum Beispiel
E. coli gewdhrleisten. Beispielhaft seien genannt ORI (origin
of DNA replication), der pBR322 ori oder der P15A ori
(Sambrook et al.: Molecular Cloning. A Laboratory Manual,
2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989). )

¢) Elemente zum Beispiel “Bordersequenzen”, die einen Agro-
bakterien-vermittelte Transfer in Pflanzenzellen fir die
{lbertragung und Integration ins Pflanzengenom erméglichen,
wie zum Beispiel die rechte oder linke Begrenzung der T-DNA
oder die vir-Region.

d) Multiple Klonierungsregionen (MCS) erlauben und erleichtern

die Insertion eines oder mehrerer Nukleinsduresequenzen.

Dem Fachmann sind verschiedene Wege bekannt, um zu einer
erfindungsgemifRen Expressionskassette zu gelangen. Die Her-
stellung einer erfindungsgemifen Expressionskassette erfolgt
beispielsweise durch Fusion des Nitl Promotors gemédfs SEQ-ID NO: 1
(oder eines funktionellen Aguivalentes oder funktionell &qui-
valenten Teils) mit einer zu exprimierenden Nukleotidseguenz
kodierend fiir einen Selektionsmarker, gegebenenfalls einer fir
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ein Transitpeptid kodierenden Sequenz, vorzugsweise ein chloro-
plastenspezifisches Transitpeptid, welches vorzugsweise zwischen
dem Promotor und der jeweiligen Nukleotidsequenz angeordnet ist,
sowie einem Terminator- oder Polyadenylierungssignal. Dazu ver-
wendet man gingige Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie
sie beispielsweise in Maniatis T, Fritsch EF und Sambrook J
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY sowie in Silhavy TJ, Berman ML
und Enquist LW (1984) Experiments with Gene Fusions, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY und in Ausubel FM
et al. (19879 Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing Assoc. and Wiley Interscience beschrieben sind.

Unter einer Expressionskassette sind aber auch solche
Konstruktionen zu verstehen, bei denen eine transgen zu
exprimierende Nukleins&uresequenz kodierend fiir einen Selektions-
marker zum Beispiel durch eine homologe Rekombination hinter

den endogenen, natiirlichen NITl-Promotor (oder eins seiner
funktionellen Aquivalente beispielsweise aus anderen Pflanzen-
arten) platziert wird, wodurch man eine erfindungsgeméilie
Expressionskassette erhdlt, die die Expression der transgen

zu exprimierenden Nukleins&uresequenz kodierend fur einen
Selektionsmarker- in der erfindungsgemdffen Weise steuert.

Erfindungsgemdf sind ferner Vektoren, die die oben beschriebenen
Expressionskassetten enthalten. Vektoren kénnen beispielhaft
Plasmide, Cosmide, Phagen, Viren oder auch Agrobakterien sein.

Ein anderer Gegenstand der Erfindung betrifft transgene
Organismen, -transformiert mit wenigstens einer erfindungsgemdfRen
Expressionskassette oder einem erfindungsgemiRen Vektor, sowie
Zellen, Zellkulturen, Gewebe, Teile - wie zum Beispiel bei
pflanzlichen Organismen Blatter, Wurzeln usw.- oder Vermehrungs-
gut abgeleitet von solchen Organismen.

Unter Organismus, Ausgangs-— oder Wirtsorganismen werden pro-

karyotische oder eukaryotische Organismen, wie beispielsweise
Mikroorganismen oder pflanzliche Organismen verstanden. Bevor-
zugte Mikrocorganismen sind RBakterien, Hefen, Algen oder Pilze.

Bevorzugte Bakterien sind Bakterien der Gattung Escherichia,
Erwinia, Agrobacterium, Flavobacterium, Alcaligenes oder Cyano-
bakterien zum Beispiel der Gattung Synechocystis.

Bevorzugt sind vor allem Mikroorganismen, welche zur Infektion
von Pflanzen und damit zur Ubertragung der erfindungsgeméien
Kassetten befdhigt sind. Bevorzugte Mikroorganismen sind solche
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aus der Gattung Agrobakterium und insbesondere der Art Agro-
bakterium tumefaciens.

Bevorzugte Hefen sind Candida, Saccharomyces, Hansenula oder
Pichia.

Bevorzugte Pilze sind Aspergillus, Trichoderma, Ashbya,
Neurospora, Fusarium, Beauveria oder weitere in Indian Chem
Engr. Section B. Vol 37, No 1,2 (1995) auf Seite 15, Tabelle 6
beschriebene Pilze.

Als transgene Organismen bevorzugte Wirts— oder Ausgangs—
organismen sind vor allem pPflanzen. Eingeschlossen sind im Rahmen
der Erfindung alle Gattungen und Arten héherer und niedrigerer
Pflanzen des Pflanzenreiches. Eingeschlossen sind ferner die
reifen Pflanzen, Saatgut, Sprossen und Keimlinge, sowie davon
abgeleitete Teile, Vermehrungsgut und Kulturen, zum Beispiel
zellkulturen. Reife Pflanzen meint Pflanzen zu jedem beliebigen
Entwicklungsstadium jenseits des Keimlings. Keimling meint eine
junge, unreife Pflanze in einem frithen Entwicklungsstadium.

Einjahrige, mehrjéhrige, monocotyledone und dicotyledone Pflanzen
sind bevorzuge Wirtsorganismen fir die Herstellung transgener
Pflanzen. Die Expression von Genen. ist ferner vorteilhaft_beil -
allen Schmuckpflanzen, Nutz- oder Zierbdumen, Blumen, Schnitt-
blumen, Striduchern oder Rasen. Beispielhaft aber nicht ein-
schrinkend seien zu nennen Angilospermen, Bryophyten wie zum
Beispiel Hepaticae (Leberbliimchen) und Musci (Moose); Pterido-
phyten wie Farne, Schachtelhalm und Lycopoden; Gymnospermen

wie Koniferen, Cycaden, Ginkgo und Cnetalen; Algen wie Chloro-
phyceae, Phaeophpyceae, Rhodophyceae, Myxophyceae, Xanthophyceae,
Bacillariophyceae (Diatomeen) und Euglenophyceae.

Bevorzugt sind Pflanzen nachfolgender Pflanzenfamilien: Amarant-
haceae, Asteraceae, Brassicaceae, Carophyllaceae, Chenopodiaceae,
Compositae, Cruciferae, Cucurbitaceae, Labiatae, Leguminosae,
Papilionoideae, Liliaceae, Linaceae, Malvaceae, Rosaceae,
Rubiaceae, Saxifragaceae, Scrophulariaceae, Solanacea, Ster-
culiaceae, Tetragoniacea, Theaceae, Umbelliferae.

Bevorzugte monokotyle Pflanzen sind ingbesondere ausgewdhlt aus
den monokotylen Kulturpflanzen, wie zum Belspiel der Familie der
Gramineae wie Rels, Mais, Weizen oder andere Getreidearten wie
Gerste, Hirse, Roggen, Triticale oder Hafer sowie dem Zuckerrohr
sowie alle Arten von Grésern.
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Bevorzugte dikotyle Pflanzen sind insbesondere ausgewdhlt aus den
dikotylen Kulturpflanzen, wie zum Beilspiel

- Asteraceae wie Sonnenblume, Tagetes oder Calendula und andere

mehr,

Compositae, besonders die GattungiLactuca, ganz besonders die
Art sativa (Salat) und andere mehr,

Cruciferae, besonders die Gattung Brassica, ganz besonders
die Arten napus (Raps), campestris (Ribe), oleracea cv Tastie
(Kohl), oleracea cv Snowball Y (Blumenkohl) und oleracea cv
Emperor (Broccoli) und weltere Kohlarten; und der Gattung
Arabidopsis, ganz besonders die Art thaliana sowie Kresse
oder Canola und andere mehr,

Cucurbitaceae wie Melone, Kiirbis oder 7ucchini und andere mehr,
Leguminosae besonders die Gattung Glycine, ganz besonders die

Art max (Sojabohne) Soja sowie Alfalfa, Erbse, Bohnengewédchsen
oder Erdnuss und andere mehr

— Rubiaceae, bevorzugt der Unterklasse Lamiidae wie.beispiels-

weise Coffea arabica oder Coffea liberica (Kaffestrauch) und
andere mehr,

Solanaceae besonders die Gattung Lycopersicon, ganz besonders
die Art esculentum (Tomate) und die Gattung Solanum, ganz be-
sonders die Art tuberosum (Kartoffel) und melongena (Aubergine)
sowie Tabak oder Paprika und andere mehr, N

Sterculiaceae, bevorzugt der Unterklasse Dilleniidae wie bei-
spielsweise Theobroma cacao (Kakaostrauch) und andere mehr,

Theaceae, bevorzugt der Unterklasse Dilleniidae wie beispiels-
weise Camellia sinensis oder Thea sinensis (Teestrauch) und
andere mehr,

Umbelliferae, besonders die Gattung Daucus (ganz besonders
die Art carota (Karrotte)) und Apium (ganz besonders die Art
graveolens dulce (Selarie)) und andere mehr; und die Gattung
Capsicum, ganz besonders die Art annum (Pfeffer) und andere
mehr,
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sowie Lein, Soya, Baumwolle, Hanf, Flachg, Gurke, Spinat, Mohre,
vuckerribe und den verschiedenen Baum-, Nuss- und Weinarten,
insbesondere Banane und Kiwi.

 Umfasst sind ferner Schmuckpflanzen, Nutz- oder Zierbdumen,
Blumen, Schnittblumen, Strduchern oder Rasen. Beispielhaft aber
nicht einschrinkend seien zu nennen Angiocspermen, Bryophyten

wie zum Beispiel Hepaticae (Leberbliimchen) und Musci (Moose);
Pteridophyten wie Farne, Schachtelhalm und Lycopoden; Gymno-
spermen wie Koniferen, Cycaden, Ginkgo und Gnetalen, die Familien
der Rosaceae wie Rose, Ericaceae wie Rhododendrons und Azaleen,
Euphorbiaceae wie Weihnachtssterne und Kroton, Caryophyllaceae
wie Nelken, Solanaceae wie Petunien, Gesneriaceae wie das
Usambaraveilchen, Balsaminaceae wie das Springkraut, Orchidaceae
wie Orchideen, Iridaceae wie Gladiolen, Iris, Freesie und Krokus,
Compositae wie Ringelblume, Geraniaceae wie Geranien, Liliaceae
wie der Drachenbaum, Moraceae wie Ficus, Araceae wie Philodendron
und andere mehr.

Am meisten bevorzugt sind Arabidopsis thaliana, Nicotiana taba-
cum, Tagetes erecta, Calendula officinalis und Brassica napus

cowie alle Gattungen und Arten, die als Nahrungs- oder Futter-
mittel zum Einsatz kommen, wie -die beschriebsnen- Getreidearten, —. - .
oder sich zur Herstellung von Olen eignen, wie Olsaaten (wie zum
Beispiel Raps), Nussarten, Soja, Sonnenblume, Kirbis und Erdnuss.

Pflanzliche Organismen im Sinne der Erfindung sind weiterhin
weitere photosynthetisch aktive befahlgte Organismen, wie zum
Beispiel Algen oder Cyanobakterien, sowie Moose.

Bevorzugte Algen sind Griinalgen, wie beispielsweise Algen der
Gattung Haematococcus, Phaedactylum tricornatum, Volvox oder
Dunaliella.

Die Herstellung eines transformierten Organismus oder einer
transformierten Zelle erfordert, dass die entsprechende DNA

in die entsprechende Wirtszelle eingebracht wird. Fir diesen
Vorgang, der als Transformation bezeichnet wird, steht eine Vviel-
zahl von Methoden zur Verfiligung (siehe auch Keown et al. (1990)
Methods in Enzymology 185:527-537). So kann die DNA beispielhaft
direkt durch Mikroinjektion oder durch Bombardierung mit DNA-be-
schichteten Mikropartikeln eingefiihrt werden. Auch kann die Zelle
chemisch, zum Beispiel mit Polyethylenglycol, permeabilisiert
werden, so dass die DNA durch Diffusion in die Zelle gelangen
kann. Die DNA kann auch durch Protoplastenfusion mit anderen
DNA-enthaltenden Einheiten wie Minicells, Zellen, Lysosomen oder
Liposomen erfolgen. Elektroporation ist eine weitere geeignete
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Methode zur Einflihrung von DNA, beili der die Zellen reversibel
durch einen elektrischen Impuls permeabilisert werden.

Beili Pflanzen werden dabei die beschriebenen Methoden zur Trans-
formation und Regeneration von Pflanzen aus Pflanzengeweben oder
Pflanzenzellen zur transienten oder stabilen Transformation
genutzt. Geeignete Methoden sind vor allem die Protoplasten-
transformation durch Polyethylenglyvkol-induzierte DNA-Aufnahme,
das biolistische Verfahren mit der Genkanone, die sogenannte
particle bombardment Methode, die Elektroporation, die Inkubation
trockener Embryonen in DNA-haltiger Lésung und die Mikro-
injektion.

Neben diesen “direkten” Transformationstechniken kann eine Trans-
formation auch durch bakterielle Infektion mittels Agrobacterium
tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes durchgefﬁhrt werden.
Diese Stdmme enthalten ein Plasmid (Ti bzw. Ri Plasmid), das auf
die Pflanze nach Agrobacterium-Infektion tlbertragen wird. Ein
Teil dieses Plasmids, genannt T-DNA (transferred DNA), wird in
das Genom der Pflanzenzelle integriert.

Die Agrobacterium—vermittelte Transformation ist am besten fiir

. dicotyledone, diploide Pflanzenzellen geeignef, wohingegen. die.
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direkten Transformationstechniken sich fiir jeden Zelltyp eignen.

Die Einfiihrung einer erfindungsgemifen Expressionskassette in
Zellen, bevorzugt in pflanzliche Zellen, kann vorteilhaft unter
Verwendung von Vektoren realisiert werden.

In einer vorteilhaften Ausfihrungsform wird die Einfiihrung der
Expressionskassette mittels Plasmidvektoren realisiert. Bevor-
zugt sind solche Vektoren, die eine stabile Integration der
Expressionskassette in das Wirtsgenom ermdglichen.

Im Falle von Injektion oder Elektroporation von DNA in pflanz-
liche Zellen sind keine besonderen Anforderungen an das ver-
wendete Plasmid gestellt.“Einfache Plasmide wie die der pUC-Reihe
kénnen verwendet werden. Scollen vollstidndige Pflanzen aus den
transformierten Zellen regeneriert werden, so ist er erforder-
lich, das sich auf dem Plasmid ein zusdtzliches selektionierbares

Markergen befindet.

Transformationstechniken sind flir verschiedene monokotyle und
dikotyle pflanzliche Organismen beschrieben. Ferner stehen ver-
schiedene mdgliche Plasmidvektoren fiir die Einfilihrung fremder
Gene in Pflanzen zur Verfligung, die in der Regel einen Repli-
kationsursprung fir eine Vermehrung in E.coli und ein Markergen
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fiir eine Selektion transformierter Bakterien enthalten. Beispiele
sind pBR322, pUC Reihe, M13mp Reihe, pACYCl84 etc.

Die Expressionskassette kann in den Vektor iiber eine geeignete
Restriktionsschnittstelle eingefiihrt werden. Das entstandene
Plasmid wird zunichst in E.coli eingefihrt. Rorrekt trans-
formierte E.coli werden selektioniert, gezilichtet und das rekombi-
nante Plasmid mit dem Fachmann geldufigen Methoden gewonnen.
Restriktionsanalyse und Sequenzierung konnen dazu dienen, den
Klonierungsschritt zu tiberprifen.

Transformierte Zellen d.h. solche, die die eingefihrte DNA
integriert in die DNA der Wirtszelle enthalten, kénnen von
untransformierten selektioniert werden, wenn ein selektionier-
barer Marker Bestandteil der eingeflihrten DNA ist. Als Marker
kann beispielhaft jedes Gen fungieren, dass éine Resistenz gegen
Antibiotika oder Herbizide zu verleihen vermag. Transformierte
Zellen, die ein solches Markergen exprimieren, sind in der Lage,
in der Gegenwart von Konzentrationen eines entsprechenden Anti-
biotikums oder Herbizides zu {iberleben, die einen untrans-
formierten Wildtyp abtdten. Beispiel sind das bar Gen, dass
Resistenz gegen das Herbizid Phosphinothricin verleiht (Rathore
KS et al. - (1993)—Plant Mol Biol 21.(5).:871=884) ,-das nptIl.Gen,..
dass Resistenz gegen Kanamycin verleiht, das hpt Gen,

das Resistenz gegen Hygromycin verleiht, oder das EPSP-Gen,

das Resistenz gegen das Herbizid Glyphosat verleiht.

Je nach Methode der DNA-Einfiihrung kdnnen weitere Gene auf dem
Vektorplasmid erforderlich sein. Werden Agrobacteria verwendet,
so ist die Expressionskassette in spezielle Plasmide zu inte-

.grieren, entweder in einen Zwischenvektor (englisch: shuttle

or intermediate vector) oder einen bindren Vektor. Wenn zum Bei-
spiel ein Ti oder Ri Plasmid zur Transformation verwendet werden
soll, ist zumindest die rechte Begrenzung, meistens jedoch die
rechte und die linke Begrenzung der Ti oder Ri Plasmid T-DNA als
flankierende Region mit der einzufiihrenden Expressionskassette
verbunden. Bevorzugt werden bindre Vektoren verwendet. Bindre
Vektoren kénnen sowohl in E.coli als auch in Agrobacterium repli-
zieren. Sie enthalten in der Regel ein Selektionsmarkergen und
einen Linker oder Polylinker flankiert von der rechten und linken
T-DNA Begrenzungssequenz. Sie kénnen direkt in Agrobacterium
transformiert werden (Holsters et al.,Mol. Gen. Genet. 163
(1978), 181-187). Das Selektionsmarkergen erlaubt eine Selektion
transformierter Agrobakteria und ist zum Belspiel das nptII Gen,
das eine Resistenz gegen Kanamycin verleiht. Das in diesem Fall
als Wirtsorganismus fungierende Agrobacterium sollte bereits ein
Plasmid mit der vir-Region enthalten. Diese ist fiir die Uber-
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tragung der T-DNA auf die pflanzliche Zelle erforderlich. Ein
so transformiertes Agrobacterium kann zur Transformation pflanz-
licher Zellen verwendet werden.

Die Verwendung von T-DNA zur Transformation pflanzlicher Zellen
ist intensiv untersucht und beschrieben (EP 120516; Hoekema,

In: The Binary Plant Vector System, Offsetdrukkerij Kanters B.V.,
Alblasserdam, Chapter V; Fraley et al., Crit. Rev. Plant. Sci.,
4:1-46 and An et al. (1985) EMBO J 4:277-287). Verschiedene
bindre Vektoren sind bekannt und teilweise kommerziell erh&ltlich
wie zum Beispiel pBIN19 (Clontech Laboratories, Inc. USA).

Flir den Transfer der DNA in die pflanzliche Zelle werden pflanz-
liche Explantate mit Agrobacterium tumefaciens oder Agrobacterium
rhizogenes kokultiviert. Ausgehend von infiziertem Pflanzen-
material (z.B. Blatt-, Wurzel- oder Stengelteile, aber auch
Protoplasten oder Suspensionen von Pflanzenzellen) koénnen ganze
Pflanzen unter Verwendung eines geeigneten Mediums, dass zum
Beispiel Antibiotika oder Biozide zur Selektion transformierter
Zellen enthalten kann, regeneriert werden. Die erhaltenen
Pflanzen koénnen dann auf die Prédsenz der eingefihrten DNA, hier
der erfindungsgemifRen Expressionskassette, durchmustert werden.
Sobald die DNA in das.Wirtsgenom..integriert_ist, .ist.der ent- .
sprechende Genotyp in der Regel stabil und die entsprechende
Insertion wird auch in den Nachfolgegenerationen wiedergefunden.
In der Regel enthidlt die integrierte Expressionskassette einen
Selektionsmarker, der der transformierten Pflanze eine Resistenz
gegen ein Biozid (zum Beispiel ein Herbizid), einen Metabolismus-
inhibitor wie 2-DOG oder ein Antibiotikum wie Kanamycin, G 418,
Bleomycin, Hygromycin oder Phosphinothricin etc. wverleiht. Der
Selektionsmarker erlaubt die Selektion von transformierten Zellen
von untransformierten (McCormick et al., Plant Cell Reports 5
(1986), 81-84). Die erhaltenen Pflanzen kdnnen in tUblicher Weise
gezlichtet und gekreuzt werden. Zwei oder mehr Generationen soll-
ten kultiviert werden, um sicherzustellen, dass die genomische
Integration stabil und vererblich ist.

Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al.,
Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1,
Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und

R. Wu, Academic Press (1993), 128-143 sowie in Potrykus, Annu.
Rev. Plant Physiocl. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225)
beschrieben. Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt
in einen Vektor kloniert, der geeignet ist, Agrobakterium tume-
faciens zu transformieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al.,
Nucl. Acids Res. 12 (1984), 8711).
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Sobald eine transformierte Pflanzenzelle hergestellt wurde, kann
eine vollstindige Pflanze unter Verwendung von dem Fachmann be-
kannten Verfahren erhalten werden. Hierbei geht man beispielhaft
von Kalluskulturen aus. Aus diesen noch undifferenzierten Zell-
massen kann die Bildung von Spross und Wurzel in bekannter Weise
induziert werden. Die erhaltenen Sprésslinge kénnen ausgepflanzt
und geziichtet werden.

Die Wirksamkeit der Expression der transgen exprimierten Nuklein-
siuren kann beispielsweise in vitro durch Sprossmeristemver-
mehrung unter Verwendung einer der oben beschriebenen Selektions-
methoden ermittelt werden.

Erfindungsgem&f sind ferner von den oben beschriebenen transgenen
Organismen abgeleitete Zellen, 7ellkulturen, Teile - wie zum
Beispiel bei transgenen pflanzlichen Organismen Wurzeln, Blatter
etc.-, und transgenes Vermehrungsgut wie Saaten oder Frichte.

Von Menschen und Tieren verzehrbare erfindungsgemife, genetisch
verinderte Pflanzen kénnen auch beispielsweise direkt oder nach
an sich bekannter Aufbereitung als Nahrungsmittel oder Futter-
mittel verwendet werden.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung der
cben beschriebenen erfindungsgeméfen, transgenen Organismen und
der von ihnen abgeleitete Zellen, Zellkulturen, Teile - wie zum
Beispiel bel transgenen pflanzlichen Organismen Wurzeln, Blitter
etc.- , und transgenes Vermehrungsgut wie Saaten oder Friichte,
zur Herstellung von Nahrungs- oder Futtermitteln, Pharmazeutika
oder Feinchemikalien. ’ )

Bevorzugt ist ferner ein Verfahren zur rekombinanten Herstellung
von Pharmazeutika oder Feinchemikalien in Wirtsorganismen wobeil
ein Wirtsorganismus mit einer der oben beschriebenen Expressions-
kassetten transformiert wird und diese Expressionskassette ein
oder mehrere Strukturgene enthdlt,; die fiur die gewilinschte Fein-
chemikalie kodieren oder die Biosynthese der gewlinschten Fein-
chemikalie katalysieren, der transformierte Wirtsorganismus ge-
ziichtet wird und die gewlnschte Feinchemikalie aus dem Zichtungs-
medium isoliert wird. Dieses Verfahren ist flr Feinchemikalien
wie Enzyme, Vitamine, Aminosduren, Zucker, Fettsduren, natiirliche
und synthetische Geschmacks-, Aroma- und Farbstoffe breit anwend-
bar. Besonders bevorzugt ist die Produktion von Tocopherolen

und Tocotrienolen sowie Carotinoiden. Die Zlichtung der trans-
formierten Wirtsorganismen sowie die Isolierung aus den Wirts-
organismen bzw. aus dem Ziichtungsmedium erfolgt mit dem Fachmann
bekannten Verfahren. Die Produktion wvon Pharmazeutika, wie zum
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Beispiel Antikérpern oder Vakzinen ist beschrieben bei Hood EE,
Jilka JM (1999) Curr Opin Biotechnol 10(4):382-6; Ma JK, Vine ND
(1999) Curr Top Microbiol Immunol 236:275-92.

Sequenzen

1. SEQ ID NO: 1
Promotor and 5’-untranslatierte Region des Arabidopsis
thaliana NIT1-Promotors.

2. SEQ ID NO: 2
Nukleinsiure kodierend fiir eine Phosphinothricinacetyl-
transferase.

3. SEQ ID NO: 3 .
Aminosduresequenz kodierend flir eine Phosphinothricinacetyl-

transferase.

4. SEQ ID NO: 4
Nukleinsdure kodierend fiir eine Acetolactatsynthase.

5. SEQ ID NO: 5
. _Aminosiuresequenz kodierend flir-eine Acetolactatsynthase.

6. SEQ ID NO: 6 - Oligonukleotid-Primer nit3
5'—CCGGATCCACTCGAGTCTTTGTTTTTTACTTTGG-3 "

7. SEQ ID NO: 7 - Oligonukleotid-Primer nitb
5'—~CATCAAGATCTTGGTGATGTAGCAA-3"

8. SEQ ID NO: 8 — Oligonukleotid-Primer ubi5
5'\—~CCAAACCATGCTAAGTTTGTCTAAAGCTTA-3"

9. SEQ ID NO: 9 - Oligonukleotid-Primer ubi3
5\ ~CRGATCCTTTTGTGTTTCGTCTTCTCTCACG-3"

10. SEQ ID NO: 10 - Oligonukleotid-Primer sgs5
5'—GTCTAGAGCCAAACCACCGAGTGTT-3"

11. SEQ ID NO: 11 - Oligonukleotid-Primer sgs3
5'—CGGTACCTGTTTCCAGAAAATTTTGATTCAG-3"

12. SEQ ID NO: 12
Bindrplasmid pSUN3 (Sungene GmbH & Co KGaAd)
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13. SEQ ID NO: 13
Bindrplasmid pSUN14 (Sungene GmbH & Co KGaa)
14. SEQ ID NO: 14
5 Bindrplasmid pSUN3PatNos (Sungene GmbH & Co’KGaA)
15. SEQ ID NO:15
Binfrplasmid pSunSNptIICat (SunGene GmbH & Co KGaA)
10 145, sEQ ID NO: 16
Nukleinsduresequenz des Terminators des Cathepsin D Inhibitor
Gens aus Kartoffel (GenBank Acc. No.: X74985)
15 17. SEQ ID NO: 17
Nukleinsduresequenz des Terminators der Speicherproteingens
VfLEI1B3 aus der Ackerbohne (GenBank Acc. No.: 726489)
18. SEQ ID NO: 18
20 Verkiirzter Promotor (1478 bp) des Arabidopsis thaliana
NIT1l-Gens
.- 19. SEQ ID NO: 19 — = - e — .
Verklirzter Promotor (1330 bp) des Arabidopsis thaliana
25 NIT1l-Gens
Abbildungen

30 Fig.1l: Vergleich der Expressionsstérke des isolierten NIT1-

35

Promotors aus -Arabidopsis thaliana mit dem 35S Promotor.
Die Tabaklinien UH76 und UH77 enthalten das GUS Gen unter
der Kontrolle des 35S Promotors. Die Linie UH127 ent-
hialt das GUS-Gen unter Kontrolle des NITl-Promotors aus
Arabidopsis thalina. WT stellt den untransformierten
Tabak-Wildtyp dar.

Beligpiele

40 Allgemeine Methoden:

Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann beispielsweise,
in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet,
2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) erfolgen. Die
45 ;. Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefiihrten Klonierungs-
schritte wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarosegelelektro-
phorese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nuklein-
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sduren auf Nitrozellulose und Nylonmembranen, Verknlpfen von
DNA-Fragmenten, Transformation von E. coli Zellen, Anzucht von
Bakterien, Vermehrung von Phagen und Sequenzanalyse rekombinanter
DNA werden wie bei Sambrook et al. (1989) Cold Spring Harbor
Laboratory Press; ISBN 0-87969-309-6 beschrieben durchgefiihrt.
Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekiile erfolgt mit einem
Laserfluoreszenz-DNA-Sequenzierer der Firma ABI nach der Methode
von Sanger (Sanger et al. (1977) Proc Natl Acad Sci USA
74:5463-5467) .

Beispiel 1: Isolierung von genomischer DNA aus Arabidopsis
thaliana (CTAB-Methocde)

Zur Isolierung genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana werden
ca. 0,25 g Blattmaterial junger Pflanzen im vegetativen Stadium
in fliissigem Stickstoff zu feinem Pulver gemdrsert. Das pulveri-
sierte Pflanzenmaterial wird zusammen mit 1 ml 65°C—-warmem CTAB
I-Puffer (CTAB: Hexadecyltrimethylammoniumbromid, auch genannt
Cetyltrimethylammoniumbromid; Sigma Kat.-Nr.: H6269) und 20 jTNA
f-Mercaptoethanol in einen vorgewdrmten zweiten Mdrser gegeben
und nach vollsténdiger Homogenisierung wird der Extrakt in ein

2 ml Eppendorf-GefdR iiberfiihrt und fir 1 h bei 65°C unter regel-
médfiger, vorsichtiger.Durchmischung . inkubiert. Nach Abkihlung auf
Raumtemperatur wird der Ansatz mit 1 ml Chloroform/Octanol (24:1,
mit 1M Tris/HCl, pH 8,0 ausgeschiittelt) durch langsames Inver-
tieren extrahiert und zur Phasentrennung fiir 5 min bei 8,500 rpm
(7,500 x g) und Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieRend wird
die wédssrige Phase erneut mit 1 ml Chloroform/Octanol extrahiert,
éentrifugiert und durch Invertieren mit 1/10 Volumen auf 65°C vor-
gewdrmtem CTAB II-Puffer sorgfdltig gemischt. AnschlieRend wird
der Ansatz durch vorsichtiges Schwenken mit 1 ml Chloroform/Octa-
nol-Gemisch (siehe oben) versetzt und zur erneuten Phasentrennung
flir 5 min bei 8,500 rpm (7,500 x g) und Raumtemperatur zentri-
fugiert. Die wissrige untere Phase wird in ein frisches Eppen-
dorf-GefdR Uberfiihrt und die obere organische Phase wird in einem
frischen Eppendorf-GefdR erneut flir 15 min bei 8,500 rpm (7,500 x
g) und Raumtemperatur zentrifugiert. Die hieraus resultierende
wédssrige Phase wird mit der wéssrigen Phase des vorherigen Zen-
trifugationsschrittes vereinigt und der gesamte Angsatz mit exakt
demselben Volumen vorgewdrmtem CTAB III-Puffer versetzt. Es folgt
eine Inkubation bei 65°C, bis die DNA in Flocken ausfillt. Dies
kann bis zu 1 h dauvern oder durch Inkubation bei 37°C tiber Nacht
erfolgen. Das aus dem anschlieflenden Zentrifugationsschritt

(5 min, 2000 rpm (500 x g), 4°C) resultierende Sediment wird mit
250 pl auf 65°C vorgewdrmtem CTAB IV-Puffer versetzt und fiir min-
destens 30 min bzw. bis zur vollstidndigen Aufldsung des Sediments
bei 65°C inkubiert. AnschlieRend wird die L&sung zur F&dllung der
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DNA mit 2,5 Volumina eiskaltem Ethanol vermischt und fir 1h bei
-20°C inkubiert. Alternativ kann der Ansatz mit 0.6 Volumina Iso-
propanol vermischt und ohne weltere Inkubation sofort fir 15 min
bei 8,500 rpm (7,500 x g) und 4°C zentrifugiert werden. Die
sedimentierte DNA wird durch Invertieren des Eppendorf-Gefdfes
zweimal mit je 1 ml 80%igem eiskaltem Ethanol gewaschen, nach
jedem Waschschritt erneut zentrifugiert (5 min, 8,500 rpm
(7,500 x g), 4°C) und anschlieRend fiir ca. 15 min luftgetrocknet.
Abschliefend wird die DNA in 100 ul TE mit 100 pg/ml RNase
resuspendiert und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
DNA Lésung ist nach einer weiteren Inkubationsphase lber Nacht
bei 4°C homogen und kann fiir weiterfilhrende Experimente verwendet

werden.
Lésungen flr CTAB:

Lésung I (fir 200 ml): .

100 mM Tris/HCl pH 8,0 (2,42 g)

1,4 M NaCl (16,36 g)

20 mM EDTA (8,0 ml von 0,5 M Stammldsung)

2 % (w/v) CTAB (4,0 g)
Jeweils vor der Verwendung werden frisch zugesetzt:
2 % R-Mercaptoethanol (70 ul fir. 1 ml Lésung I).

Lésung II (flir 200 ml):
0,7 M NaCl (8,18 g)
10 $ (w/v) CTAB (20 g)

Lésung IIT (fir 200 ml):
50 mM Tris/HC1 pH 8,0 (1,21 g)
10 mM EDTA (4 ml 0,5 M von 0,5 M Stammldésung)
1% (w/v) CTAB (2,0 g)

Ldsung IV (High-salt TE) (flr 200 ml):
10 mM Tris/ HCLl pH 8,0 (0,242 g)
0,1 mM EDTA (40 pl 0.5 M Stammldsung)
1 M NaCl (11, 69 g)

Chloroform/Octanol (24:1) (fir 200 ml):
192 ml Chloroform
8 ml Octanol
Die Mischung wird 2x mit 1 M TrisHCl pH 8,0 ausgeschiittelt
und vor Licht geschiitzt gelagert.

Beispiel 2: Transformation von Tabak, Raps und Kartoffeln
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Die Transformation von Tabak erfolgte liber Infektion mit Agro-
bacterium tumefaciens. gemidfR der von Horsch entwickelten Methode
(Horsch et al. (1985) Science 227: 1229-1231). Alle zur Trans-
formation verwendeten Konstrukte wurden anhand der Gefrier/
Tau-Methode (wiederholtes Auftauen und Einfrieren) in Agro-
bacterium tumefaciens transformiert. Die das gewﬁnéchte Konstrukt
enthaltenden Agrobacterium-Kolonien wurden auf Mannitol/Glutamat-
Medium mit 50 pg/ml Kanamycin, 50 pg/ml Ampicilin und 25 pg/ml
Rifampicin selektioniert.

7ur Transformation von Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. cV.
Samsun NN) wurden 10 ml einer unter Selektion gewachsenen Uber-
nachtkultur von Agrobacterium tumefaciens abzentrifugiert, der
tiberstand verworfen, und die Bakterien im gleichen Volumen Anti-
biotika-freien Mediums resuspendiert. In einer sterilen Petri-
schale wurden Blattscheiben steriler Pflanzen (Durchmesser ca.

1 cm) in dieser Bakterienldsung gebadet. AnschlieRend wurden die
Blattscheiben in Petrischalen auf MS-Medium (Murashige und Skoog
(1962) Physiol Plant 15:473ff.) mit 2 % Saccharose und 0,8 %
Bacto-Agar ausgelegt. Nach 2tdgiger Inkubation im Dunkeln bei
25°C wurden sie auf MS-Medium mit 100 mg/l Kanamycin, 500 mg/l
Claforan, 1 mg/l Benzylaminopurin (BAP), 0,2 mg/l Naphtylessig-
sidure (NAA).—1,.6 % Glukose und Q,8.% Bacto-Agar ibertragen.und
die Kultivierung (16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit) fort-
gesetzt. Wachsende Sprosse wurden auf hormonfreies MS-Medium mit
2 % Saccharose, 250 mg/l Claforan und 0,8 % Bacto—-Agar iberfihrt.

Die Transformation von Raps erfolgte mittels der Petiolentrans-
formation nach Moloney et al. (Moloney MM et al. (1989) Plant
Cell Reports 8:238-242).

Die Transformation von Kartoffel erfolgte mittels der Methode
nach Kunze et al. (Kunze I et al. (2001) Molecular Breeding 7:
221-227) .

Beispiel 3: Untersuchungen zur Eignung des Nitrilase 1 (NIT1)
Promotors

a) Klonierung des NIT1l Promotor aus Arabidopsis thaliana

Der putative Nitrilasel Promotor wurde mittels PCR aus
genomischer Arabidopsis thaliana DNA mit den Primern nit3
und nit5 amplifiziert.

nit3 (SEQ ID NO: 6):
5\ —CCCGGATCCACTCGAGTCTTTGTTTTTTACTTTGG-3 "
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nit5 (SEQ ID NO: 7):
5\ —CATCAAGATCTTGGTGATGTAGCAA-3"

5 Reaktionsansatz:

37,5 pl HR0

5 ul 10X Reaktionspuffer (”genomic PCR”)
4 ul ANTP mix (jeweils 2,5 mM)
10 2,2 pul 25 mM Mg(OAc), (Endkonzentration 1,1 mM)
1ul Primer nit3 (10 uM)
1ul Primer nit5 (10 uM)
0,5 ul Pfu-turbo Polymerase Mix
1 ul Genomische Arabidopsis DNA (ca. 250 ng)

15
PCR-Bedingungen:

1  Zyklus mit 5 min. bei 95°C
25 7Zyklen mit 94°C fdr 30 sec, 50°C fir 60 sec und 72°C
20 fiir 1 min.
1 zZyklus mit 50°C flr 60 sec, 72°C fiir 10 min.,
anschlieRend Kiihlung auf 4°C bis zur Weiterverarbeitung.

Das entstandene PCR Fragment wurde in das Smal geschnittene
25 Plasmid pUCl8 kloniert (pNit22) und mittels Sequenzanalyse
verifiziert.

b) Konstruktion der NIT1-Promotor-Expressionskassetten

30 Ausgangsplasmid flir Analysen mit dem Glucuronidasegen ist das
Plasmid pGUSINT37. Zur Herstellung des Plasmids pGUSINT37 wurde
die 3539-GUS-Intron Kassette aus dem Bin&drplasmid p35SGUSINT
(G. Vancanneyt et al. (1989) Mol. Gen. Genet. 220: 245-50) durch
Verdau mit PstI herausgeschnitten. Die Enden des Fragmentes

35 wurden durch Klenow-“Fill-In” gegléttet und das Fragment in den
Smal geschnittenen Vektor pUC18 kloniert. Dieses Konstrukt trigt
die Bezeichnung pGUSINT37.

Fiir die Fusion mit dem GUS Gen wurde das BamHI Fragment aus

40 dem pNit22 Vektor in das BamHI geschnittene, dephosphorylierte
Plasmid pGUSINT37 kloniert. Das erhaltene Konstrukt tréagt die
Bezeilchnung pNitlGUSINT.

Das EcoRI/Sall Fragment aus dem Vektor PNitlGUSINT, das die

45 NitlP/QUS Kassette enthdlt, wurde in das Bindrplasmid pSUN3
(Sungene GmbH & Co KGaA; SEQ ID NO: 12) gespalten mit EcoRI/Sall,
integriert. Das resultierende Plasmid pSUN3NitlGUS wurde in Tabak
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und in Raps transformiert. Die erzeugten Tabakpflanzen wurden
UH127, die erzeugten Rapspflanzen BN127 genannt.

Fir die Vermittlung von Resistenz gegen Phosphinothricin wurde
der NIT1l Promotor als BamHI Fragment vor das Phosphinothricin-
Resistenzgen in das BamHI geschnittene, dephosphorylierte Plasmid
PSUN3PatNos (Sungene GmbH & Co KGaA, SEQ ID NO: 14) kloniert. Das
resultierende Plasmid mit der Bezeichnung pSUN3NitlPat wurde in
Tabak transformiert.

Flir die Vermittlung von Resistenz gegen Kanamycin wurde der NITL
Promotor als Xhol Fragment vor das NptII-Resistenzgen in das XhoT
geschnittene, dephosphorylierte Plasmid pSUNSNptIICat (Sungene
GmbH & Co KGaA, SEQ ID NO: 15) kloniert. Das resultierende
Plasmid mit der Bezeichnung pSS5NitNptII wurde in Tabak, Raps

und in Kartoffel transformiert.

c) Ergebnisse der GUS Analyse der transgenen Tabak- und Raps-
pflanzen

Die mit dem Konstrukt pSUN3NitlGUS transformierten Tabak- und
Rapspflanzen (Linie UH127 bzw. BN127) wurden sowohl histochemisch
als auch quantitativ auf die Expression des GUS Gens unter der
Kontrolle des NIT1 Promotors analysiert.

Eine Blaufdrbung, vergleichbar intensiv wie bei entsprechenden
mit dem 35S Promotor/GUS-Konstrukten transformierten Pflanzen,
wurde in den ,sink‘' und ,source' Blittern, Knospen und Kelch-
blédttern detektiert. In den Spitzen der Bliitenbldtter wurde
gelegentlich eine schwache Fidrbung gefunden. Im Gegensatz zum
35S Promotor konnte keine Blaufdrbung in den Antheren (Staub-
beuteln) nachgewiesen werden. Nur vereinzelt zeigten'beim Tabak
Pollenkérner eine schwache Blaufdrbung. Die Wurzeln der in vitro
Pflanzen zeigten ebenfalls eine Blaufidrbung.

Bel der quantitativen Analyse wurde die Aktivitidt des NIT1
Promotors mit der Aktivitdt des 35S Promotors verglichen.
Parallel zu den mit pSUN3NitlGUS transformierten Pflanzen
(U127) wurden Tabakpflanzen der Linien UH76 und UH77 ange-
zogen, die das GUS Gen unter der Kontrolle des 35S Promotors
enthielten. Die Glucuronidaseaktivitit wurden nach Extraktion
von Blattmaterial durch den Umsatz von 4-Methylumbelliferyl-
B-D-glucuronid quantitativ bestimmt (Jefferson et al. (1987)
EMBO J 6:3901-3907). Die Analysen zeigten, dass die Stidrke des
igolierten Promotors des Gens der Nitrilase 1 aus Arabidopsis
thaliana mit dem 35S Promotor vergleichbar ist (Fig.l1l).
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d) Ergebnisse der Analyse der Phosphinothricinresistenz der
transgenen Tabakpflanzen

Flir die Untersuchung der NITLl-Promotor gestitzten Vermittlung
von Resistenz gegen Phosphinothricin wurde der Nitl-Promotor
mit dem bar Gen (UH126) kombiniert und in den Vektor pSUN3,
der das nptII Gen unter Kontrolle des nos Promotors enth&lt,
kloniert.

Als Vergleichskontrollen dienten das Plasmid pSUN14

(SEQ ID NO: 13), das das pat Gen unter der Kontrolle des
nosP als selektiven Marker enthidlt, sowie das Konstrukt UH39,
das das bar Gen unter Kontrolle des 35S Promotors im Vektor
pPZP200 tragt.

Alle drei Konstrukte wurden in den Agrobakterium tumefaciens
Stamm EHA1lQl[pEHA10l] transformiert.

Die resultierenden Stdmme sind fir die Transformation, wie

unter Beipiel 1 beschrieben, eingesetzt worden. Die selektive
Regeneration wurde in Gegenwart von 5 mg/l Phosphinothricin er-
reicht. Etwa 4 Wochen nach Versuchsstart wurde die Regenerations-
effizienz erfasst (Tab. 1).

Tabelle 1:
Anzahl Anzahl Spross- Regenerations-—
Konstrukt getesteter | knospen bilden- effizienz
Explantate der Explantate (%)
UH39
(pPZP200-355~bar) 130 126 37
UH126 (pSUN3-Nit- 97 92 95
Prom-bar)
UH131
{(pSUN1l4-nosP-bar) 95 71 75

Sprosse wurden in Gegenwart von 5 mg/l PPT bewurzelt (Tab. 2)

Tabelle 2:
Anzahl Anzahl Effizienz
Konstrukt getesteter bewurzelter der Bewurzelung
Sprosse Sprosse (%)
UH39
(pPZP200-355-bar) 68 61 30
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UH126 (pSUN3-Nit- 23 29 96
Prom-bar)
UH131
(pSUN14-nosP-bar) 50 48 96

Das mit dem Nitrilasepromotor ausgeriistete bar Gen lieferte
nach Transformation Regenerationseffizienzen, die mit denen
des 358-Promotorkonstruktes vergleichbar sind.

Um die Selektion wahrend der Keimung der Samen zu prifen, wurden
reife Samen der transgenen Tabaklinien (UH126) auf MS Medium mit
10mg/1 Phosphinothricin ausgelegt. Dabei zeigte sich, dass die
Nachkommen, die die Nit/bar Kassette enthielten, keimen und sich
zu normalen Pflanzen entwickeln konnten. Somit ist der Nitrilasel
Promoter auch wihrend der Keimungsphase aktiv und kann auch hier
selektive Marker exprimieren.

Die Ergebnisse demonstrieren, dass die isolierte Nukleins&ure-

sequenz die gewlinschten vorteilhaften Promotoreigenschaften

besitzt, d.h. sie zeigt eine Promotoraktivitdt, die geeignet

ist Selektionsmarker effektiv zu exprimieren und weist keine

Aktivitdt im Pollen auf.

e) Ergebnisse der Analyse der Kanamycinresistenz der transgenen
Tabak—-, Raps und Kartoffelpflanzen

Fiir die Untersuchung der NITl-Promotor gestiitzten Vermittlung von
Resistenz gegen Kanamycin wurde der Nitl-Promotor mit dem NptII
Gen kombiniert. Das resultierende Konstrukt pSS5NitNptII wurde in
die Agrobakterium tumefaciens Stémme GV3101[mp90] fir die Trans-
formation in Tabak und Raps und in C58C1l[Gv2260] flir die Trans-
formation in Kartoffel transformiert.

Die resultierenden Stimme sind fiir die Transformation, wie unter
Beispiel 2 beschrieben, eingesetzt worden. Die selektive Regene-

‘ration wurde in Gegenwart von 100 mg/l (18 mg/l Raps und 50mg/1

Kartoffel) Kanamycin erreicht. Etwa 4 Wochen nach Versuchsstart
wurde die Regenerationseffizienz erfasst. Nach erfolgter Spros-
sknospenbildung bzw. der Bewurzelung der Sprosse auf kanamycin-
haltigen Medium wurden die resistenten Transformanten gezdhlt
und deren Zahlen verglichen. Eine PCR anhand genomischer DNA der
regenerierten Pflanzen, mit der das NptII Gen nachgewiesen wurde
zeigte den hohen Anteil der transgenen Pflanzen.

Nos-P Nitl-P
Sprossbildung 100 % 88 %
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Bewurzelte Pflanzen 80 % 66 %
Transgene Pflanzen
(PCR) 92 % 92 %

Bei der Kartoffeltransformation ergab eine Analyse der Spross-
knopsenbildung, dass bei der Verwendung des nos—Promotors bzw.
des Nitl-Promotors zur Expression des NptII Gens jewells 85 %
der Explantate Sprossknospen bilden. Die Analyse der transgenen
Pflanzen mittels PCR auf Integration des NptII Gens zeigte bei
96 % der nosP-NptII Pflanzen und 100 % der Nitl-P-NptII Pflanzen
die Transgenizit&t.

Das mit dem Nitrilasepromotor ausgeriistete NptII Gen lieferte
nach Transformation Regenerationseffizienzen, die mit denen von
NOS-Promotorkonstrukten vergleichbar sind. Die Ergebnisse demon-~
strieren, dass die isolierte Nukleinsduresequenz die gewlinschten
vorteilhaften Promotoreigenschaften besitzt, d.h. sie zeigt eine
Promotoraktivitdt, die geeignet ist Selektionsmarker effektiv

ZU exprimieren.

Vergleichsbeispiel 1: Untersuchungen zur Eignung des
) Ubigquitin-Promotors

a) Klonierung des Ubiquitin Promotor aus Arabidopsis thaliana

Der Ubiquitin Promotor wurde mittels PCR aus genomischer Arabi-
dopsis thaliana DNA mit den Primern ubi5 und ubi3 amplifiziert.

ubi5 (SEQ ID NO: 8)
5'~CCAAACCATGGTAAGTTTGTCTAAAGCTTA-3"

ubi3 (SEQ ID NO: 9):
5'~CGGATCCTTTTGTGTTTCGTCTTCTCTCACG~3"

Reaktionsansatz:

37,5 ul H50

5 pl 10X Reaktionspuffer (”"genomic PCR”)

4 ul dNTP mix (jeweils 2,5 mM)

2,2 ul 25 mM Mg (OAc); (Endkonzentration 1,1 mM)
1 ul Primer ubi3 (10 uMm)

1 ul Primer ubi5 (10 uM)

0,5 pl Pfu-turbo polymerase mix

1 ul Genomische Arabidopsis DNA (ca. 250 ng)
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PCR-Bedingungen:

1 Zyklus mit 5 min. bei 94°C

25 zZyklen mit 94°C fiir 30 sec, 52°C fir 1 min. und 72°C fir
1 min.

1 Zyklus mit 52°C fiir 1 min. und 72°C fir 10 min.,
anschlieRend Xihlung auf 4°C bis zur Weiterverarbeitung.

Das entstandene PCR Fragment wurde als HindIII/BamHI Fragment
in das mit HindIII/BamHI geschnittene Plasmid pGUSINT37 kloniert
(pUBI42GUS) und mittels Sequenzanalyse verifiziert.

b) Klonierung des Ubiquitin Promotors vor das PAT-Gen

Flir die Untersuchung der Ubiguitin-Promotor gestlitzten
Vermittlung von Resistenz gegen Phosphinothricin wurde

der Ubiquitin -Promotor als BamHI/HindIII Fragment vor

das Phosphinothricin Resistenzgen in das BamHI/HindIII
geschnittene Plasmid pSUN3PatNos kloniert. Das resultierende
Plasmid pSUN3UBIPat wurde unter Verwendung des Agrobacterium
tumefaciens Stamm EHA10l zur Tabaktransformation verwendet.
Die selektive Regeneration der Tabakpflidnzchen erfolgte
einerseits auf Phosphinothricin (5 mg/l) und andererseits
zur Kontrolle auf Kanamycin (100 mg/l).

c) Ergebnisse der Analyse der Phosphinothricinresistenz dex
transgenen Tabakpflanzen

Im Gegensatz zur Selektion auf Kanamycin, die normal verlief,
konnten unter Selektion auf Phosphinothricin keine Kalli oder
Sprosse erhalten werden. So ist der Ubiquitin Promotor nicht
geeignet fiir die Expression eines selektiven Markers filir

den Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfer mit
anschlieRender Regeneration von Geweben.

Vergleichsbeispiel 2: Untersuchungen zur Eignung des Squalen
Synthase (SQS) Promotors

a) Klonlerung des Squalen Synthase (SQS) Promotors aus
Arabidopsis thaliana '

Der Squalen Synthase Promotor wurde mittels PCR aus genomischer
Arabidopsis thaliana DNA mit den Primern sgs5 und sgs3 ampli-
fiziert.

sgs5 (SEQ ID NO: 10): 5'-GTCTAGAGGCAAACCACCGAGTGTT-3'
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sgs3 (SEQ ID NO: 11): 5'-CGGTACCTGTTTCCAGAAAATTTTGATTCAG-3"

Reaktionsansatz
37,5 ul Hy0
5 ul 10X Reaktionspuffer (“genomic PCR”)
4 pl ANTP mix (jeweils 2,5 mM)
2,2 ul 25 mM Mg (OAc)s (Endkonzentration 1,1 mM)
1 pul Primer sgs3 (10 uM) (10 uM)
1wl Primer sgs5 (10 uM)
0,5 pui Pfu-turbo polymerase mix
1 pul Genomische Arabidopsis DNA (ca. 250 ng)

PCR-Bedingungen:

1 Zyklus mit 5 min. bei 94°C
25  2zyklen mit 94°C fiir 30 sec, 52°C flir 1 min. und 72°C
fir 1 min. '
1 2Zyklus mit 52°C fiir 1 min. und 72°C flir 10 min.,

anschliessend Kihlung auf 4°C bis zur Weilterverarbeitung.

Das entstandene PCR Fragment wurde als Xball/BamHI Fragment

. in das mit XbalIl/BamHI geschnittene Plasmid pGUSINT3Z. kloniert

25

30

35

40

45

(pSQSPGUS) und mittels Sequenzanalyse verifiziert.
b) Klonierung des Squalen Synthase Promotors vor das PAT-Gen

Fiir die Untersuchung der Squalen Synthase -—-Promotor gestilitzten
Vermittlung von Resistenz . gegen Phosphinothricin wurde der
Squalen Syﬁthase—Promotor als BamHI/Sall Fragment vor das
Phosphinothricin Resistenzgen in das BamHI/Sall geschnittene
Plasmid pSUN3PatNos kloniert. Das resultierende Plasmid
PSUN3SQSPat wurde unter Verwendung des Agrobacterium tumefaciens
Stamm EHA101l zur Tabaktransformation verwendet. Die selektive
Regeneration der Tabakpflé&nzchen erfolgte einerseits auf
Phosphinothricin (5mg/l) und andererseits zur Kontrolle auf
Kanamycin (100mg/l).

¢) Ergebnisse der Analyse der Phosphinothricinresistenz dexr’
transgenen Tabakpflanzen

Im Gegensatz zur Selektion auf Kanamycin, die normal verlief,
konnten unter Selektion auf Phosphinothricin keine Kalli oder
Sprosse erhalten werden. So ist der Squalensynthase-Promotor
nicht geeignet filir die Expression eines selektiven Markers fiir
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den Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Gentransfer mit
anschliefender Regeneration von Geweben.

Vergleichsbeispiel 3: Testung der Promotoraktivitdt des
Ubiquitin- und Squalen Synthase-Promotors
mittels Partikelkanone

Unm transient die Aktivitdt des Ubiguitin- und des Squalen
Synthase-Promotors zu testen, wurden sterile Tabakblédtter mit
Plasmid-DNA der Plasmide pUBI42GUS, pSQOSPGUS und pGUSINT37 mit
der Partikelkanone “Biolistics” von BioRad beschossen. Dabei
wurden Microcarrier (25 WUg Gold, Hereus 0,3 bis 3 um) mit 10 Ug
Plasmid DNA, 2,5 M CaCl2, und 0,1 M Spermidine behandelt, mit
Alkohol gewaschen und bei einem Vakuum von 26 inch und einem
Druck von 1100 psi auf die Blatter, die auf MS-Medium lagen,
geschossen. Die Explantate wurden anschliefend flir 24 h in
MS—-Medium mit 2 % Sucrose inkubiert und dann mit X-gluc histo-
chemisch gefédrbt.

Der Ubiquitin-Promotor und der Squalen Synthase-Promotor zeigten
hierbei im Gegensatz zum Vergleichskonstrukt pGUSINT37, wo das
QUS Gen unter der Kontrolle des 35S Promotors exprimiert wurde,

. nur. sehr wenige und sehr.schwache Punkite mit GUS=Férbung... U

Dies zeigt, dass die Aktivitdt des Ubiquitin- und des Squalen
Synthase-Promotors deutlich schwédcher ist, als die des CaMV35S-
Promotors.
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Patentanspzriliche

1. Transgene Expressionskassette zur Expression von Nuklein-
5 sduresequenzen kodierend filir Selektionsmarker enthaltend
in 5/-3’ Richtung :

a) einen Promotor gemidR SEQ ID NO: 1, oder ein funktionelles
Aquivalent oder &quivalentes Fragment desselben, das
10 im wesentlichen die gleiche Promotoraktivitdt wie der
Promotor gemdfs SEQ ID NO: 1 besitzt, und

b) eine transgen zu exprimierende Nukleinsduresequenz
kodierend fiir einen Selektionsmarker, und
15
c) eine in pflanzlichen Zellen oder.pflanzlichen Organismen
funktionelle Terminatorsequenz,

wobel a) oder b) funktionell miteinander so verkniipft sind,
20 dass eine transgene Expression der Nukleinsduresequenz

kodierend flir einen Selektionsmarker in einer pflanzlichen

Zelle oder einem pflanzlichen Organismus ermdglicht wird.

2. Transgene Expressionskassette nach Anspruch 1, dadurch
25 - gekennzeichnet, dass das dquivalente Fragment durch eine Se-
quenz mit der SEQ ID NO: 18 oder 19 beschrieben wird.

3. Transgene Expressionskassette nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass der Selektionsmarker ausgewdhlt ist
30 aus der Gruppe bestehend aus positiven Selektionsmarkern,
negativen Selektionsmarkern und Faktoren die einen Wachstums-
vorteil gewdhren.

4. Transgene EXpressionskassette nach einem der Anspriiche 1
35 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Selektionsmarker aus-
gewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus Proteinen die eine
Resistenz gegen Antibiotika, Metabolismus—Inhibitoren, Herbi-
zide oder Biozide verleihen.

40

45
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Transgene Expressionskassette nach einem der Anspriiche 1
bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Selektionsmarker
ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus Proteinen die
eine Resistenz verleihen gegen Phosphinothricin, Glyphosat,
Bromoxynil, Dalapon, 2-Desoxyglucose-6-phosphat, Tetra-
cycline, Ampicillin, Kanamycin, G 418, Neomycin, Paromomycin,
Bleomycin, Zeocin, Hygromycin, Chloramphenicol, Sulfonyl-
harnstoff-Herbizide, Imidazolinon-Herbizide.

Transgene Expressionskassette nach einem der Anspriiche 1
bigs 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Selektionsmarker
ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus Phosphino-
thricinacetyltransferasen, 5-Enolpyruvylshikimat-3-
phosphatsynthasen, Glyphosatoxidoreduktasen, Dehalogenase,
Nitrilasen, Neomycinphosphotransferasen, DOGRl-Genen,
Acetolactatsynthasen, Hygromycinphosphotransferasen,
Chloramphenicolacetyltransferasén, Streptomycinadenylyl-
transferasen, P-Lactamasen, tetA Genen, tetR Genen, Iso-
pentenyltransferasen, Thymidinkinasen, Diphtheriatoxin A,
Cytosindeaminase (codA), Cytochrom P450, Haloalkande-
halogenasen, iaaH Gene, tms2 Gene, B-Glucuronidasen,
Mannose-6-phosphat-Isomerasen, UDP-Galaktose-4-Epimerasen..
Transgene Expressionskassette nach einem der Anspriiche 1 bis
6, dadurch gekennzeichnet, dass der Selektionsmarker kodiert

wird durch Nukleinsduresequenzen

i) beschrieben durch SEQ ID NO: 2 oder 3, oder

ii) beschrieben durch oder enthalten in den Sequenzen
beschrieben durch die GenBank Acc.-No.: X17220, X05822,
M22827, X65195, AJ028212, X17220, X05822 M22827, X65195,
AJ028212, X63374, M10947, AX022822, AX022820, E01313,
J03196, AF080390, AF234316, AF080389, AF234315, AF234314,
U00004, NC001140, X51514, AB049823, AF094326, X07645,
X07644, A19547, A19546, A19545, I05376, I05373, X74325,
AF294981, AF234301, AF234300, AF234299, AF234298,
AF354046, AF354045, X65876, X51366, AJ278607, L36849,
AB025109, AL133315.

Transgene Expressionskassette nach einem der Anspriliiche 1
bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass

a) die zu exprimierende Nukleinsduresequenz kodierend fiir
einen Selektionsmarker mit weiteren genetischen Kontroll-
sequenzen funktionell verknilipft ist, oder
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b) die Expressionskassette zusidtzliche Funktionselemente
enthdlt, oder

c) a) und b) gegeben sind.

Transgene Expressionskassette nach einem der Anspriiche 1

bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Terminatorsequenz
ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus dem OCS (Octopin-
Synthase)-Terminator, dem NOS (Nopalin-Synthase)-Termina-
tor,dem Terminator des Cathepsin D Inhibitor Gens aus Kartof-
fel und dem Terminator der Speicherproteingens VELEIB3 aus
der Ackerbohne.

Vektoren enthaltend eine Expressionskassette gemiR einem der
Anspriche 1 bis 9.

Verfahren zur Selektion transformierter pflanzlicher

Zellen oder pflanzlicher Organismen, dadurch gekennzeichnet,
dass eine transgene Expressionskassette enthaltend in

5/-3’ Richtung

a) einen Promotor gemdf SEQ ID NO: 1 oder ein funktionelles
Aquivalent oder &dquivalentes Fragment. desselben,.das
im wesentlichen die gleiche Promotoraktivitidt wie der
Promotor gemdf SEQ ID NO: 1 besitzt, und

b) eine transgen zu exprimierende Nukleinsduresequenz
kodierend filir einen Selektionsmarker, und

¢) eine in Pflanzen funktionelle Terminatorsequenz,

wobel a) oder b) funktionell miteinander so verknlpft sind,
dass eine transgene Expression der Nukleinsduresequenz
kodierend fiir einen Selektiomsmarker in einer pflanzlichen
Zelle oder pflanzlichen Organismen ermdéglicht wird,

in besagte pflanzliche Zelle oder besagten pflanzlichen
Organismus eingebracht wird, die Expression des Selektions-
markers erfolgt und eine Selektion der transformierten
pflanzlichen Zellen oder pflanzlichen Organismen ausgelbt

wird.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das
dquivalente Fragment durch eine Sequenz mit der SEQ ID NO: 18
oder 19 beschrieben wird.
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15.

16.

17.

18.
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Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet,
dass der Selektionsmarker ausgewdhlt ist aus den in den
Ansprichen 2, 3, 4, 5 oder 6 beschriebenen Gruppen von
Selektionsmarkern.

Transgener Organismus transformiert mit einer Expressions-
kassette gemdR den Anspriichen 1 bis 9 oder einem Vektor gemdf
Anspruch 10.

Transgener Organismus nach Anspruch 14 ausgewdhlt aus derxr
Gruppe bestehend aus Bakterien, Hefen, Pilzen, tierischen
und pflanzlichen Organismen

Transgener Organismus nach einem der Anspriiche 14 oder 15
ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Arabidopsis, Tomate,
Tabak, Kartoffeln, Mais, Raps, Weizen, Gerste, Sonnenblumen,
Hirse, Riibe, Roggen, Hafer, Zuckerriibe, Bohnengewédchse und

Soja.

Zellkulturen, Teile oder transgenes Vermehrungsgut abgeleitet

von einem transgenen Organismus nach einem der Anspriiche 14
bis 16.

Verwendung eines transgenen Organismus nach einem der
Anspriiche 14 bis 16 oder von diesem abgeleitete Zellkulturen,
Teile oder transgenes Vermehrungsgut nach Anspruch 17 zur
Herstellung von Nahrungs-—, Futtermitteln, Saatgut, Pharma-
zeutika oder Feinchemikalien.
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<110>
<120>

SEQUENZPROTOKOLL

SunCGene GmbH & Co KGaa

Selektionsmarkern

<130>

<140>
<141>

<160> 19

<170>

<210> 1

<211> 1883
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 1

catcaagatc
tcgagaccag
atttcgaagg
ttcatgtcac
tgctaaactt
aaagattatc
attctacaac
ctttttttte
catacattag
tgactaatat
catgttgttg
gaaaaaagac
tatttgtaaa
aaaagacttg
aagcccgttt
agaaactata
actatatgag
aacacattga
aaaacttagt
aaataacata
tttaaattta
tggtccaaaa
taggttaata
gaatcaaaat
aaaaaatgga
ttgttttatt
ttaaacgggg
atcaatagat
aaacaaaaac
tttccaccac
aaaaaaaaca
aagtaaaaaa

<210> 2

<211> 552
<212> DNA
<213>

PatentIn Ver.

NAE 2568/01 AT

promoter
(1) ..

(1883)

ttggtgatgt
atgttttaca
tggagaaagc
tcctatgaag
tttttcttta
catctatcat
catgtagcca
tttgcatatt
ttccaagaat
tgacaacgaa
ttttacattce
aaacagtgtt
gaaaagtggc
agtgtgtgtt
gattattaat
caatccatgt
actttctttt
tctatttttt
attaacccat
aaatggattt
tatttaatga
catcaattcc
cgaattagaa
gcatcaaata
ataaattctt
tcgtttggat
ttttcacttc
tttattttte
aaatcaatgc
aggttcgatc
aaaaaaagtc
caaagactcg

2.

1

Arabidopsis thaliana

agcaagagct
cttgaccgta
ggaagatgac
gagtcaagtt
ttttecgttaa
ccaatttgag
attattatga
tgcatttaga
atacatatat
aatagaagct
cctatatata
tgcataaaaa
aaagtggaat
tttttetttt
tggggtttgg
taattcaaaa
cgccaataat
agtttattta
cctaagatta
aaaaaatcta
aatacagcta
gttcaatatt
acatatctat
tggatttaag
ttaagttttt
ttattgtgte
ttttttatat
ttctcaatta
agagaaaaga
ttcgttaccyg
tatatattgce
agt

Kiinstliche Sequenz

aagttgtact
aatgagcacc
tcaaacaagt
caaaatgtta
taatggaaga
tgttcaattc
atctggcttt
atgtttaata
taatttattt
atgctaaacc
tggatggctg
gactatttcg
ttgagttccect
atctgaaagc
ttttcttgat
attttgattt
agtaaatcca
atccagtttce
aataggagcc
tacgtcaaat
agacaaacca
attaggtaga
aacatagtat
gaatccataa
tatttgtttt
caaatacttt
tcagacataa
ttagtaggtt
aaccacgtgg
tctccaatag
ttctctcaag

tcgattcggt
cgaagaaacc
aatcggttgt
tgttgagttt
gaaccaattc
tggatgttgt
gatttcagtt
attaagttac
ttcttaaaaa
attacgtata
tcacaatcag
tttcattgac
gcaagtaaga
tgcaatgaaa
gcgaactaat
ctcttgtagg
aagatatttg
tctgagataa
aaactcacat
tttatttatg
aaaaaaaaat
atcgtacgac
atattattac
aagaataaat
ttatttggta
gtaaaccacc
agcatcggcet
tgatgtgaac
gctagtccca
gaaaataaac
tctctgagtyg

PCT/EP02/07485

Expressionskassetten zur transgenen Expression von

tggacattac
ggtcacattc
gattcgtcag
caaactttta
tcttgtatcect
gttaccctac
gtgttetttt
tgtatttcca
tgttttggaa
tgtgacttca
aaacgtgatc
aatttgtgtt
aagatgaaat
tattcctacc
tggttatata
aatatgattt
accggaccaa
ttcattaagg
ttcaaatatt
acatttctta
actttctaag
caaaaaaagg
ctattatgag
tctacgggaa
gttctccatt
gttgtaattc
ggtttaatca
tttacaaaaa
ccttgtttca
gtgaccacaa
tcatgaacca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1883
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: codon
adapted sequence coding for bar gene

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(549)

<223> phosphinotricin-N-acetyltransferase (PAT)

<400> 2
atg tct ccg gag agg aga cca gtt gag att agg cca gct aca gca gcc 48
Met Ser Pro Glu Arg Arg Pro Val Glu Ile Arg Pro Ala Thr Ala Ala

1 5 10 15

gat atg gcc geg gtt tgt gac atc gtt aac cat tac att gag acg tct 96
Asp Met Ala Ala Val Cys Asp Ile Val Asn His Tyr Ile Glu Thr Ser
20 25 30

aca gtg aac ttt agg aca gag cca caa aca cca caa gag tgg att gat 144
Thr Val Asn Phe Arg Thr Glu Pro Gln Thr Pro Gln Glu Trp Ile Asp
35 40 45

gac cta gag agg ttg caa gat aga tac cct tgg ttg gtt gct gag gtt 192
Asp Leu Glu Arg Leu Gln Asp Arg Tyr Pro Trp Leu Val Ala Glu Val
50 55 60

gag ggt gtt gtg gct ggt att gect tac get ggg cce tgg aag gct agg 240
Glu Gly Val val Ala Gly Ile Ala Tyr Ala Gly Pro Trp Lys Ala Arg
65 ‘ 70 75 80

aac gct tac gat tgg aca gtt gag agt act gtt tac gtg tca cat agg 288
~ Asn Ala Tyr Asp Trp Thr Val Glu Ser Thr val Tyr Val Ser His Arg
85 90 95

cat caa agg ttg ggc cta gga tct aca ttg tac aca cat ttg ctt aag 336
His Gln Arg Leu Gly Leu Gly Ser Thr Leu Tyr Thr His Leu Leu Lys
100 105 110

tct atg gag gcg caa ggt ttt aag tct gtg gtt get gtt ata gge ctt 384
Ser Met Glu Ala Gln Gly Phe Lys Ser Val val Ala Val Ile Gly Leu
115 120 125

cca aac gat cca tct gtt agg ttg cat gag gct ttg gga tac aca gcg 432
Pro Asn Asp Pro Ser Val Arg Leu His Glu Ala Leu Gly Tyr Thr Ala
130 135 140

cgg ggt aca ttg cge geg gect gga tac aag cat ggt gga tgg cat gat 480
Arg Gly Thr Leu Arg Ala Ala Gly Tyr Lys His Gly Gly Trp His Asp
145 150 155 160

gtt ggt ttt tgg caa agg gat ttt gag ttg cca gct cct cca agg cca 528
Val Gly Phe Trp Gln Arg Asp Phe Glu Leu Pro Ala Pro Pro Arg Pro
165 170 175

gtt agg cca gtt acc cag atc tga 552
Val Arg Pro Val Thr Gln Ile
180

<210> 3

<211> 183

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: codon
adapted sequence coding for bar gene

<400> 3
Met Ser Pro Glu Arg Arg Pro Val Glu Ile Arg Pro Ala Thr Ala Ala
1 5 10 i5
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Asp Met Ala Ala Val Cys Asp Ile Val Asn His Tyr Ile Glu Thr Ser
20 25 30

Thr Val Asn Phe Arg Thr Glu Pro Gln Thr Pro Gln Glu Trp Ile Asp
35 40 45

Asp Leu Glu Arg Leu Gln Asp Arg Tyr Pro Trp Leu vVal Ala Glu Val
50 55 60

Glu Gly val val Ala Gly Ile Ala Tyr Ala Gly Pro Trp Lys Ala Arg
65 70 75 80

Asn Ala Tyr Asp Trp Thr Val Glu Ser Thr Val Tyr Val Ser His Arg
85 90 95

His Gln Arg Leu Gly Leu Gly Ser Thr Leu Tyr Thr His Leu Leu Lys
100 105 110

Ser Met Glu Ala Gln Gly Phe Lys Ser Val Val Ala Val Ile Gly Leu
115 120 125

Pro Asn Asp Pro Ser Val Arg Leu His Glu Ala Leu Gly Tyr Thr Ala
130 135 140

Arg Gly Thr Leu Arg Ala Ala Gly Tyr Lys His Gly Gly Trp His Asp
145 150 155 160

Val Gly Phe Trp Gln Arg Asp Phe Glu Leu Pro Ala Pro Pro Arg Pro
165 170 175

val Arg Pro Val Thr Gln Ile
180

<210> 4

<211> 2013

<212> DNA

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(2010)

<223> acetolactate synthase

<400> 4
atg gcg gcg gca aca aca aca aca aca aca tct tct teg atc tcc ttce 48
Met Ala Ala Ala Thr Thr Thr Thr Thr Thr Ser Ser Ser Ile Ser Phe

1 5 10 15

tce acc aaa cca tet cct tce tce tee aaa tca cca tta cca atc tcc 96
Ser Thr Lys Pro Ser Pro Ser Ser Ser Lys Ser Pro Leu Pro Ile Ser
20 25 30

aga ttc tcc ctc cca ttc tce cta aac ccc aac aaa tca tcc tcce tcc 144
Arg Phe Ser Leu Pro Phe Ser Leu Asn Pro Asn Lys Ser Ser Ser Ser
35 40 45

tcec cge cge cge ggt atc aaa tcc age tct ccc tce tce atc tece gec 192
Ser Arg Arg Arg Gly Ile Lys Ser Ser Ser Pro Ser Ser Ile Ser Ala
50 55 60

gtg cte aac aca acc acc aat gtc aca acc act ccc tct cca acc aaa 240
val Leu Asn Thr Thr Thr Asn Val Thr Thr Thr Pro Ser Pro Thr Lys
65 70 75 80

cct acc aaa ccc gaa aca ttc atc tcc cga ttc gct cca gat caa ccc 288
Pro Thr Lys Pro Glu Thr Phe Ile Ser Arg Phe Ala Pro Asp Gln Pro
85 90 95
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cge
Arg

gaa
Glu

gcc
Ala

caa
Gln
145

cCa
Pro

agc
Ser

aca
Thx

act
Thr

gtg
val
225

tta
Leu

gat
Asp

tta
Leu

ttg
Leu

tat
Tyr
305
gtt
val

tct
Ser

gg9g
Gly

aaa
Lys

acc
Thr

tta
Leu
130

gga
Gly

ggt
Gly

gga
Gly

gga
Gly

ccdg
Pro
210

atg
Met

gct
Ala

att
Ile

cct
Pro

gag
Glu
290

gtt
val

gag
Glu

tat
Tyr

act
Thr

ggc
Gly

gta
val
115

acc
Thr

ggt
Gly

atc
Ile

tta
Leu

caa
Gln
195

att
Ile

gat
Asp

act
Thr

caa
Gln

ggt
Gly
275

cag
Gln

ggt
Gly

ctt
Leu

cct
Pro

gtg
val
355

gct
Ala
100

tte
Phe

cge
Arg

gta
val

tgt
Cys

gcc
Ala
180

gtc
val

gtt
val

gtt
val

tct
Ser

caa
Gln
260

tat
Tyx

att
Ile

ggt
Gly

acg
Thr

tgt
Cys
340
tat
Tvr

gat
Asp

gct
Ala

tct
Ser

ttc
Phe

ata
Ile
165

gat
Asp

cct
Pro

gag
Glu

gaa
Glu

ggt
Gly
245

cag
Gln

atg
Met

gtt
val

ggt
Gly

ggg
Gly
325

gat
Asp

gca
Ala

atc
Ile

tac
Tyr

tce
Ser

gca
Ala
150

gcce
Ala

gcg
Ala

cgt
Arg

gta
val

gat
Asp
230
aga
Arg

ctt
Leu

tct
Ser

agg
Arg

tgt
Cys
310

atc
Ile

gat
Asp

aat
Asn

ctc
Leu

cct
Pro

tca
Ser
135

gca
Ala

act
Thr

ttg
Leu

cgt
Arg

acg
Thr
215

atc
Ile

cct
Pro

gcg
Ala

agg
Arg

ttg
Leu
295

ttg
Leu

cct
Pro

gag
Glu

tac
Tyr

gte
val

gga
Gly
120

atc
Ile

gaa
Glu

tca
Ser

tta
Leu

atg
Met
200

cgt
Arg

cct
Pro

gga
Gly

att
Ile

atg
Met
280

att
Ile

aat
Asn

gtt
val

ttg
Leu

gct
Ala
360

gaa
Glu
105

ggt
Gly

cgt
Arg

gga
Gly

ggt
Gly

gat
Asp
185

att
Ile

tcg
Ser

agg
Arg

cct
Pro

cct
Pro
265

cct
Pro

tct
Ser

tct
Ser

gcg
Ala

tcg
Ser
345

gty
val

gct
Ala

gca
Ala

aac
Asn

tac
TyT

cce
Pro
170

agt
Ser

ggt
Gly

att
Ile

att
Ile

gtt
Val
250

aat
Asn

aaa
Lys

gag
Glu

agc
Ser

agt
Ser
330

tta
Leu

gag
Glu

tta
Leu

tca
Ser

gtc
val

gct
Ala
155

gga
Gly

gtt
val

aca
Thr

acg
Thr

att
Ile
235

ttg
Leu

tgg
Trp

cct
Pro

tct
Ser

gat
Asp
315

acg
Thr

cat
His

cat
His

gaa
Glu

atg
Met

ctt
Leu
140

cga
Arg

gct
Ala

cct
Pro

gat
Asp

aag
Lys
220

gag
Glu

gtt
val

gaa
Glu

ceg
Pro

aag
Lys
300

gaa
Glu

ttg
Leu

atg
Met

agt
Ser

cgt
Arg

gag
Glu
125

cct
Pro

tcc
Ser

aca
Thr

ctt
Leu

gcg
Ala
205

cat
His

gaa
Glu

gat
Asp

cag
Gln

gaa
Glu
285

aag
Lys

ttg
Leu

atg
Met

ctt
Leu

gat
Asp
365

caa
Gln
110

att
Ile

cgt
Arg

tca
Ser

aat
Asn

gta
vVal
190

ttt
Phe

aac
Asn

gct
Ala

gtt
val

gct
Ala
270

gat
Asp

cct
Pro

ggt
Gly

ggg
Gly

gga
Gly
350

ttg
Leu

PCT/EP02/07485
ggc gta 336
Gly val
cac caa 384
His Gln
cac gaa 432
His Glu
ggt aaa 480
Gly Lys

160
ctc gtt 528
Leu Val
175
gca atc 576
Ala Ile
caa gag 624
Gln Glu
tat ctt 672
Tyr Leu
ttc ttt 720
Phe Phe

240
cct aaa 768
Pro Lys
255
atg aga 816
Met Arg
tct cat 864
Ser His
gtg ttg 912
Val Leu
agg ttt 960
Arg Phe

320
ctg gga 1008
Leu Gly
335
atg cat 1056
Met His
ttg ttg 1104
Leu Leu
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gcg
Ala

ttt
Phe
385

att
Ile

ctg
Leu

ctt
Leu

cag
Gln

cag
Gln
465

ata
Ile

aat
Asn

atg
Met

gat
Asp

gtg
val
545

ctt
Leu

cgg
Arg

cag
Gln

aggg
Gly

att
Ile
625

ttt
Phe
370

gct
Ala

ggg
Gly

gct
Ala

aag
Lys

aag
Lys
450

tat
Tyr

agt
Ser

tac
Tyr

gga
Gly

gcg
Ala
530

caa
Gln

tta
Leu

ttc
Phe

gag
Glu

att
Ile
610

cag
Gln

ggg
Gly

agt
Ser

aag
Lys

ttg
Leu

ctt
Leu
435

ttt
Phe

gcg
Ala

act
Thr

aag
Lys

ttt
Phe
515

ata
Ile

gag
Glu

tta
Leu

tac
Tyr

gac
Asp
595

CcCa
Pro

aca
Thr

gta
val

agg
Arg

aat
Asn

caa
Gln
420

gat
Asp

ccg
Pro

att
Ile

ggt
Gly

aaa
Lys
500

gga
Gly

gtt
val

cta
Leu

aac
Asn

aaa
Lys
580

gag
Glu

gcg
Ala

atg
Met

agg
Arg

gct
Ala

aag
Lys
405

ggg
Gly

ttt
Phe

Leu

aag
Lys

gtc
val
485

Ccca
Pro

ctt
Leu

gtg
val

gcc
Ala

aac
Asn
565

gct
Ala

ata
Ile

gcg
Ala

ctg
Leu

ttt
Phe

aag
Lys
390

act
Thr

atg
Met

gga
Gly

agc
Ser

gtc
val
470

gog
Gly

agg
Arg

cct
Pro

gat
Asp

act
Thr
550

cag
Gln

aac
Asn

ttc
Phe

agg
Arg

gat
Asp
630

gat
Asp
375

att
Ile

cct
Pro

aat
Asn

gtt
val

ttt
Phe
455

ctt
Leu

caa
Gln

cag
Gln

gct
Ala

att
Ile
535

att
Ile

cat
His

cga
Arg

ccg
Pro

gtg
val
615

aca
Thr

gat
Asp

gtt
val

cat
His

aag
Lys

tgg
Trp
440
aag
Lys

gat
Asp

cat
His

tgg
Trp

gcg
Ala
520

gac
Asp

cgt
Arg

ctt
Leu

gct
Ala

aac
Asn
600

aca
Thr

cca
Pro

cgt
Arg

cat
His

gtg
val

gtt
Val
425

agg
Arg

acg
Thr

gag
Glu

‘caa

Gln

cta
Leu
505

att
Ile

gga
Gly

gta
val

ggc
Gly

cac
His
585

atg
Met

aag
Lys

gga
Gly

gtc
val

att
Ile

tct
Ser
410

ctt
Leu

aat
Asn

ttt
Phe

ttg
Leu

atg
Met
490

tca
Ser

gga
Gly

gat
Asp

gag
Glu

atg
Met
570

aca
Thr

ttg
Leu

aaa
Lys

cct
Pro

acg
Thr

gat
Asp
395

gtg
val

gag
Glu

gag
Glu

ggg
Gly

act
Thr
475

tgg
Trp

tca
Ser

gcg
Ala

gga
Gly

aat
Asn
555

gtt
val

ttt
Phe

ctg
Leu

gca
Ala

tac
Tyr
635

ggt
Gly
380

att
Ile

tgt
Cys

aac
Asn

ttg
Leu

gaa
Glu
460

gat
Asp

gcg
Ala

gga
Gly

tct
Ser

agc
Ser
540

ctt
Leu

atg
Met

ctc
Leu

ttt
Phe

gat
Asp
620

ctg
Leu

aag
Lys

gac
Asp

ggt
Gly

cga
Arg

aac
Asn
445

gct
Ala

gga
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

gtt
val
525

ttt
Phe

CCa
Pro

caa
Gln

ggg
Gly

gca
Ala
605

ctc
Leu

ttg
Leu

ctt
Leu

tcg
Ser

gat
Asp

gcg
Ala
430

gta
Val

att
Ile

aaa
Lys

cag
Gln

ctt
Leu
510

gct
Ala

ata
Ile

gtg
val

tgg
Trp

gat
Asp
590

gca
Ala

cga
Arg

gat
Asp

PCT/EP02/07485

gag
Glu

gct
Ala

gtt
val
415

gag
Glu

cag
Gln

cct
Pro

gce
Ala

ttc
Phe
495

gga

Gly

aac
Asn

atg
Met

aag
Lys

gaa
Glu
575

ccg
Pro

gct
Ala

gaa
Glu

gtg
vVal

gct
Ala

gag
Glu
400

aag
Lys

gag
Glu

aaa
Lys

cca
Pro

ata
Ile
480

tac
Tyr

gct
Ala

cct
Pro

aat
Asn

gta
val
560

gat
Asp

gct
Ala

tgc
Cys

gct
Ala

att
Ile
640

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920
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tgt ccg cac caa
Cys Pro His Gln

ttc aac gat gtc
Phe Asn Asp Val

<21

0> 5

<211> 670
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<40
Met
1
Ser
Arg
Ser
val
65
Pro
Arg
Glu
Ala
Gln
145
Pro
Ser

Thr

Thr

0> 5
Ala

Thr
Phe
Arg

50
Leu
Thr
Lys
Thr
Leu
130
Gly
Gly
Gly

Gly

Pro

- 210

val
225
Leu
Asp

Leu

Leu

Met

Ala

Ile

Pro

Glu
290

Ala
Lys
Ser

35
Arg

Asn

Lys

Gly

val
115
Thr
Gly
Ile
Leu
Gln
195
Ile
Asp
Thr
Gln
Gly

275
Gln

660

Ala
Pro

20
Leu
Arg
Thr
Pro
Ala
100
Phe
Arg
val
Cys
Ala
180
val
val
val
Ser
Gln
260

Tyr

Ile

gaa
Glu
645

ata
Ile

Thr
5
Ser
Pro
Gly
Thr
Glu
85
Asp
Ala
Ser
Phe
Ile
165
Asp
Pro
Glu
Glu
Gly
245
Gln

Met

val

cat

gtg

His Val

acg
Thr

Thr

Pro

Phe

Ile

Thr

70

Thr

Ile

Tyr

Ser

Ala

150

Ala

Ala

Arg

val

Asp

230

Arg

Leu

ser

Arg

gaa
Glu

Thr

Ser

Ser

Lys

55

Asn

Phe

Leu

Pro

Ser

135

Ala

Thr

Leu

Arg

Thr

215

Ile

Pro

Ala

Arg

Leu
295

ttg
Leu

gga
Gly

Thr
Ser
Leu

40
Ser
vVal
Ile
val
Gly
120
Ile
Glu
Ser
Leu
Met
200
Arg
Pro
Gly
Ile
Met

280
Ile

ccg
Pro

gat
Asp
665

Thr
Ser

25
Asn
Ser
Thr
Ser
Glu
105
Gly
Arg
Gly
Gly
Asp
185
Ile
Ser
Arg
Pro
Pro
265

Pro

Ser

atg
Met
650

ggc
Gly

Thr

10
Lys
Pro
Ser
Thr
Arg

90
Ala
Ala
Asn
Tyxr
Pro
170
Ser
Gly
Ile
Ile
val
250
Asn

Lys

Glu

atc
Ile

cgg
Arg

Ser
Ser
Asn
Pro
Thr

75
Phe
Leu
Ser
val
Ala
155
Gly
Val
Thr
Thr
Ile

235

Leu

Trp

Pro

Ser

ceg
Pro

att
Ile

Ser

Pro

Lys

Ser

60

Pro

Ala

Glu

Met

Leu

140

Arg

Ala

Pro

ASpP

Lys

220

Glu

val

Glu

Pro

Lys
300

aat
Asn

aaa
Lys

Ser

Leu

ser

45

Ser

ser

Pro

Arg

Glu

125

Pro

ser

Thr

Leu

Ala

205

His

Glu

Asp

Gln

Glu

285
Lys

ggt
Gly

tac
Tyr
670

Ile
Pro

30
Ser
Ile
Pro
Asp
Gln
110
Ile
Arg
Ser
Asn
val
190
Phe
Asn
Ala
val
Ala
270

Asp

Pro
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ggc
Gly
655

tga

Ser

15
Ile
Ser
Ser
Thr
Gln

95
Gly
His
His
Gly
Leu
175
Ala
Gln
Tyr
Phe
Pro
255
Met

Ser

val

act
Thr

Phe

Ser

Ser

Ala

Lys

80

Pro

val

Gln

Glu

Lys

160

val

Ile

Glu

Leu

Phe

240

Lys

Arg

His

Leu

1968

2013
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Tyr Val Gly Gly Gly Cys Leu Asn Ser Ser Asp Glu Leu Gly Arg Phe
305 310 315 320

val Glu Leu Thr Gly Ile Pro Val Ala Ser Thr Leu Met Gly Leu Gly
325 . 330 335

Ser Tyr Pro Cys Asp Asp Glu Leu Ser Leu His Met Leu Gly Met His
340 345 350

Gly Thr Val Tyr Ala Asn Tyr Ala Val Glu His Ser Asp Leu Leu Leu
355 360 365

Ala Phe Gly Val Arg Phe Asp Asp Arg Val Thr Gly Lys Leu Glu Ala
370 375 380

Phe Ala Ser Arg Ala Lys Ile Val His Ile Asp Ile Asp Ser Ala Glu
385 390 395 400

Ile Gly Lys Asn Lys Thr Pro His Val Ser Val Cys Gly Asp Val Lys
405 410 415

Leu Ala Leu Gln Gly Met Asn Lys Val Leu Glu Asn Arg Ala Glu Glu
420 425 430

Leu Lys Leu Asp Phe Gly Val Trp Arg Asn Glu Leu Asn Val Gln Lys
435 440 445

Gln Lys Phe Pro Leu Ser Phe Lys Thr Phe Gly Glu Ala Ile Pro Pro
450 455 460

Gln Tyr Ala Ile Lys Val Leu Asp Glu Leu Thr Asp Gly Lys Ala TIle
465 470 475 480

Tle Ser Thr Gly Val Gly Gln His Gln Met Trp Ala Ala Gln Phe Tyr
485 490 495

Asn Tyr Lys Lys Pro Arg Gln Trp Leu Ser Ser Gly Gly Leu Gly Ala
500 505 510

Met Gly Phe Gly Leu Pro Ala Ala Ile Gly Ala Ser val Ala Asn Pro
515 520 525

Asp Ala Ile Vval vVal Asp Tle Asp Gly Asp Gly Ser Phe Ile Met Asn
530 535 540

vVal Gln Glu Leu Ala Thr Ile Arg Val Glu Asn Leu Pro Val Lys Val
545 550 555 560

Leu Leu Leu Asn Asn Gln His Leu Gly Met Val Met Gln Trp Glu Asp
565 570 575

Arg Phe Tyr Lys Ala Asn Arg Ala His Thr Phe Leu Gly Asp Pro Ala
580 585 590

Gln Glu Asp Glu Ile Phe Pro Asn Met Leu Leu Phe Ala Ala Ala Cys
595 600 605

Gly Ile Pro Ala Ala Arg Val Thr Lys Lys Ala Asp Leu Arg Glu Ala
610 615 620

Ile Gln Thr Met Leu Asp Thr Pro Gly Pro Tyr Leu Leu Asp val Ile
625 630 635 640

Cys Pro His Gln Glu His Val Leu Pro Met Ile Pro Asn Gly Gly Thr
645 650 655

Phe Asn Asp Val Ile Thr Glu Gly Asp Gly Arg Ile Lys Tyr
660 665 670
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8

<210> 6

<211> 34

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
oligonucleotide primer

<400> 6

ccggatccac tcgagtecttt gttttttact ttgg

<210> 7

<211> 25

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
oligonucleotide primer

<400> 7

catcaagatc ttggtgatgt agcaa

<210> 8

<211> 30

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220> '

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
oligoniicleotide primer

<400> 8 _

ccaaaccatg gtaagtttgt. ctaaagctta

<210> 9

<211> 31

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
oligonucleotide primer

<400> 9

cggatccttt tgtgtttegt cttctctcac g

<210> 10

<211> 25

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
oligonucleotide primer

<400> 10

gtctagaggc aaaccaccga gtgtt

<210> 11

<211> 31

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

oligonucleotide primer

PCT/EP02/07485

34

25

30

31

25
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<400> 11

cggtacctgt ttccagaaaa ttttgattca g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

12
7554
DNA

binary vector

<400> 12

ttccatggac
ttattctaat
gatagtttaa
tgattacgcc
cgggctcgag
acaggaggcc
gcgctatatt
aacccatctc
caacagaaat
ttattgccaa
aatatccgaa
cgatagaagg
tcagcccatt
tagcggtecg
accatgatat
atgcgegect
agatcatcct
ttcgettggt
tcagccatga
ggcacttcgce
gcgcaaggaa
ttcagggcac
cggaacacgg
ctctccaccc
gatccagatc
cgaggggaat
agtgacctta
ttaaactcca
aacgtaaaac
ccgctcatga
tecectgettgg
caattttaga
ttattaagtt
caacagctcc
ggccgeatgg
gaccgcacce
cctacccteca
accgtgaaag
gagcgcagcg
gcattgaccg
tgaaaccgca
agatgatcgc
atgaaatcct
ctgaagaaac
gtcatgecggt
catgaaggtt

atacaaatgg
aaacgctctt
actgaaggcyg
aagcttgcat
gtaccgagct
cgatctagta
ttgttttcta
ataaataacg
tatatgataa
atgtttgaac
cgcagcaaga
cgatgcgctg
cgccgecaag
ccacacccag
tcggcaagea
tgagecctggce
gatcgacaadg
ggtcgaatgg
tggatacttt
ccaatagcag
cgeccgtegt
cggacaggtc
cggcatcaga
aagcggccgg
cggtgcagat
ttatggaacg
ggcgactttt
gaaacccgcg
ggcttgtecc
tcagattgtc
taataattgt
caagtatcaa
gtctaagcegt
ccgaccggea
tgttgaccgt
ggagcgggacyg
ccccggeaca
aggcggctgce
aggaagtgac
aggccgacgc
ccaggacggc
ggccgggtac
ggceggtttg
cgagcgcecgce
cgctgegtat
atcgctgtac

Kinstliche Sequenz

acgaacggat
ttctcttagg
ggaaacgaca
gcctgcaggt
cgaattcact
acatagatga
tcgegtatta
tcatgcatta
tcatcgcaag
gatcggggat
tctaagcttg
cgaatcggga
ctcttcagca
ccggecacag
ggcatcgcca
gaécagttcg
accggcttce
gcaggtagcc
ctcggcagga
ccagtcectt
ggccagccac
ggtcttgaca
gcagccgatt
agaacctgcg
tatttggatt
tcagtggagc
gaacgcgcaa
gctgagtggce
gcgtcatcgg
gtttcccgece
cattagattg
acggatgtta
caatttgttt
gctcggcaca
gttcgececggce
cgaggccgec
gatcgcgcac
actgcttggce
gcccaccgag
cctggecggec
caggacgaac
gtgttcgagc
tctgatgeca
cgtctaaaaa
atgatgcgat
ttaaccagaa

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

aaaccttttc
tttacccgcec
atcagatcta
cgactctaga
ggccgtegtt
caccgecgcgce
aatgtataat
catgttaatt
accggcaaca
catccgggtce
ggtcccgetce
gcggegatac
atatcacggg
tcgatgaatc
tgggtcacga
gctggegcga
atccgagtac
ggatcaagcg
gcaaggtgag
cccgettecag
gatagccgcg
aaaagaaccg
gtctgttgtg
tgcaatccat
gagagtgaat
atttttgaca
taatggtttc
tccttcaacg
cgggggtcat
ttcagtttaa
tttttatgca
attcagtaca
acaccacaat
aaatcaccac
attgccgagt
aaggcccgag
gcccgcecgagce
gtgcatcgct
gccaggcegyc
gecgagaatg
cgtttttcat
cgcccgcegea
agctggcggce
ggtgatgtgt
gagtaaataa
aggcgggtca

circular

acgccctttt
aatatatcct
gtaggaaaca
ctagtggatc
ttacaacgac
gataatttat
tgegggactc
attacatgct
ggattcaatc
tgtggcggga
agaagaactc
cgtaaagcac
tagccaacgc
cagaaaagcd
cgagatcctc
gccectgatyg
gtgctcgetc
tatgcageccg
atgacaggad
tgacaacgtc
ctgcctegte
ggcgcccctg
cccagtcata
cttgttcaat
atgagactct
agaaatattt
tgacgtatgt
ttgecggttct
aacgtgactc
actatcagtg
tagatgcact
ttaaagacgt
atatcctgcecc
gcgttaccac
tcgagegttc
gcgtgaagtt
tgatcgacca
cgaccctgta
gcggtgectt
aacgccaaga
taccgaagag
cgtctcaacc
ctggccggec
atttgagtaa
acaaatacgc
ggcaagacga
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aaatatccga
gtcaaacact
gctatgacca
cgatatcgcc
tcagagcttg
cctagtttge
taatcataaa
taacgtaatt
ttaagaaact
actccacgaa
gtcaagaagyg
gaggaagcgd
tatgtcctga
gccattttcc
gccgtecgggc
ctcttegtec
gatgcgatgt
ccgcattgca
atcctgccce
gagcacagct
ctgcagttca
cgctgacagc
gccgaatage
catgcgaaac
aattggatac
gctagctgat
gcttagctca
gtcagttcca
ccttaattct
tttgacagga
cgaaatcagc
ccgcaatgtyg
accagccagce
cacgccggcece
cctaatcatce
tggcceccge
ggaaggccgce
ccgegecactt
ccgtgaggac
ggaacaagca
atcgaggcgg
gtgeggetgce
agcttggeccg
aacagcttgc
aaggggaacyg
ccatcgcaac

31

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
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ccatctagcec
ccagggcagt
catcgaccgc
gatcgacgga
cgtgctgatt
gctggttaag
gcgggecgatc
gctgeccatt
cggcacaacc
ggccgctgaa
agcacaaaca
gccagcectgg
cacaccaagc
gaatacatcg
agcggctaaa
cceccatgtgt
ctgcaatggc
ggcccggtac
caggccgccce
gcecgetgatc
aggaagccgce
ggcacccgeg
cgacgagctg
gggccggecg
ctaaccgaat
cgtccacacg
gacgacctgg
aagaaggcca
tacaagatcg
tggatgtacc
tactttttga
ggcaaggcag
gagttcaaga
tacgatttga
ctgatcgagg
gcecctagecag
aacccaaagc
gggaaccggt
taaaactctt
ggccagcgca
cgcccecgecyg
cggccaggcea
ccacatcaag
gcagctcccyg
tcagggcgcg
cgatagcgga
caccatatgc
tctteccgett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggcgc
tccaagctgg
aactatcgtc
ggtaacagga

cgcgecctge
gccecgegatt
ccgacgattyg
gcgccecagg
ccggtgcagce
cagcgcattg
aaaggcacgc
cttgagtccec
gttcttgaat
attaaatcaa
cgctaagtge
cagacacgcc
tgaagatgta
cgcagctacc
ggaggcggca
ggaggaacgg
actggaaccc
aaatcggcgce
agcggcaacyg
gaatccgcaa
ccaagggcga
atagtcgcag
gcgaggtgat
gcatggccag
ccatgaaccg
ttgcggacgt
tagaaacctyg
agaacggccg
taaagagcga
gcgagatcac
tcgatccegyg
aagccagatg
agttctgttt
aggaggaggc
gcgaagcatc
gggaaaaadg
cgtacattgg
cacacatgta
taaaacttat
cagccgaaga
cttcgegteg
atctaccagg
gcaccctgec
gagacggtca
tcagcgggtg
gtgtatactg
gogtgtgaaat
cctcgectcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctcegecc
cgacaggact
ttccgacecet
tttctcatag
gctgtgtgca
ttgagtccaa
ttagcagagc

aactcgcecgyg
gggcggceegt
accgcgacgt
cggcggactt
caagccctta
aggtcacgga
gcatcggcgg
gtatcacgca
cagaacccga
aactcatttg
cggccgtecg
agccatgaag
cgcggtacgc
agagtaaatg
tggaaaatca
geggttggec
ccaagceccga
ggcgetgggt
catcgaggca
agaatcccgg
cgagcaacca
catcatggac
ccgctacgag
tgtgtgggat
ataccgggaa
actcaagttc
cattcggtta
cctggtgacy
aaccgggcgyd
agaaggcaag
catcggecgt
gttgttcaag
caccgtgegce
ggggcagget
cgceggttec
tcgaaaaggt
gaaccggaac
agtgactgat
taaaactctt
gctgcaaaaa
gcctatcecgeg
gcgcggacaa
tcgecgegttt
cagcttgtcet
ttggcgggtg
gcttaactat
accgcacadga
tgactcgectg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgcettacce
ctcacgectgt
cgaaccccecec
ccecggtaaga
gaggtatgta

10

ggccgatgtt
gcgggaagat
gaaggccatc
ggctgtgtcc
cgacatatgg
tggaaggcta
tgaggttgcec
gcgcgtgage
gggcgacget
agttaatgag
agcgcacgca
cgggtcaact
caaggcaaga
agcaaatgaa
agaacaacca
aggcgtaagc
ggaatcggcyg
gatgacctgg
gaagcacgcc
caaccgccgg
gattttttcg
gtggccgttt
cttccagacg
tacgacctgg
gggaagggag
tgccggcgag
aacaccacgc
gtatccgagg
ccggagtaca
aacccggacyg
tttctctacc
acgatctacg
aagctgatcg
ggcccgatcc
taatgtacgg
ctctttcctg
ccgtacattg
ataaaagaga
aaaacccgec
gcgcctaccce
gccgcetggec
gccgegecgt
cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggecgca
gcggcatcag
tgcgtaagga
cgctcggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttc
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcccg
cacgacttat
ggcggtgecta

ctgttagtcg
caaccgctaa
ggccggcgcyg
gcgatcaagdg
gccaccgccyg
caagcggcct
gaggcgctgg
tacccaggca
gcccgegadgy
gtaaagagaa
gcagcaaggc
ttcagttgcc
ccattaccga
taaatgagta
ggcaccgacg
ggctgggttyg
tgagcggteg
tggagaagtt
ccggtgaatc
cagccggtgce
ttccgatgcet
tcegtcectgte
ggcacgtaga
tactgatggce
acaagcccgg
ccgatggegyg
acgttgccat
gtgaagcctt
tcgagatcga
tgctgacggt
gcctggcacg
aacgcagtgg
ggtcaaatga
tagtcatgcg
agcagatgct
tggatagcac
ggaacccaaa
aaaaaggcga
tggcctgtgce
ttcggtcget
gctcaaaaat
cgccactcga
ggtgaaaacc
gccgggagea
gccatgacce
agcagattgt
gaaaataccg
ttcggctgcyg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctce
ccecctggaag
cegectttet
gttcggtgta
accgctgegce
cgeccactggce
cagagttctt
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attccgatcc
cecgttgtegg
acttcgtagt
cagccgactt
acctggtgga
ttgtcgtgte
ccgggtacga
ctgcecgecgce
tccaggcegcet
aatgagcaaa
tgcaacgttyg
ggcggaggat
gctgcectatct
gatgaatttt
ccgtggaatg
tctgececggcec
caaaccatcc
gaaggccgceg
gtggcaagcyg
gccgtegatt
ctatgacgtg
gaagcgtgac
ggtttccgca
ggtttcccat
ccgegtgtte
aaagcagaaa
gcagcgtacg
gattagccgc
gctagetgat
tcaccccgat
ccgecgecgea
cagcgccgga
cctgecggag
ctaccgcaac
agggcaaatt
gtacattggg
gccgtacatt
tttttcegec
ataactgtct
gcgctcecta
ggctggccta
ccgeecggegce
tctgacacat
gacaagcccyg
agtcacgtag
actgagagtg
catcaggcgc
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgectggceyg
aagtcagagyg
ctcectegtyg
cccttecggga
ggtcgttegce
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
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cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgcatg
aaagcagact
ttgagttaag
ttgccgacta
gcgcgcgagy
acgggctgat
gcgattttge
tcatcgeccag
aatagatcct
acgctatgtt
tcgaagatac
gctggataac
agaatctcgc
cgcgttgttt
ttcaggccgce
tggcgetcga
tcccccatga
ctccataaca
atagactgta

13
6080
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 13

ttccatggac
ttattctaat
gatagtttaa
tgattacgcc
cgggctcgag
gtcaaacact
ttaagggagt
actgacagaa
ctaagcacat
gctagcaaat
ccaattagag
gaccagttga
accattacat
ggattgatga
gtgttgtggce
cagttgagag
tgtacacaca
taggccttec
gtacattgcg
gggattttga
atcgaccgat
tccccgateg
ttgcgatgat
aatgcatgac
aatacgcgat

gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
atatatctcc
tgacctgata
ccgcgecgeyg
ccttggtgat
ccaagcgatc
actgggccgyg
cggttactge
cccagtcggg
gttcaggaac
ctcttgettt
ctgcaagaat
gccacggaat
tctectceccagg
catcaagcct
catccactgc
tgacgccaac
tgtttaactt
tcaaacatcg
ccccaaaaaa

atacaaatgg
aaacgctctt
actgaaggcg
aagcttgecat
gtaccgagct
gatagtttaa
cacgttatga
ccgcaacgtt
acgtcagaaa
atttcttgtc
tctcatattc
gattaggcca
tgagacgtct
cctagagagg
tggtattgct
tactgtttac
tttgcttaag
aaacgatcca
cgcggctgga
gttgccagct
cttgctgegt
ttcaaacatt
tatcatataa
gttatttatg
agaaaacaaa

aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
caatttgtgt
gtttggetgt
aagcggegtc
ctegecettte
ttecttcttgt
caggcgctcce
gctgtaccaa
cggcgagttce
cggatcaaag
tgtcagcaag
gtcattgcgc
gatgtcgtcg
ggaagccgaa
tacggtcacc
ggagccgtac
tacctctgat
tgttttaggg
acccacggcg
acagtcataa

Kinstliche Sequenz

acgaacggat
ttctecttagg
ggaaacgaca
gcctgecaggt
cgaattcact
actgaaggcg
cccccgecga
gaaggagcca
ccattattgc
aaaaatgctc
actctcaatc
gctacagcag
acagtgaact
ttgcaagata
tacgctgggc
gtgtcacata
tctatggagg
tctgttaggt
tacaagcatg
cctccaaggc
tcggatattt
tggcaataaa
tttectgttga
agatgggttt
atatagcgcg

11

tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
agggcttatt
gagcaattat
ggcttgaacg
acgtagtgga
ccaagataag
attgcccagt
atgcgggaca
catagcgtta
agttcctecg
atagccagat
tgeccattctc
tgcacaacaa
gtttccaaaa
gtaaccagca
aaatgtacgg
agttgagtcg
cgactgccect
taacgcgcett
caagccatga

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:
binary vector

aaaccttttc
tttacccgece
atcagatcta
cgactctaga
ggccgtcegtt
ggaaacgaca
tgacgcggga
ctcagccgeg
gcgttcaaaa
cactgacgtt
caaataatct
ccgatatggc
ttaggacaga
gatacccttg
cctggaaggc
ggcatcaaag
cgcaaggttt
tgcatgaggc
gtggatggca
cagttaggcc
tegtggagtt
gtttcttaag
attacgttaa
ttatgattag
caaactagga

gcgetctget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
atgcacgectt
gtgcttagtg
aatttctagc
caaattcttc
cctgtctage
cggcagcgac
acgtaagcac
aggtttcatt
ccgectggacce
caatgtcgat
caaattgcag
tggtgacttc
ggtcgttgat
aatcaatatc
ccagcaacgt
atacttcggce
gctgegtaac
gctgettgga
aaaccgccac

circular

acgccctttt
aatatatcct
gtaggaaaca
ctagtggatc
ttacaacgac
atctgatcat
caagccgttt
ggtttctgga
gtcgectaag
ccataaattc
cgacatgtct
cgeggtttgt
gccacaaaca
gttggttgct
taggaacgct
gttgggcecta
taagtctgtg
tttgggatac
tgatgttggot
agttacccag
cccgcecacag
attgaatcct
gcatgtaata
agtcccgcaa
taaattatcg
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gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
aaaaataata
catctaacgc
tagacattat
caactgatct
ttcaagtatg
atccttcggce
tacatttcgc
tagcgccteca
taccaaggca
cgtggctggce
ttcgcgcectta
tacagcgcgg
caaagctcgce
actgtgtggoc
cggttcgaga
gatcaccgct
atcgttgctg
tgccecgaggc
tgcg

aaatatccga
gtcaaacact
gctatgacca
cgatatcgec
tcaggatcct
gagcggagaa
tacgtttgga
gtttaatgag
gtcactatca
cccteggtat
ccggagagga
gacatcgtta
ccacaagagt
gaggttgagg
tacgattgga
ggatctacat
gttgctgtta
acagcgcggyg
ttttggcaaa
atctgagtcg
aaccggatga
gttgcecggtce
attaacatgt
ttatacattt

cgegeggtgt

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840 |
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7554

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
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catctatgtt
gattgttttt
tgttaattca
tgtttacacc
gcacaaaatc
catgcggtcg
tgaaggttat
atctagcceg
agggcagtgc
tcgaccgecce
tcgacggagc
tgctgattcc
tggttaagca
gggcgatcaa
tgcccattcet
gcacaaccgt
ccgctgaaat
cacaaacacyg
cagcctggea
caccaagctyg
atacatcgcg
cggctaaagg
ccatgtagtgg
gcaatggcac
ccggtacaaa
gccgeccagce
gctgatcgaa
aagccgecca
acccgcgata
cgagctggcyg
ccggecggca
accgaatcca
ccacacgttg
gacctggtag
aaggccaaga
aagatcgtaa
atgtaccgcyg
tttttgatcg
aaggcagaag
ttcaagaagt
gatttgaagg
atcgagggcyg
ctagcagggyg
ccaaagccegt
aaccggtcac
aactctttaa
cagcgcacag
ccegecgett
aaggagaaaa
ggtcgttegg
agaatcaggg
ccgtaaaaadg
caaaaatcga
gtttcccect
cctgtcecgec
tctcagtteg
gcccgaccgce

actagatcgg
atgcatagat
gtacattaaa
acaatatatc
accacgcgcyg
ctgegtatat
cgectgtactt
cgccctgcaa
ccgcgattgg
gacgattgac
gccccaggcg
ggtgcagcca
gcgcattgag
aggcacgcge
tgagtccegt
tcttgaatca
taaatcaaaa
ctaagtgccg
gacacgccag
aagatgtacg
cagctaccag
aggcggcatg
aggaacgggc
tggaaccccce
tcggegeggc
ggcaacgcat
tccgcaaaga
agggcgacga
gtecgcagcat
aggtgatccg
tggccagtgt
tgaaccgata
cggacgtact
aaacctgcat
acggccgect
agagcgaaac
agatcacaga
atcccggcat
ccagatggtt
tctgtttcac
aggaggcggyg
aagcatccgce
aaaaaggtcg
acattgggaa
acatgtaagt
aacttattaa
ccgaagagcet
cgcecgteggec
taccgcatca
ctgcggcgag
gataacgcag
gccgegttge
cgctcaagtc
ggaagctccc
tttctcecett
gtgtaggtcg
tgcgecttat

gcctectgte
gcactcgaaa
gacgtccgceca
ctgccaccag
tctaaaaagg
gatgcgatga
aaccagaaad
ctecgeecgggg
gcggecegtgce
cgcgacgtga
gcggacttgg
agcccttacg
gtcacggatg
atcggcggtyg
atcacgcagc
gaacccgagg
ctcatttgag
gcecgtecgag
ccatgaagcg
cggtacgcecca
agtaaatgag
gaaaatcaag
ggttggccag
aagcccgagg
gctgggtgat
cgaggcagaa
atcccggcaa
gcaaccagat
catggacgtg
ctacgagctt
gtgggattac
ccgggaaggdyg
caagttctgce
tcggttaaac
ggtgacggta
cgggcggcecyg
aggcaagaac
cggcegtttt
gttcaagacg
cgtgcgcaag
gcaggctggce
cggttcctaa
aaaaggtctc
ccggaacccyg
gactgatata
aactcttaaa
gcaaaaagcyg
tatcgeggcec
ggcgetcttce
cggtatcagc
gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggcg
tcgtgegete
cgggaagegt
ttcgctceccaa
ccggtaacta
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aagctggctg
tcagccaatt
atgtgttatt
ccagccaaca
tgatgtgtat
gtaaataaac
gcgggtcagg
ccgatgttct
gggaagatca
aggccatcgg
ctgtgteccge
acatatgggc
gaaggctaca
aggttgceccga
gcgtgagcta
gcgacgctge
ttaatgaggt
cgcacgcagc
ggtcaacttt
aggcaagacc
caaatgaata
aacaaccagg
gcgtaagcgg
aatcggcgtg
gacctggtgg
gcacgccceg
ccgeecggcag
tttttcgttc
gccgttttec
ccagacgggce
gacctggtac
aagggagaca
cggcgagcecg
accacgcacg
tccgagggtg
gagtacatcg
ccggacgtge
ctctaccgcecce
atctacgaac
ctgatcgggt
ccgatcectag
tgtacggagc
tttcctgtagg
tacattggga
aaagagaaaa
acccgectgg
cctaccctte
tatgcggtgt
cgctteecteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctce
aaacccgaca
tcectgttecg
ggegetttet
gctgggetgt
tcgtcttgag

cttggtaata
ttagacaagt
aagttgtcta
gctcececgac
ttgagtaaaa
aaatacgcaa
caagacgacc
gttagtcgat
accgctaacc
ccggcgegac
gatcaaggca
caccgccgac
agcggecttt
ggegctggcec
cccaggcact
ccgcgaggtce
aaagagaaaa
agcaaggctg
cagttgccgg
attaccgagce
aatgagtaga
caccgacgcc
ctgggttgte
acggtcgcaa
agaagttgaa
gtgaatcgtg
ccggtgegcec
cgatgctcta
gtctgtcgaa
acgtagaggt
tgatggeggt
agcccggcecg
atggcggaaa
ttgccatgca
aagccttgat
agatcgagct
tgacggttca
tggcacgccg
gcagtggcad
caaatgacct
tcatgcgcta
agatgctagg
atagcacgta
acccaaagcc
aaggcgattt
cctgtgcata
ggtcgetgeg
gaaataccgce
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgccccectg
ggactataaa
accctgecgce
catagctcac
gtgcacgaac
tccaacccgg
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attgtcatta
atcaaacgga
agcgtcaatt
cggcagectcg
cagcttgegt
ggggaacgca
atcgcaaccc
tccgatcecccc
gttgtcggca
ttcgtagtga
gccgacttceg
ctggtggagc
gtcgtgtege
gggtacgagc
gccgecgecyg
caggcgctgg
tgagcaaaag
caacgttggc
cggaggatca
tgctatctga
tgaattttag
gtggaatgcc
tgccggecect
accatccggce
ggccgcecgeayg
gcaaccggcc
gtcgattagg
tgacgtgggc
gcgtgaccga
ttccgcagggd
ttcccatcta
cgtgtteccgt
gcagaaagac
gcgtacgaag
tagccgctac
agctgattgg
ccccgattac
cgccgecaggce
cgceggagag
gccggagtac
ccgcaacctg
gcaaattgcc
cattgggaac
gtacattggg
ttccgectaa
actgtctggc
ctcectacge
acagatgcgt
cgctgegetc
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
cccecgtteca
taagacacga

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
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cttatcgcca
tgctacagag
tatctgceget
cgaatttcta
gacaaattct
agcctgtcta
gtcggcagcg
caacgtaagc
taaggtttca
cgccgetgga
atcaatgtcg
tccaaattgc
aatggtgact
aaggtcgttg
caaatcaata
ggccagcaac
cgatacttcg
ctgctgegta
ttgctgcttg
ccatgaaaac

<210> 14

<211> 8441
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagc
gctagacatt
tccaactgat
gcttcaagta
acatccttcg
actacatttc
tttagcgect
cctaccaagg
atcgtggctg
agttcgcgcet
tctacagcgc
atcaaagctc
tcactgtgtg
gtcggttecga
gcgatcaccg
acatcgttgce
gatgcccgag
cgccactgeg

binary vector

<400> 14

ttccatggac
ttattctaat
gatagtttaa
tgattacgcc
accgcgcegceg
atgtataatt
atgttaatta
ccggcaacad
atccgggtct
actcagatct
tgccaaaaac
cgegetgtgt
acagcaacca
gtagatccta
caatcgtaag
tcaacctcag
tcttgtgotg
acgatgtcac
ctctecggag
cgagctcgaa
ctagtaacat
tttctatcge
ataacgtcat
tgataatcat
‘ttgaacgatc
gcaagatcta
tgcgctgega
cgccaagcetce

atacaaatgg
aaacgctctt
actgaaggcg
aagcttgcat
ataatttatc
gcgggactct
ttacatgctt
gattcaatct
gtggcgggaa
gggtaactgy
caacatcatg
atcccaaagc
cagacttaaa
ggcccaacct
cgttectage
caaccaacca
tttgtggctc
aaaccgcggc
acatgtcgac
ttcactggcc
agatgacacc
gtattaaatg
gcattacatg
cgcaagaccg
ggggatcatc
gagcttgggt
atcgggagcg
ttcagcaata

ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
atttgccgac
ctgcgegecga
tgacgggctyg
gcgegatttt
gctcatcgec
caaatagatc
caacgctatg
gctcgaagat
tagctggata
ggagaatctc
gccgegttogt
gcttcaggecc
gatggcgcectc
cttccceccat
tgctccataa
gcatagactg

Kinstliche Segquenz

acgaacggat
ttctettagg
ggaaacgaca
gccagcttga
ctagtttogcg
aatcataaaa
aacgtaattc
taagaaactt
ctccacgaaa
cctaactggce
ccatccacca
ctcatgcaac
accttgcgcce
ttgatgcecta
cttccagggce
agggtatcta
tgtcctaaag
catatcggcet
tctagactag
gtcgttttac
gcgecgegata
tataattgcg
ttaattatta
gcaacaggat
cgggtctgtg
cccgctcaga
gcgataccgt
tcacgggtag

13

caggattagce
ctacggctac
cggaaaaagdga
taccttggtg
ggccaagcga
atactgggcc
gccggttact
agcccagtcg
ctgttcagga
ttctcttget
acctgcaaga
acgccacgga
gctctctceca
ttcatcaagce
gccatccact
gatgacgcca
gatgtttaac
catcaaacat
taccccaaaa

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

aaaccttttc
tttacccgcec
atcagatcta
caggaggccc
cgctatattt
acccatctca
aacagaaatt
tattgccaaa
atatccgaac
cttggaggag
tgcttgtatc
ctaacagatg
tccatagact
tgtgacacgt
ccagcgtaag
tcttgcaacc
ttcactgtag
gctgtagetg
tggatccgat
aacgactcag
atttatccta
ggactctaat
catgcttaac
tcaatcttaa
gcgggaactc
agaactcgtc
aaagcacgag
ccaacgctat

agagcgaggt
actagaagga
gttagcggcg
atctcgecett
tcttcttett
ggcaggcgcet
gcgctgtacc
ggcggcgagt
accggatcaa
tttgtcagca
atgtcattgce
atgatgtcgt
ggggaagccy
cttacggtca
gcggagceegt
actacctctg
tttgttttag
cgacccacgg
aaacatgtca

circular

acgccctttt
aatatatcct
gtaggaaaca
gatctagtaa
tgttttctat
taaataacgt
atatgataat
tgtttgaacg
gcagcaagat
ctggcaactc
cagccgcgeg
gatcgtttgg
taagcaaatyg
aaacagtact
caataccagc
tctctaggtc
acgtctcaat
gcctaatctc
atcgceccggyg
agcttgacag
gtttgcgcge
cataaaaacc
gtaattcaac
gaaactttat
cacgaaaata
aagaaggcga
gaagcggtca
gtcctgatag
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atgtaggcgg
cagtatttgg
tecggcecttgaa
tcacgtagtg
gtccaagata
ccattgcceca
aaatgcggga
tccatagegt
agagttcctc
agatagccag
gctgccattce
cgtgcacaac
aagtttccaa
ccgtaaccag
acaaatgtac
atagttgagt
ggcgactgcc
cgtaacgcgce
taacaagaag

aaatatccga
gtcaaacact
gctatgacca
catagatgac
cgcgtattaa
catgcattac
catcgcaaga
atcggggatc
cggtcgatcg
aaaatccctt
caatgtaccc
aaggcctata
tgtgtacaat
ctcaactgtc
cacaacaccc
atcaatccac
gtaatggtta
aactggtctc
ctcgaggtac
gaggcccgat
tatattttgt
catctcataa
agaaattata
tgccaaatgt
tccgaacgca
tagaaggcga
gcccattcege
cggtececgeca

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6080

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
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cacccagccg
gcaagcaggc
gcctggcgaa
cgacaagacc
cgaatgggca
atactttctce
atagcagcca
ccgtegtggce
acaggtcggt
catcagagca
cggcecggaga
tgcagattat
tggaacgtca
gacttttgaa
acccgeggcet
ttgtccecgeg
gattgtcgtt
taattgtcat
gtatcaaacg
taagcgtcaa
accggcagcect
tgaccgtgtt
gcgggcgega
cggcacagat
cggctgcact
aagtgacgcc
ccgacgccct
ggacggccag
cgggtacgtg
cggtttgtet
gcgecgeegt
tgcgtatatg
gctgtactta
gccctgcecaac
cgcgattggg
acgattgacc
ccccaggedgg
gtgcagccaa
cgcattgagg
ggcacgcgca
gagtcccgta
cttgaatcag
aaatcaaaac
taagtgccgg
acacgccagc
agatgtacgc
agctaccaga
ggcggcatgg
ggaacgggcg
ggaaccccca
tcggegeggc
ggcaacgcat
tccgcaaaga
agggcgacga
gtcgcagcat
aggtgatccg
tggccagtgt

gccacagtcg
atcgccatgg
cagttcggcect
ggcttccatc
ggtagccgga
ggcaggagca
gtcccttecce
cagccacgat
cttgacaaaa
gccgattgtce
acctgegtgce
ttggattgag
gtggagcatt
cgcgcaataa
gagtggctcc
tcatcggcgg
tcccgectte
tagattgttt
gatgttaatt
tttgtttaca
cggcacaaaa
cgccggeatt
ggccgecaag
cgcgcacgcc
gcttggcgtyg
caccgaggcece
ggcggecgcec
gacgaaccgt
ttcgagcecgce
gatgccaagc
ctaaaaaggt
atgcgatgag
accagaaagg
tcgceggggc
cggccgtgeg
gcgacgtgaa
cggacttggce
gcccttacga
tcacggatgyg
tcggeggtga
tcacgcagcg
aacccgaggd
tcatttgagt
ccgtecgagce
catgaagcgdg
ggtacgccaa
gtaaatgagc
aaaatcaaga
gttggccagg
agccecgagga
gctgggtgat
cgaggcagaa
atccecggcaa
gcaaccagat
catggacgtg
ctacgagcectt
gtgggattac

atgaatccag
gtcacgacga
ggcgcgagcc
cgagtacgtg
tcaagcgtat
aggtgagatg
gcttcagtga
agccgegetyg
agaaccgggc
tgttgtgccc
aatccatctt
agtgaatatg
tttgacaaga
tggtttctga
ttcaacgttyg
gggtcataac
agtttaaact
ttatgcatag
cagtacatta
ccacaatata
tcaccacgcg
gccgagtteg
gccecgaggcyg
cgcgagctga
catcgctega
aggcggcgcg
gagaatgaac
ttttcattac
ccgcgcecacgt
tggcggectyg
gatgtgtatt
taaataaaca
cgggtcaggc
cgatgttctyg
ggaagatcaa
ggccatecggce
tgtgteccgeg
catatgggcc
aaggctacaa
ggttgccgag
cgtgagctac
cgacgctgcc
taatgaggta
gcacgcagca
gtcaactttc
ggcaagacca
aaatgaataa
acaaccaggc
cgtaagcggc
atcggegtga
gacctggtgg
gcacgccecy
ccgecggecad
tttttegttc
gcegttttec
ccagacgggc
gacctggtac

14

aaaagcggcc
gatcctcegee
cctgatgcectce
ctecgetegat
gcagccgceeyg
acaggagatc
caacgtcgag
cctegtectg
gcceetgege
agtcatagcc
gttcaatcat
agactctaat
aatatttgct
cgtatgtgct
cggttctgtce
gtgactcecct
atcagtgttt
atgcactcga
aagacgtccg
tcctgeccacc
ttaccaccac
agcgttcect
tgaagtttgg
tcgaccagga
ccctgtaccg
gtgcectteecg
gccaagagga
cgaagagatc
ctcaaccgtyg
gcecggecagce
tgagtaaaac
aatacgcaag
aagacgacca
ttagtcgatt
ccgctaaccg
cggcgcgact
atcaaggcag
accgccgacc
gcggcctttg
gcgetggeeg
ccaggcactg
cgcgaggtcce
aagagaaaat
gcaaggctgce
agttgccggc
ttaccgagct
atgagtagat
accgacgccyg
tgggttgtct
gcggtcgecaa
agaagttgaa
gtgaatcgtyg
ccggtgegec
cgatgctcta
gtctgtcgaa
acgtagaggt
tgatggceggt

attttccacc
gtcgggcatg
ttcgtccaga
gcgatgtttc
cattgcatca
ctgccecgdgc
cacagctgcg
cagttcattc
tgacagccgg
gaatagcctc
gcgaaacgat
tggataccga
agctgatagt
tagctcatta
agttccaaac
taattctccg
gacaggatcc
aatcagccaa
caatgtgtta
agccagccaa
gcecggecggc
aatcatcgac
ccecccgeect
aggccgcacc
cgcacttgag
tgaggacgca
acaagcatga
gaggcggaga
cggctgecatg
ttggccgetg
agcttgegtc
gggaacgcat
tcgcaaccca
ccgatcccca
ttgtcggcat
tcgtagtgat
ccgacttegt
tggtggagct
tegtgtegeg
ggtacgagct
ccgcegecgy
aggcgctggce
gagcaaaadc
aacgttggcc
ggaggatcac
gctatctgaa
gaattttagce
tggaatgccc
gccggeectg
accatccggce
ggccgegcad
gcaagcggcc
gtcgattagg
tgacgtgggce
gcgtgaccga
ttccgcaggg
ttecccatcta
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atgatattcg
cgcgcecttga
tcatcctgat
gcttggtggt
gccatgatgg
acttcgccca
caaggaacgc
agggcaccgg
aacacggcgg
tccacccaag
ccagatccgg
ggggaattta
gaccttaggc
aactccagaa
gtaaaacggc
ctcatgatca
tgcttggtaa
ttttagacaa
ttaagttgtce
cagctccccg
cgcatggtgot
cgcacccgga
accctcaccc
gtgaaagagg
cgcagcgadg
ttgaccgagg
aaccgcacca
tgatcgcggc
aaatcctggce
aagaaaccga
atgcggtecgce
gaaggttatc
tctagecccge
gggcagtgcc
cgaccgcccyg
cgacggagceyg
gctgattececy
ggttaagcag
ggcgatcaaa
gcccattett
cacaaccgtt
cgctgaaatt
acaaacacgc
agcctggcag
accaagctga
tacatcgcgc
ggctaaagga
catgtgtgga
caatggcact
ccggtacaaa
gccgecccagce
gctgatcgaa
aagccgcecca
acccgcgata
cgagctggceg
ccggecggea
accgaatcca

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
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tgaaccgata
cggacgtact
aaacctgcat
acggccgect
agagcgaaac
agatcacaga
atcccecggeat
ccagatggtt
tctgtttcac
aggaggcggy
aagcatccge
aaaaaggtcg
acattgggaa
acatgtaagt
aacttattaa
ccgaagagct
cgcgteggec
taccagggcg
ccetgecteg
acggtcacag
gcgggtgttyg
tatactggct
gtgaaatacc
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tccgecececcce
caggactata
cgaccctgece
ctcatagctce
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
" gcaagcagca
cggggtctga
tatctcccaa
cctgatagtt
cgccgegaad
- tggtgatctc
agcgatctte
gggccggcayg
ttactgcgcet
agtcgggcgg
caggaaccgg
ttgettttgt
caagaatgtc
acggaatgat
ctccagggga
caagccttac
ccactgcgga
cgccaactac
ttaactttgt
aacatcgacc
caaaaaaaca

ccgggaaggy
caagttctge

tcggttaaac
ggtgacggta
cgggcggcecyg
aggcaagaac
cggccgtttt
gttcaagacg
cgtgcgcaag
gcaggctggce
cggttcctaa
aaaaggtctc
ccggaaccecyg
gactgatata
aactcttaaa
gcaaaaagcg
tatcgcggcec
cggacaagcc
cgcegtttegg
cttgtctgta
gcgggtgteg
taactatgcg
gcacagatgc
ctcgetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
accccccgtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcgc
cgctcagtgg
tttgtgtagg
tggctgtgag
cggegtegge
gcctttcacg
ttcttgtcca
gcgctccatt
gtaccaaatg
cgagttccat
atcaaagagt
cagcaagata
attgcgctgce
gtcgtcgtgce
agccgaagtt
ggtcaccgta
gccgtacaaa
ctctgatagt
tttagggcga
cacggcgtaa
gtcataacaa

aagggagaca
cggcgagcecy
accacgcacg
tccgagggtyg
gagtacatcg
ccggacgtgce
ctctaccgec
atctacgaac
ctgatcgggt
ccgatcctag
tgtacggagc
tttectgtog
tacattggga
aaagagaaaa
acccgcctgg
cctaccctte
gctggeeget
gcegeccgtcge
tgatgacggt
agcggatgcec
gggcgcagcc
gcatcagagc
gtaaggagaa
tcggtegttc
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttecccece
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacce
gacttatcgce
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
gcettattatg
caattatgtg
ttgaacgaat
tagtggacaa
agataagcct
gcccagtegg
cgggacaacyg
agcgttaagg
tcectecgecg
gccagatcaa
cattctccaa
acaacaatgg
tccaaaaggt
accagcaaat
tgtacggcca
tgagtcgata
ctgcectget
cgegettget
gccatgaaaa

15

agcccggcecyg
atggcggaaa
ttgccatgceca
aagccttgat
agatcgagct
tgacggttca
tggcacgccyg
gcagtggcag
caaatgacct
tcatgcgcta
agatgctagg
atagcacgta
acccaaagcc
aaggcgattt
cctgtgcata
ggtcgctgcg
caaaaatggc
cactcgaccg
gaaaacctct
gggagcagac
atgacccagt
agattgtact
aataccgcat
ggctgcggceg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttcectecc
cggtgtaggt
gctgcgectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgetgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg
cacgcttaaa
cttagtgcat
ttctagctag
attcttccaa
gtctagcttc
cagcgacatc
taagcactac
tttcatttag
ctggacctac
tgtcgatcgt
attgcagttc
tgacttctac
cgttgatcaa
caatatcact
gcaacgtcgg
cttcggegat
gcgtaacatc
gcttggatgce
ccgccactge

cgtgtteccgt
gcagaaagac
gcgtacgaag
tagccgcectac
agctgattgg
ccccgattac
cgccgeadgc
cgccggagag
gccggagtac
ccgcaacctg
gcaaattgcc
cattgggaac
gtacattggg
ttccgectaa
actgtctggc
ctccctacge
tggcctacgg
ccggcegecca
gacacatgca
aagcccgteca
cacgtagcga
gagagtgcac
caggcgetcet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtog
cctegtgege
ttcgggaagc
cgttcecgetece
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttacc
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aataataaaa
ctaacgcttg
acattatttg
ctgatctgcyg
aagtatgacg
cttcggecgeg
atttcgctca
cgcctcaaat
caaggcaacyg
ggctggeteg
gcgcttaget
agcgcggaga
agctcgececgce
gtgtggcttc
ttcgagatgg
caccgcttcc
gttgctgcte
ccgaggcata
g
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ccacacgttg
gacctggtag
aaggccaaga
aagatcgtaa
atgtaccgcg
tttttgatcg
aaggcagaag
ttcaagaagt
gatttgaagg
atcgagggcyg
ctagcagggy
ccaaagccgt
aaccggtcac
aactctttaa
cagcgcacag
ccegecgett
ccaggcaatc
catcaaggca
gctecccggag
gggcgegtcea
tagcggagtyg
catatgcggt
tcecgettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggc
cgaaacccga
tectecctgtte
gtggcgettt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgcatgata
gcagacttga
agttaagccg
ccgactacct
cgcgaggcca
ggctgatact
attttgccgg
tcgccagecc
agatcctgtt
ctatgttctc
aagatacctg
ggataacgcc
atctcgetcet
gttgtttcat
aggccgecat
cgctcgatga
cccatgatgt
cataacatca
gactgtaccc

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8441
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15
8384
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Kiinstliche Sequenz

16

Beschreibung der kinstlichen Sequenz: circular

binary expression vector pSUNSNPTIICAT

<400> 15

ttccatggac
ttattctaat
gatagtttaa
tgattacgcc
cctaaacctg
taaacgataa
ttagcaggtg
aacatagtat
gctagcttgg
gaatcgggag
tcttcagcaa
cggccacagt
gcatcgccat
aacagttcgg
ccggcetteca
caggtagccg
tcggcaggag
cagtcccttc
gccagccacyg
gtcttgacaa
cagccgattg
gaacctgcgt
agatccgata
acgactcagc
aatttatcct
gggactctaa
acatgcttaa
ttcaatctta
ggcgggaact
gtaactggcc
acatcatgcc
cccaaagect
gacttaaaac
cccaaccttt
ttcctagecet
accaaccaag
tgtggctetg
accgcggecca
atgtcgagat
ttatggaacg
ggcgactttt
gaaacccgcyg
ggcttgtecc
tcagattgtc
taataattgt
caagtatcaa
gtctaagcgt
ccgaccggcea

atacaaatgg
aaacgctctt
actgaaggcyg
aagcttgcat
ccccgttect
ggaaagacaa
tttattttac
agtctatctg
gtcccgetea
cggcgatacc
tatcacgggt
cgatgaatcc
gggtcacgac
ctggcgegayg
tccgagtacyg
gatcaagcgt
caaggtgaga
ccgcttcagt
atagccgecgce
aaagaaccgg
tctgttgtge
gcaatccatc
tcgecececgggce
cagcttgaca
agtttgcgecg
tcataaaaac
cgtaattcaa
agaaacttta
ccacgaaaat
taactggcct
atccaccatg
catgcaacct
cttgcgectc
gatgcctatg
tccagggccc
ggtatctatce
tcctaaagtt
tatcggctgce
tatttggatt
tcagtggagc
gaacgcgcaa
gctgagtgge
gcgtcatcgg
gtttccegee
cattagattg
acggatgtta
caatttgttt
gctcggcaca

acgaacggat
ttctecttagg
ggaaacgaca
gccgatceece
catatgtgat
tttattgaga
aacataacat
cagggggtac
gaagaactcg
gtaaagcacg
agccaacgct
agaaaagcgg
gagatccteg
ccecctgatge
tgctcgeteg
atgcagccgce
tgacaggaga
gacaacgtcg
tgcctegtece
gcgccectge
ccagtcatag
ttgttcaatc
tcgaggtacc
ggaggcccga
ctatattttg
ccatctcata
cagaaattat
ttgccaaatg
atccgaacgc
tggaggagct
cttgtatcca
aacagatgga
catagactta
tgacacgtaa
agcgtaagca
ttgcaacctc
cactgtagac
tgtagctggce
gagagtgaat
atttttgaca
taatggttte
tccttcaacg
cgggggtcat
ttcagtttaa
tttttatgca
attcagtaca
acaccacaat
aaatcaccac

aaaccttttc
tttacccgece
atcagatcta
cccactececgce
attattattt
aagccatgct
aacatagtag
ggtcgactct
tcaagaaggc
aggaagcggt
atgtcctgat
ccattttcca
ccgtecgggeca
tcttegtcecea
atgcgatgtt
cgcattgcat
tcctgeceeyg
agcacagctg
tgcagttcat
gctgacagcc
ccgaatagcc
caagctccca
gagctcgaat
tctagtaaca
ttttctatcg
aataacgtca
atgataatca
tttgaacgat
agcaagatcg
ggcaactcaa
gcecgcgegea
tcgtttggaa
agcaaatgtg
acagtactct
ataccagcca
tctaggtcat
gtctcaatgt
ctaatctcaa
atgagactct
agaaatattt
tgacgtatot
ttgcggttct
aacgtgactc
actatcagtg
tagatgcact
ttaaagacgt
atatcctgcece
gcgttaccac

acgccctttt
aatatatcct
gtaggaaaca
cctacactcg
cattattagg
aaaatataga
ctagccagca
agactagtgg
gatagaaggc
cagcccattc
agcggtccge
ccatgatatt
tgcgegectt
gatcatcctg
tegcttgotyg
cagccatgat
géacttcgcc
cgcaaggaac
tcagggcacc
ggaacacggc
tctccaccca
tgggcccteg
tcactggccyg
tagatgacac
cgtattaaat
tgcattacat
tcgcaagacc
cggggatcat
gtcgatcgac
aatccctttg
atgtaccccg
ggcctataac
tgtacaatgt
caactgtcca
caacaccctc
caatccactc
aatggttaac
ctggtctcct
aattggatac
gctagctgat
gcttagectca
gtcagttcca
ccttaattcet
tttgacagga
cgaaatcagc
ccgcaatgtg
accagccagc
cacgccggec
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aaatatccga
gtcaaacact
gctatgacca
tatatatatg
tataagatag
tagatatacc
ggcaggctaa
atccgtcgaa
gatgcgctge
gccgecaagce
cacacccagc
cggcaagcag
gagcctggceg
atcgacaaga
gtcgaatggy
ggatactttc
caatagcagc
gceccgtegtyg
ggacaggtcg
ggcatcagag
agcggceccgga
actagagtcg
tcgttttaca
cgcgegegat
gtataattgc
gttaattatt
ggcaacagga
ccgggtetot
tcagatctgg
ccaaaaacca
cgetgtgtat
agcaaccaca
agatcctagg
atcgtaagcg
aacctcagca
ttgtggtgtt
gatgtcacaa
ctcecggagac
cgaggggaat
agtgacctta
ttaaactcca
aacgtaaaac
ccgctcatga
tcctgettgg
caattttaga
ttattaagtt
caacagctcc
ggccgeatgyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
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tgttgaccgt
ggagcgggcyg
cccecggcaca
aggcggctgce
aggaagtgac
aggccgacgc
ccaggacggce
ggccgggtac
ggccggtttg
cgagcgccgce
cgctgegtat
atcgctgtac
cgcgeectge
gcccegegatt
ccgacgattg
gcgcceccagyg
ccggtgcage
cagcgcattg
aaaggcacgc
cttgagtccc
gttcttgaat
attaaatcaa
cgctaagtgoc
cagacacgcc
tgaagatgta
cgcagctacc
ggaggcggca
ggaggaacgg
actggaaccc
aaatcggecgce
agcggcaacg
gaatccgcaa
ccaagggcga
atagtcgcag
gcgaggtgat
gcatggccag
ccatgaaccyg
ttgcggacgt
tagaaacctg
agaacggccg
taaagagcga
gcgagatcac
tcgatececgyg
aagccagatg
agttctgttt
aggaggaggc
gcgaagcatc
gggaaaaagg
cgtacattgg
cacacatgta
taaaacttat
cagccgaaga
cttcgegteg
atctaccagg
gcaccctgcec
gagacggtca
tcagcggoty

gttcgeecgge
cgaggccgcce
gatcgcgcac
actgcttggc
gcccaccgag
cctggcggcec
caggacgaac
gtgttcgagc
tctgatgecca
cgtctaaaaa
atgatgcgat
ttaaccagaa
aactcgcecgg
gggcggecgt
accgcgacgt
cggcggactt
caagccctta
aggtcacgga
gcatcggcegg
gtatcacgca
cagaacccga
aactcatttg
cggccgteecg
agccatgaag
cgecggtacge
agagtaaatg
tggaaaatca
gcggttggee
ccaagcccga
ggcgetgggt
catcgaggca
agaatcccgg
cgagcaacca
catcatggac
ccgctacgag
tgtgtgggat
ataccgggaa
actcaagttc
cattcggtta
cctggtgacg
aaccgggcgyg
agaaggcaag
catcggccgt
gttgttcaag
caccgtgcge
ggggcaggct
cgecggttcece
tcgaaaaggt
gaaccggaac
agtgactgat
taaaactctt
gctgcaaaaa
gcctatcgeg
gcgcggacaa
tcgegegttt
cagcttgtct
ttggegggtyg

attgccgagt
aaggcccgag
gccecgcgage
gtgcatcgct
gccaggcggc
gccgagaatg
cgtttttcat
cgccegegea
agctggeggce
ggtgatgtgt
gagtaaataa
aggcgggtca
ggccgatgtt
gcgggaagat
gaaggccatc
ggctgtgtcc
cgacatatgg
tggaaggcta
tgaggttgcc
gcgegtgage
gggcgacgct

‘agttaatgag

agcgcacgeca
cgggtcaact
caaggcaaga
agcaaatgaa
agaacaacca
aggcgtaagce
ggaatcggcg
gatgacctgg
gaagcacgcc
caaccgccgg
gattttttceg
gtggccgttt
cttccagacg
tacgacctgg
gggaagggag
tgcecggegag
aacaccacgc
gtatccgagg
ccggagtaca
aacccggacyg
tttctctacce
acgatctacg
aagctgatcg
ggcccgatcce
taatgtacgg
ctctttectyg
ccgtacattg
ataaaagaga
aaaacccgcce
gcgcectaccc
gcecgetggec
gccgegecgt
cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggcegea

17

tcgagegtte
gcgtgaagtt
tgatcgacca
cgaccctgta
gcggtgectt
aacgccaaga
taccgaagag
cgtectcaacc
ctggcecggec
atttgagtaa
acaaatacgc
ggcaagacga
ctgttagtcg
caaccgctaa
ggccggcegcyg
gcgatcaagg
gccaccgecyg
caagcggcect
gaggcgctgg
tacccaggca
gccecgegagyg
gtaaagagaa
gcagcaaggc
ttcagttgcc
ccattaccga
taaatgagta
ggcaccgacyg
ggctgggttyg
tgagcggteg
tggagaagtt
ccggtgaatc
cagccggtge
ttcecgatgcet
tcegtectgte
ggcacgtaga
tactgatggc
acaagcccgg
ccgatggcgg
acgttgccat
gtgaagcctt
tcgagatcga
tgctgacggt
gcctggcacyg
aacgcagtgg
ggtcaaatga
tagtcatgcg
agcagatgct
tggatagcac
ggaacccaaa
aaaaaggcga
tggcctgtge
ttcggtegcect
gctcaaaaat
cgccactecga
ggtgaaaacc
gccgggagea
gccatgaccce

cctaatcatc
tggceccecge
ggaaggccgc
ccgecgceactt
ccgtgaggac
ggaacaagca
atcgaggcgg
gtgcggctge
agcttggecg
aacagcttgce
aaggggaacyg
ccatcgcaac
attccgatcc
ccogttgtegg
acttcgtagt
cagccgactt
acctggtgga
ttgtcgtgte
ccgggtacga
ctgccgecge
tccaggeget
aatgagcaaa
tgcaacgttg
ggcggaggat
gctgctatct
gatgaatttt
ccgtggaatg
tctgccggece
caaaccatcc
gaaggccgcg
gtggcaagcg
gccgtegatt
ctatgacgtg
gaagcgtgac
ggtttccgeca
ggtttcccat
ccgegtgtte
aaagcagaaa
gcagcgtacg
gattagccgc
gctagctgat
tcaccccgat
ccgecgocgceca
cagcgccgga
cctgceggag
ctaccgcaac
agggcaaatt
gtacattggg
gccgtacatt
tttttcecgee
ataactgtct
gcgcteccta
ggctggecta
ccgceccggege
tctgacacat
gacaagcccyg
agtcacgtag
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gaccgcaccc
cctaccctea
accgtgaaag
gagcgcageg
gcattgaccyg
tgaaaccgca
agatgatcgc
atgaaatcct
ctgaagaaac
gtcatgcggt
catgaaggtt
ccatctagcec
ccagggcagt
catcgaccgc
gatcgacgga
cgtgctgatt
gctggttaag
gcgggcgatc
gctgcccatt
cggcacaacc
ggccgctgaa
agcacaaaca
gccagectgg
cacaccaagc
gaatacatcg
agcggctaaa
ccecatgtgt
ctgcaatggc
ggcccggtac
caggccgccec
gcegetgatc
aggaagccgce
ggcacccgeg
cgacgagctg
gggccggccyg
ctaaccgaat
cgtccacacg
gacgacctgg
aagaaggcca
tacaagatcg
tggatgtacc
tactttttga
ggcaaggcag
gagttcaaga
tacgatttga
ctgatcgagg
gccctagecag
aacccaaagc
gggaaccggt
taaaactctt
ggccagcgea
cgccccgecg
cggccaggca
ccacatcaag
gcagcteceeg
tcagggcgcy
cgatagcgga

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
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gtgtatactg
gogtgtgaaat
cctcgetcecac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctccgecece
cgacaggact
ttccgaccct
tttctcatag
gctgtgtgca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
atatatctcc
tgacctgata
ccgcgecgeg
ccttggtgat
ccaagcgatc
actgggccgg
cggttactgce
cccagtcggg
gttcaggaac
ctecttgettt
ctgcaagaat
gccacggaat
tctctecagy
catcaagcct
catccactgc
tgacgccaac
tgtttaactt
tcaaacatcg
ccccaaaaaa

<210> 16

<211> 234
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 16

gcttaactat
accgcacaga
tgactcgctyg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgcttacce
ctcacgctgt
cgaacccccece
cceggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
caatttgtgt
gtttggctgt
aagcggcegte
ctegecttte
ttcttecttgt
caggcgctcece
gctgtaccaa
cggcgagttc
cggatcaaag
tgtcagcaag
gtcattgege
gatgtcgtecg
ggaagccgaa
tacggtcacc
ggagccgtac
tacctctgat
tgttttaggg
acccacggcyg
acagtcataa

terminator
(1) ..
terminators sequence of the Cathepsin
gene from potato

(234)

gcggcatcag
tgcgtaagga
cgcteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgtttce
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcccg
cacgacttat
ggcggtgeta
tttggtatct
tcecggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
agggcttatt
gagcaattat
ggcttgaacyg
acgtagtgga
ccaagataag
attgcccagt
atgcgggaca
catagcgtta
agttccteceg
atagccagat
tgccattctce
tgcacaacaa
gtttccaaaa
gtaaccagca
aaatgtacgg
agttgagtcg
cgactgcect
taacgcgcectt
caagccatga

Solanum tuberosum

18

agcagattgt
gaaaataccg
ttcggctgeg
caggggataa
aaaaggccgc
atcgacgctc
cccectggaag
ccgectttcet
gttcggtgta
accgctgcege
cgccactgge
cagagttctt
gcgctctget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
atgcacgctt
gtocttagtg
aatttctagce
caaattcttc
cctgtctage
cggcagcgac
acgtaagcac
aggtttcatt
ccgcetggacc
caatgtcgat
caaattgcag
tggtgacttc
ggtcgttgat
aatcaatatc
ccagcaacgt
atacttcggce
gctgcgtaac
gctgcttgga
aaaccgccac

cctgecagata gactatacta tgttttagec tgcectgctgg
tgttgtaaaa taaacacctg ctaaggtata tctatctata
taaattgtct ttccttatcg tttactatct tatacctaat
tatgaggaac ggggcaggtt taggcatata tatacgagtg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

17
298
DNA

Vicia faba

terminator
(1) ..

(298)

actgagagtg
catcaggcgc
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgctggcg
aagtcagagg
ctcecectegtg
ccctteggga
ggtcgttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
aaaaataata
catctaacgce
tagacattat
caactgatct
ttcaagtatg
atccttcecgge
tacatttcge
tagcgectca
taccaaggca
cgtggctgge
ttcgcgetta
tacagcgcgg
caaagctcge
actgtgtgge
cggttcgaga
gatcaccgcet
atcgttgctg
tgcececgagge
tgcg
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caccatatgce
tcttecgett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgcteteetyg
agcgtggcge
tccaagcetgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgcatg
aaagcagact
ttgagttaag
ttgccgacta
gcgcgegagyg
acgggctgat
gcgattttge
tcatcgccag
aatagatcct
acgctatgtt
tcgaagatac
gctggataac
agaatctcge
cgegttgttt
ttcaggeecge
tggcgctcecga
tceceeccatga
ctccataaca
atagactgta

D Inhibitor

ctagctacta
ttttagcatg
aatgaaataa
tagggcggag

tgttatgtta
gctttctcaa
taatatcaca

tggg

6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8384

60

120
180
234
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19

<223> terminator of storage protein gene VE1EIB3 from
Vicia faba

<400> 17

gatcctgcaa
ttagaattgc
acatatgtgt
gtttgcagat
tgtttttctt

<210> 18

<211> 1478
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 18

cagttgtgtt
gttactgtat
aaaaatgttt
gtatatgtoga
atcagaaacg
ttgacaattt
taagaaagat
tgaaatattc
ctaattggtt
gtaggaatat
atttgaccgg
gataattcat
cacatttcaa
ttatgacatt
aaaatacttt
acgaccaaaa
attacctatt
taaattctac
tggtagttcet
ccaccgttgt
cggctggttt
tgaactttac
tcccaccttg
taaacgtgac
gagtgtcatg

<210> 19

<211> 1330
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 19

tagaatgttg
tgtagtcaag
ttcgataaaa
atgagatatg
ggtgtgtttc

promoter
(1)..
truncated version of nitl promoter

(1478)

cttttetttt
ttccacatac
tggaatgact
cttcacatgt
tgatcgaaaa
gtgtttattt
gaaataaaag
ctaccaagcc
atataagaaa
gatttactat
accaaaacac
taaggaaaac
atattaaata
tcttatttaa
ctaagtggtc
aaaggtaggt
atgaggaatc
gggaaaaaaa
ccattttgtt
aattcttaaa
aatcaatcaa
aaaaaaaaca
tttcatttcc
cacaaaaaaa
aaccaaagta

promoter
(1) ..
truncated version of nitl promoter

(1330)

agogtgaccac
aacatcagtt
aaatcaaaat
tttctacaaa
atagaaaatt

Arabidopsis thaliana

ttttetttge
attagttcca
aatattgaca
tgttgtttta
aagacaaaca
gtaaagaaaa
acttgagtgt
cgtttgatta
ctatacaatc
atgagacttt
attgatctat
ttagtattaa
acataaaatg
atttatattt
caaaacatca
taatacgaat
aaaatgcatc
atggaataaa
ttatttcegtt
cggggtttte
tagattttat
aaaacaaatc
accacaggtt
aaacaaaaaa
aaaaacaaag

Arabidopsis thaliana

caacgaaaat agaagctatg ctaaaccatt
tacattcecct atatatatgg atggctgtca
cagtgtttgc ataaaaagac tatttcgttt
aagtggcaaa gtggaatttg agttcctgca

tttctgtaat
ctaaaatatt
aaattgagat
ataataactt
gtatccgttt

atatttgcat
agaatataca
acgaaaatag
cattccctat
gtgtttgcat
gtggcaaagt
gtgttttttt
ttaattgggg
catgttaatt
cttttcgcea
tttttagttt
cccatcctaa
gatttaaaaa
aatgaaatac
attccgttca
tagaaacata
aaatatggat
ttcttttaag
tggatttatt
acttcttttt
ttttcttetce
aatgcagaga
cgatcttcegt
aagtctatat
actcgagt

acgtatatgt
caatcagaaa
cattgacaat
agtaagaaag

aaaataatta
aataaagtta
ttattcgaaa
aaaactcaac
cttagaaaat

ttagaatgtt
tatattaatt
aagctatgct
atatatggat
aaaaagacta
ggaatttgag
ckttttatctg
tttggttttc
caaaaatttt
ataatagtaa
atttaatcca
gattaaatag
atctatacgt
agctaagaca
atattattag
tctataacat
ttaaggaatc
ttttttattt
gtgtccaaat
tatattcaga
aattattagt
aaagaaacca
taccgtctcec
attgcttctc

gacttcacat
cgtgatcgaa
ttgtgtttat
atgaaataaa
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taaaataaat
tggcecttttg
tacaatgaaa
tatatgctaa
gctegtaa

taataattaa
tatttttctt
aaaccattac
ggctgtcaca
tttcgtttca
ttcctgecaag
aaagctgcaa
ttgatgcgaa
gatttctett
atccaaagat
gtttectctga
gagccaaact
caaattttat
aaccaaaaaa
gtagaatcgt
agtatatatt
cataaaagaa
gttttttatt
actttgtaaa
cataaagcat
aggtttgatg
cgtgggctag
aataggaaaa
tcaagtctct

gttgttgttt
aaaagacaaa
ttgtaaagaa
agacttgagt

60

120
180
240
298

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1478

60

120
180
240
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gtgtgttttt
tattaattgg
tccatgttaa
ttettttege
attttttagt
aacccatcct
tggatttaaa
ttaatgaaat
caattccgtt
attagaaaca
tcaaatatgg
aattctttta
tttggattta
tcacttcettt
atttttettce
tcaatgcaga
ttcgatctte
aaaagtctat
agactcgagt

ttcttttatc
ggtttggttt
ttcaaaaatt
caataatagt
ttatttaatc
aagattaaat
aaatctatac
acagctaaga
caatattatt
tatctataac
atttaaggaa
agttttttat
ttgtgtccaa
tttatattca
tcaattatta
gaaaagaaac
gttaccgtct
atattgcttc

tgaaagctgc
tcttgatgcg
ttgatttctce
aaatccaaag
cagtttctct
aggagccaaa
gtcaaatttt
caaaccaaaa
aggtagaatc
atagtatata
tccataaaag
ttgtttttta
atactttgta
gacataaagc
gtaggtttga
cacgtgggcet
ccaataggaa
tctcaagtct

20

aatgaaatat
aactaattgg
ttgtaggaat
atatttgacc
gagataattc
ctcacatttc
atttatgaca
aaaaaatact
gtacgaccaa
ttattaccta
aataaattct
tttggtagtt
aaccaccgtt
atcggctggt
tgtgaacttt
agtcccacct
aataaacgtg
ctgagtgtca

tcctaccaag
ttatataaga
atgatttact
ggaccaaaac
attaaggaaa
aaatattaaa
tttcttattt
ttctaagtogg
aaaaaggtag
ttatgaggaa
acgggaaaaa
ctccattttyg
gtaattctta
ttaatcaatc
acaaaaaaaa
tgtttcattt
accacaaaaa
tgaaccaaag
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ccegtttgat
aactatacaa
atatgagact
acattgatct
acttagtatt
taacataaaa
aaatttatat
tccaaaacat
gttaatacga
tcaaaatgca
aaatggaata
ttttatttcg
aacggggttt
aatagatttt
caaaaacaaa
ccaccacagg
aaaaacaaaa
taaaaaacaa

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1330
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