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Herbisidiresistenttejad AHAS-deleetiomutantteja

Tamd keksintd koskee uusia DNA-sekvensseja, jotka
koodaavat asetohydroksihapposyntaasi~entsyymin (jédljempana
AHAS) uusia poikkeavia muotoja. AHAS-entsyymi on kriitti-
nen entsyymi, jota normaalisti valmistuu monissa eri kas-
veissa ja laajassa valikoimassa mikro-organismeja. Normaa-
lin AHAS:in toimintaa inhiboivat monet erilaiset herbisi-
dityypit; kuitenkin kyseisten mutantti-DNA-sekvenssien
koodaamat uudet AHAS-entsyymit toimivat normaalisti Kkata-
lyyttisesti myds téd@llaisten herbisidien l&sn8d ollessa ja
antavat siis herbisidiresistenssin niité sis&ltéavialle kas-
ville tai mikro-organismille.

Uudet DNA-sekvenssit perustuvat yll&dtt&vaédn havain-
toon, ettd yhden tai useamman spesifisen aminohapon delee-
tio normaalin AHAS-geenisekvenssin er&dilla alueilla johtéa
taysin funktionaaliseen entsyymiin, mutta tekee entsyymin
vastustuskykyiseksi monien erilaisten herbisidityyppien,
mukaan lukien imidatsolinoneja, triatsolopyrimidiinej& ja
sulfonyyliureoita, aiheuttamalle inhibitiolle. Naiden
poikkeavien sekvenssien Kkdaytettavissdolo tarjoaa keinon
monien erilaisten viljelykasvien transformoimiseksi herbi-
sidiresistenteiksi sekd@ tarjoaa my®s uusia selektoitavia
merkkigeenejd kdadytettdvdksi muun tyyppisissd@ geneettisen
transformaation kokeissa.

Keksinndn taustaa

Herbisidien k&yttd maanviljelyksessd on nykyddn
laajalle levinnyttd. Vaikka saatavana on suuri joukko yh-
disteitd, jotka tuhoavat tehokkaasti rikkaruohoja, kaikki
herbisidit eivdt kykene selektiivisesti vaikuttamaan epd-
suotaviin kasveihin viljelykasvien joukossa eivdtkd myds-
k&an olemaan myrkyttémid eldimille. Usein on valttamatonta
tyytyd yhdisteisiin, jotka ovat yksinkertaisesti vahemmé&n
myrkyllisi& viljelykasveille Kkuin rikkaruohoille. Taman

ongelman voittamiseksi herbisidiresistenttien viljelykas-



10

15

20

25

30

35

vien kehittdmisestd on tullut tarked maanviljelystutkimuk-
sen kohde.

Tdrked puoli herbisidiresistenssin kehittémisessd
on ymmartdd, miten herbisidi toimii estdessd&n kasvin kas-
vua, ja sitten manipuloida wvaikutuksen kohteena olevaa
biokemiallista reitti& viljelykasvissa, niin ettd estava
vaikutus vdltetddn, mutta kasvi s&dilyttdd normaalin biolo-
gisen toiminnan. Yksi ensimmdisistad herbisidien biokemial-
lisista mekanismia koskevista loyddistd koski sarjaa ra-
kenteeltaan yhteen kuulumattomia herbisidiyhdisteitd, imi-
datsolinoneja, sulfonyyliureoita ja triatsolopyrimidiine-
j&a. Nyt tiedetddn [Shaner et al., Plant Physiol. 76 (1984)
545 - 546, US-patentti 4 761 373], ettd kukin n8istd her-
bisideistd estdd kasvin kasvua hdiritsem@lld olennaista
solun entsyymid asetohydroksihapposyntaasia (AHAS; sité
nimitetddn myos asetolaktaattisyntaasiksi eli ALS:ksi).
AHAS vaaditaan aminohappojen isoleusiini, leusiini ja va-
liini synteesi& wvarten.

AHAS-entsymid tiedetddn olevan 1l&snd kaikkialla
korkeampien kasvien keskuudessa sek& 1l8ytyvdn monista eri
mikro-organismeista kuten hiivasta Saccharomyces cerevi-
siae ja suolibakteereista Escherichia coli ja Salmonella
typhimurium. Normaalin AHAS-entsyymin tuottamisen geneet-
tinen perusta monissa ndistd lajeista on myds karakteri-
soitu hyvin. Esimerkiksi sekd E. colissa ettd S. typhimu-
riumissa esiintyy kolme AHAS-isotsyymid; kaksi ndistd on
herkkid herbisideille, kun taas kolmas ei ole. Kukin ndis-
t& isotsyymeistd omaa yhden suuren ja yhden pienen pro-
teiinialayksikén; ja ne sijoittuvat kartassa IlvIH-,
IlvGM- ja IlvBN-operoneihin. Hiivassa ainoan AHAS-isotsyy-
min on kartoitettu sijaitsevan ILVZ2-lokuksessa. Kussakin
tapauksessa on identifioitu herkkid ja resistenttejd muo-
toja ja eri alleelien sekvenssit on médritetty [Friden
et al., Nucl. Acids Res. 13 (1985) 3979 - 3993; Lawther
et al., PNAS USA 78 (1982) 922 -~ 928; Squires et al.,
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Nucl. Acids Res. 811 (1983) 5299 - 5313; Wek et al., Nucl.
Acids Res. 13 (1985) 4011 - 4027; Falco ja Dumas, Genetics
109 (1985) 21 - 35; Falco et al., Nucl. Acids Res. 13
(1985) 4011 - 4027].

Tupakassa AHAS-toiminnon koodaa kaksi yhteenkytkey-
tym8tdntd geenid SuRA ja SuRB. Kyseisten kahden geenin
v&alilld on huomattavaa samaisuutta, sekd nukleotiditasol-
la ettd aminohappotasolla kypsédssd8 proteiinissa, vaikka
N~terminaalinen, oletettu kuljetusalue eroaa merkittdvam-
min [Lee et al., EMBO J. 7 (1988) 1241 - 1248]. Lajissa
Arabidopsis on toisaalta yksi ainoa AHAS-geeni, joka on
myds taydellisesti sekvenssoitu. Korkeammissa kasveissa
olevien AHAS-geenien sekvenssien vdliset vertailut osoit-
tavat sekvenssin erdiden alueiden korkeaa sdilyttamista-
soa; erityisesti on vahintddn 10 sekvenssin sadilyttéamis-
aluetta. On aikaisemmin otaksuttu, ettd né&mad sdilytetyt
alueet ovat kriittisid entsyymin toiminnalle ja ettd@ tuon
toiminnan sdilyttdminen on riippuvaista olennaisesta sek-
venssin sdilyttédmisesta.

Hiljattain on selostettu (EP O 257 993), ettd her-
bisidiresistenssid osoittavat mutantit omaavat mutaatioita
vahintddn yhden aminohapon kohdalla yhdellsd tai useammalla
ndistd s&dilytetyistd alueista. Erityisesti wvillityypin
aminohapon korvaaminen erdilld aminohapoilla ndissa spesi-
fisissd kohdissa AHAS-sekvenssissd on osoittautunut siede-
tyksi ja itse asiassa johtavan t&md&n mutaation omaavan
kasvin herbisidiresistenssiin, samalla kun katalyyttinen
toiminta on s&ilynyt. N&itd mutaatioita on osoitettu
esiintyvén sekd SuRA- ettd SuRB-lokuksessa tupakassa; sa-
mankaltaisia mutaatioita on eristetty lajilta Arabidopsis
ja hiivalta.

Nyt on yllattden havaittu, ettd yhden tai useamman
aminohapon deleetiot yhdelld tai useammalla n&distd "s&ily-
tetyistd" alueista eivdt ainoastaan johda funktionaaliseen

AHAS-entsyymiin, wvaan johtavat myds herbisidiresistens-
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siin. Sekvenssin sdilyttaminen merkitsee normaalisti, ettéd
mitd8n muutosta ndilla alueilla ei siedettdisi ja sellai-
nen johtaisi sen vuoksi toimimattomaan proteiiniin. Kui-
tenkin tdssd tapauksessa on erityisen yllattdvas, etta
entsyymin toiminta s#ilyy, ottaen huomioon se seikka, etta
deleetiot eivdt ainocastaan poista aminohappojdanndsta,
joka on entsyymin rakenteen komponentti, vaan my6és valtta-
mattéd johtavat jadanndsten siirtymiseen, tuhoten siten mu-
taation sis&ltdvan sekvenssin ndenndisen sdilymisen. N&in
ollen tarjotaan wuusia nukleiinihapposekvenssejd, jotka
ovat hytdyllisid herbisideille herkkien kasvien transfor-
moimisessa herbisidiresistenteiksi. Transformoidut kasvit
tarjoavat sen vuoksi perustan uusien herbisidiresistent-
tien kasvimuunnosten kehittamiselle.

Keksinnén tiivistelma

Tamd keksintd tarjoaa uusia nukleiinihapposekvens-
sejd, jotka koodaavat toimivia, monille eri herbisideille
epdherkkid AHAS-entsyymejd. Kysymyksess&d olevat sekvenssit
sisdltdvat yhden tai useamman kodonin, jotka kukin koodaa-
vat spesifisen aminohapon, deleetion yhdelld tai useammal-
la osoitetulla niin kutsutulla sdilytetylld alueella vil-
lityyppi-AHAS-molekyylissd. Naiden paikkojen identtisyyttd
ja poistettavia kodoneita tarkastellaan jaljemp&na yksi-
tyiskohtaisemmin. Muutetut DNA-sekvenssit ovat hyddyllisia
menetelmissd herbisidiresistenttien kasvisolujen tuotta-
miseksi, jotka mainitut menetelmdt k&sittdvat kohdekas-
visolun transformoinnin yhdell& tai useammalla t&ss&d tar-
jotuista muutetuista sekvensseistd. Vaihtoehtoisesti kay-
tetddn mutageneesid deleetiomutanttien aikaansaamiseksi
kasvisoluihin tai siemeniin, jotka sis&ltdvat herbisideil-
le herkén AHAS:in koodaavan nukleiinihapposekvenssin. T&l-
laisille kasvisoluille suoritetaan sitten kudosviljelyd
sellaisten kasvien regeneroimiseksi, jotka omaavat herbi-
sidiresistentin tai herbisideille ep&herkén piirteen. Kek-

sintd k&sittédad siten myds kasvisoluja, kasvikudosviljel-
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mid, tdysikasvuisia kasveja ja kasvinsiemenid, jotka
omaavat deleetiomutanttinukleiinihapposekvensseja ja jot-
ka ilmentdvat funktionaalisia, herbisidiresistentteja
AHAS-entsyymeja.

Ndiden uusien herbisidiresistenttien kasvien saata-
vuus mahdollistaa uusia menetelmid viljelykasvien kasvat-
tamiseksi herbisidien ldsnd ollessa. Sen sijaan ettd kas-
vatettaisiin ei-resistenttejd kasveja, pelloille voidaan
istuttaa tdmdn keksinntn mukaisia resistenttejd kasveja ja
peltoa k&asitelld tavanomaisesti herbisidilld, ilman etta
viljelykasveille aiheutuu vahinkoa. Edullisia herbisideja
tdta tarkoitusta varten ovat imidatsolinonit, sulfonyyli-
ureat ja triatsolopyrimidiinit.

Tamdn keksinndén mukaiset mutanttinukleiinihapot
tarjoavat myds uusia selektoitavia merkkigeenejd kaytetta-
viksi transformaatiokokeissa. Resistentin AHAS:in koodaava
nukleiinihapposekvenssi liitetd&n toiseen geeniin ennen
siirtamistd is&dntdsoluun ja koko rakennelma transformoi-
daan isdntddn. Oletettuja transformoituja soluja kasvate-
taan sitten viljelmdssd estdvien mdadrien herbisidid 1l&asna
ollessa; eloon jaddvat solut ovat onnistuneesti hankkineet
kiinnostuksen kohteena olevan toisen geenin.

Seuraavien maaritelmien on tarkoitus pédted koko
patenttijulkaisussa ja patenttihakemuksissa. "Funktionaa-
linen" tai "normaali" AHAS-entsyymi on sellainen, joka
kykenee katalysoimaan ensimmdistd vaihetta olennaisten
aminohappojen isoleusiinin, leusiinin ja wvaliinin syn-
teesireitilld. AHAS:in "“"sdilytetty" sekvenssi tai alue
on sellainen sarja nukleiinihappoja tai aminohappoja
AHAS-nukleiinihappo- tai aminohapposekvenssissd, joka on
sama vadhintddn kahdella lajilla, joilla on AHAS-entsyymi.
"Villityyppi"-AHAS-sekvenssi on sekvenssi, joka on lasna
mddrdtyn lajin herbisideille herkdssd jdsenessd. "Resis-
tentti” kasvi on sellainen, joka tuottaa normaalia AHAS-

entsyymid ja joka kykenee saavuttamaan kypsyyden, Kun sita
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kasvatetaan normaalisti estdvien herbisiditasojen 1l1l&sné
ollessa. Termin "resistentti" tarkoitetaan té@ssd kaytetty-
nd kdsittadvdn myods "sietokykyiset kasvit", s.0. sellaiset
kasvit, jotka fenotyypissddn osoittavat ep&dtoivottavia
mutteli tappavia reaktioita herbisidin johdosta.

Kuvioiden lyhyt kuvaus

Kuviot la ja 1b (sekvenssiluettelot 1 ja 2) esittd-
vdt vastaavasti Arabidopsis-villityyppi-AHAS:in aminohap-
po- ja nukleotidisekvenssin. Kuviossa la laatikossa olevat
alueet osoittavat esikuvallisia osasekvenssejd, joissa
voidaan tehdd deleetioita herbisidiresistenssin tuotta-
miseksi. Rengastetut j&&nndkset identifioivat spesifisiid
kohtia, joissa t&dllaisia deleetioita voidaan tehdda. Ku-
viossa 1lb nuoli osoittaa koodaavan alueen alkukohdan.

Kuvio 2 (a - c) esitt&& kolmea valokuvaa jdlkel&di-
sistd (ensimmdinen sukupolvi), jotka on saatu tulokseksi
transgeenisestd tupakkakasvista (10-1), joka on transfor-
moitu Arabidopsis-AHAS:in Trp574-deleetiomutaation sis&l-
tdvdlld rakennelmalla, ja joita on suihkutettu emergenssin
jdlkeen Pursuitf-imidatsolinoniherbisidilli kdyttden miaria
0, 10, 20, 40, 60, 80 ja 160 grammaa/hehtaari (g/ha).
Kaikki kolme valokuvaa otettiin 25 p&iv&& suihkuttamisen
j&lkeen. Kaikissa valokuvissa kontrollikasvit (villityyp-
pi8 oleva herbisideille herkka& tupakka-alalaji Wisconsin
38 [W38]) ovat eturivissi.

a) W38-kontrolli ja 10-1 itse - W38 edustaa kont-
rollia ja 10-1 itsesiitettyjd transgeenisen tupakan jidlke-
ldisid. Tapauksessa 0 g/ha Pursuit® W38 ja 10-1 nayttavat
kummatkin samanlaisilta. M&a&drdlld 10 g/ha W38-kasvin kasvu
on lievdsti estynyt verrattuna 10-l:een: kuitenkin m&&ré&s-
td 20 g/ha léhtien W38:n kasvu on melkein tdysin estynyt.
M&srdlla 80 g/ha 10-1-kasvin kasvu ndyttdd olevan lievasti
estynyt ja md&r&llsd 160 g/ha 10-l-kasvin kasvu on selviédsti

estynyt.
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b) W38-kontrolli ja O x 10-1 - W38 on kuten aikai-
semmin kuvattu. 0 x 10-1 edustaa W38:a ditivanhempana (0)
ja 10-1:t& isdvanhempana. Tulokset ovat hyvin samankal-
taiset kuin ne, jotka n&hddan 10-1:n itsesiitettyjen valo-
kuvassa.

c) W38-kontrolli ja 10-1 x O -~ W38 on kuten aikai-
semmin kuvattu. 10~1 x 0 edustaa 10-1:t& &itivanhempana ja
W38:a isdvanhempana (0). Tulokset ovat hyvin samankaltai-
set kuin ne, jotka n&hd&an 10-1:n itsesiitettyjen valoku-
vassa, paitsi ettad tdssa valokuvassa herbisidiresistenssi-
piirteen segregaatio voidaan ndhdd 10-1:n jalkeldisissaE.

Kuvio 3 valaisee emergenssin jdlkeldisen Pursuit®:n
kayton vaikutusta tupakkataimien kasvuun, mitattuna kas-
vien korkeuden avulla.

C' edustaa kontrolli (herkka vanhemmaisalalaji)
-kasvien keskiarvoa, kun taas kukin seuraava pylvids edus-
taa yksittdistd transgeenistd jdlkelaists.

Kuvio 4 valaisee ihidatsolinoniherbisidin Pursuit®
vaikutusta AHAS-entsyymeihin, jotka on saatu E. colista,
joka on transformoitu Trp574-deleetiolla ([DEL], Trp574-
substituutiolla [SUB], ja E. colista, joka on transformoi-
tu villityyppi [WT] -AHAS-sekvensilli.

Kuvio 5 valaisee sulfonyyliureaherbisidin Glean®
vaikutusta AHAS-entsyymeihin, jotka on eristetty E. coli-
transformanteista. Lyhennykset kuten kuviossa 4.

Kuvio 6 valaisee imidatsolinoniherbisidin Pursuitf
vaikutusta AHAS-entsyymeihin, jotka on eristetty E. coli-
transformanteista. Entsyymit ovat perdisin E. colista,
joka on transformoitu Ser653-deleetiolla [DEL], E. colis-
ta, joka on transformoitu Ser653—sﬁbstituutiolla [SUB],
ja E. colista, joka on transformoitu villityyppi [WT]
-AHAS-sekvenssilla.

Kuvio 7 valaisee sulfonyyliureaherbisidin Glean®
vaikutusta AHAS-entsyymeihin, jotka on eristetty E. coli-

transformanteista. Lyhennykset kuten kuviossa 6.
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Kuvio 8 valaisee imidatsolinoniherbisidin Pursuit®
vaikutusta AHAS-entsyymiin, joka on saatu tupakkakasvista
sellaisen Agrobacterium-kannan avulla, joka sis&dltaa
Trp574-deleetion omaavan mutantti-Arabidopsis-AHAS-allee-
lin.

Keksinndén yksityiskohtainen kuvaus

Monissa organismeissa, mukaan lukien hiiva, E. co-
li, Brassica, Arabidopsis, sokerijuurikas ja tupakka, ole-
van AHAS-geenin koko nukleotidisekvenssi on aikaisemmin
paljastettu [Mazur et al., supra. Lee et al., EMBO J. 7
(1988) 1241]. Lis&dksi on pantu merkille, ettd herbisidire-
sistenssi liittyy yhteen tai useampaan mutaatioon AHAS-
sekvenssissid: erityisesti resistenssin on havaittu liitty-
vidn erdisiin spesifisiin aminohappojen korvaamisiin sek-
venssissd. [EP 259 793; Yadav et al., PNAS USA 83 (1986)
4418 - 4422; Sathasivan et al., Nucl. Acids Res. 18 (1990)
2188]. On kuitenkin annettu ymmartdada (Hartnett et al.,
teoksessa Managing Resistance to Agrichemicals, kappale
31, s. 459 - 473, American Chemical Society, 1990;
EP 259 793), ettd namd sdilytetyt alueet, joilla resis-
tenssin antavat mutaatiot esiintyvdt, tdytyy yleensad sédi-
lyttdd entsymaattisen toiminnan sdilyttd@miseksi.

Nyt on yll&attden havaittu, ettd n&diden sekvenssien
sdilyttdminen ei ilmeisesti ole vdlttdmdtdntd molekyylin
katalyyttiselle toiminnalle. T&mé&n keksinndn kehittémisen
aikana kdytetdsn Arabidopsis-AHAS:in koodaavan alueen koh-
dennettua mutageneesia sellaisten deleetiomutaatioiden
aikaansaamiseksi, joissa j&&nnds, jonka on aikaisemmin
osoitettu olevan korvattavissa, poistetaan silloin sek-
venssistd. Jaidnnoksen poistaminen selvdsti tuhoaa niiden
alueiden s&dilytetyn luonteen, joilla ne esiintyvat. Kui-
tenkin siten aikaansaadut deleetiomutaatiot s&ilyttévat
kaikki AHAS:in toiminnan, samalla kun ne my®s osoittavat
herbisidiresistenssié. Erityisesti tehd&én Trp574-,

Prol97- ja Ser653-jddnndsten yksindisid8 deleetioita ja
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Prol97:n ja Ser653:n kaksoisdeleetioita tdysin funktionaa-
listen, herbisidiresistenttien kasvien aikaansaamiseksi.
Kaikki aminohappojen numerointi perustuu tdssd Arabidop-
sis-AHAS:in sekvenssiin. Kuitenkin on selvdd, ettd koko
patenttijulkaisussa ja patenttivaatimuksissa viittauksen
spesifiseen deleetiokohtaan Arabidopsis-sekvenssissd tar-
koitetaan k&sittdvdn vastaavat kohdat minkd tahansa muun
lajin, jolla on AHAS-geeni, AHAS-sekvenssissa.

Nam&@8 tiedot huomioon ottaen tulee selvdksi, ettéa
ndiden AHAS-molekyylin herbisidiresistenssiin liittyvien
alueiden s&ilytt&minen ei ole katalyyttistad aktiivisuutta
varten kriittistd ja ettd entsyymi sietd&8 helposti yhden
tai useamman aminohapon deleetioita yhdess& tai useammassa
"sdilytetyss&" aminohapposekvenssissd ja ne lisdksi anta-
vat kasville herbisidiresistenssin. Té&m& keksintd kdsittaa
AHAS-DNA-sekvenssejd, joissa on tehty yksi tai useampia
deleetioita verrattuna villityypin sekvenssiin, jotka de-
leetiot eivat muuta tuloksena olevan AHAS-entsyymin kata-
lyyttistd toimintaa, mutta jotka antavat herbisidiresis-
tenssin. Tdllaisia deleetiomutaatioita ovat, mainittuihin
kuitenkaan rajoittumatta, yhden tai useamman sellaisen
kodonin deleetio, jotka koodaavat EP 257 793:ssa madritel-
lyn mukaisia "s&dilytettyjd osasekvensseja". N&itad ovat
DNA-sekvenssit, jotka koodaavat aminohappoja 119 - 122,
194 - 197, 201 - 208, 255 - 257, 348 - 353, 373 - 377 ja
569 - 578 Arabidopsis-AHA:issa. Lisdksi vield erds "s&dily-
tetty sekvenssi", jossa korvaamista on kuvattu ja jossa
deleetio on hyodyllinen herbisidiresistenssin aikaansaa-
miseksi, on 650 ~ 653. Yhden kodonin ja useamman kuin yh-
den kodonin deleetion kaikkien kodonien deleetioon saakka
ylld mainituissa "osasekvensseissd" katsotaan kuuluvan
keksinndén piiriin. Edullisia ovat sellaisia mutantteja
koodaavat kodonideleetiot, joilla on v&hint&an yhden sel-
laisen j&@anntsaseman deleetio, joka on valittu aminohapon
120, 121, 197, 205, 256, 351, 376, 571, 574, 578 ja 653
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kd@sittdvastd ryhmdstd. Erityisen edullisia ovat sekvens-
sit, jotka koodaavat deleetioita kohdissa 197, 574 tai
653.

Vaikka ylla identifioidut deleetiot edustavat
alueita, joilla muunnos tiedet&&n siedetyksi, on todenna-
kdistd molekyylin huomattavan "joustavuuden" huomioon ot-
taen, ettd myds muut deleetiot olisivat mahdollisia. Esi-
merkiksi myds muita ilmeisesti "sdilytettyj&" AHAS-entsyy-
min alueita esiintyy ylla péddpiirteittdin esitettyjen 1li-
s8ksi. Haluamatta sitoutua mihink&&n erityiseen teoriaan,
ndyttdd nyt todennakdiseltd, ettd sen sijaan ettd olisivat
molekyylin katalyyttiseen aktiivisuuteen liittyvid kohtia
ja sen vuoksi vaatisivat oleellista rakenteen sdilytt&mis-
t8, useimmat n8istd sdilytetyistd alueista edustavat her-
bisidin sitoutumiskohtia. Yhden tai useamman aminohapon
deleetio ndistd kohdista estédisi siten loogisesti herbisi-
din sitoutumista ja siten estdisi herbisi&d hairitsemédstéd
AHAS:in aktiivisuutta. Kayttden n&itd perusteita, saata-
vissa olevaa "sdilytettyjd" AHAS-sekvenssejd koskevaa tie-
toa [katso esim. Mazur et al., Plant Physiol. 85 (1987)
1110 - 1117] ja tunnettuja tekniikkoja kuten paikkaspesi-
fistd mutageneesid, olisi rutiininomainen asia suunnitella
lisdd deleetiomutantteja, joilla todenndkdisesti olisi
herbisidiresistenssi. Oletettuja mutantteja voidaan sitten
seuloa kasvattamalla estdvien mddrien kiinnostuksen koh-
teena olevaa herbisidi&d 1l&snd ollessa, jotta saataisiin
madritettyd, onko vai ei tuotettu herbisidiresistenssi.

Kuten kaikkien proteiinien tapauksessa funktionaa-
linen AHAS-entsyymi omaa kolmiulotteisen rakenteen, joka
on lopputulos komponenttiaminohappojen lineaarisesta j&ar-
jestyksestd. Aminohappojen sivuryhmien vuorovaikutus tuot-
taa proteiinin sekundaarisen rakenteen ja lis&laskostumi-
nen johtaa proteiinin tertiaariseen rakenteeseen. Ma&ridtyn
proteiinin spesifinen "arkkitehtuuri", joka pohjimmaltaan

johtuu aminohappojérjestyksestd, voi olla kriittinen pro-
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teiinin toiminnalle. Siten aminohapon korvaaminen sailyt-
td8 proteiinin kokonaisrakenteen eheyden, kun taas amino-
hapon poistaminen tehokkaasti tuhoaa t&m&n rakenteen ehey-
den ja sen voidaan odotta merkitt&vdsti muuttavan proteii-
nin kolmiulotteista rakennetta ja niin tehdess&&n muutta-
van molekyylin toimintaa. Siksi ottaen huomioon mahdol-
linen vaurio, jonka deleetio voi aiheuttaa, on erityisen
yllattdvdd, ettd tuloksena oleva molekyyli s8ilyttdd riit-
tdvid osia kolmiulotteisesta rakenteestaan, niin ettd se
el ainoastaan sdily katalyyttisesti funktionaalisena, vaan
myds aiheutuu herbisidiresistenssi.

Alan ammattimiehet kadsittavat, ettd taman keksinndn
mukaiset deleetiomutantit eivdt ole rajoitettuja DNA:n tai
entsyymin l&hteen suhteen. Vaikka té&ss& kokeellisessa
suunnitelmassa ensisijaisesti kadytet&&n Arabidopsis-AHAS-
geenin sekvenssid, samankaltaisia mutaatioita voidaan ru-
tiininomaisesti tehd& mink& tahansa organismin, jolla on
tdllainen geeni, esim. muiden korkeampien kasvien, hiivan,
E. colin ja muiden mikro-organismien, AHAS-sekvenssiin.
Villityyppi-AHAS-geenissd todetut samankaltaisuudet kaik-
kien tunnettujen sekvenssien kesken ovat niin suuret, etta
on rutiinikokeiluasia aikaansaada identtisi&@ mutantteja
muista AHAS-sekvensseistd Kkuin Arabidopsis-sekvenssi.
Vaihtoehtoisesti voidaan rakentaa kimeerisid geeneja, jot-
ka sisdltdvat Arabidopsis-AHAS-geenin deleetiomutanttiosan
rekombinoituneena muista l&hteistd perdisin olevan AHAS-
geenin muuttamattomien osien kanssa.

Tassd kuvatut uudet geenityypit voivat antaa resis-
tenssin yhdelle tai useammalle kuin yhdelle herbisidityy-
pille. Kuten on jo hyvin todistettu, AHAS on useiden eri
herbisidiluokkien wvaikutuskohta, nimittdin imidatsolino-
nien, sulfonyyliureoiden, triatsclopyrimidiinien, sulfamo-
yyliureoiden ja sulfonyylikarboksamidien. Kuten aminohap-
pojen korvaamisen antaman herbisidiresistenssin tapaukses-

sa, ndiden mutaatioiden antama herbisidiresistenssi voi
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olla selektiivinen mdadrdtylle herbisidille tai voi esiin-
tyd ristiresistenssid useammalle kuin yhdelle herbisidil-
le. Esimerkiksi Trp574:n ja Ser653:n deleetiot aikaansaa-
vat ristiresistenssin sekd@ imidatsolinoneille ettd sulfo-
nyyliureoille. Alan ammattimies voi kuitenkin helposti
m8arittd8 minkd tahansa erityisen mutantin spesifisyyden
seulomalla erikseen esim. pelkkien imidatsolinonien tai
pelkkien sulfonyyliureoiden l&sn& ollessa ja eristamalla
eloon j&&dneitd kasveja. Ristiresistenssi voidaan m&arittasd
kasvattamalla useamman kuin yhden herbisidiluokan 1l&sné
ollessa. Herbisidityyppej&d, joiden yhteydessd tamd keksin-
t6é on hyddyllinen, on kuvattu esimerkiksi US-patentissa
4 188 487; 4 201 565; 4 221 586; 4 297 128; 4 554 013;
4 608 079; 4 638 068; 4 647 301; 4 650 514; 4 698 092;
4 701 208; 4 709 036; 4 752 323; 4 772 311 ja 4 798 619;
US-patenteissa 4 127 405; 4 435 206; 4 424 703; 4 417 917;
4 398 939; 4 394 506; 4 391 627; 4 383 113; 4 378 991;
4 372 778; 4 371 391; 4 370 480; 4 370 479; 4 369 320
(sulfonyyliureoita).

Nyky&d&n AHAS:in ei ole ainoastaan osoitettu olevan
lasnd laajassa joukossa kasveja, vaan sen on myds osoitet-
tu olevan kriittinen kohta, joka m&&raa herbisidiherkkyy-
den laajassa valikoimassa oleellisesti toisilleen sukua
olemattomia kasveja, esim. maissilla, Brassicalla, tupa-
kalla, pellavalla, Arabidopsiksella ja sokerijuurikkaalla
[Stougaard et al., Mol. Gen. Genet. 219 (1989) 413 - 420;
Jordan & McHughen, J. Plant Physiol. 131 (1987) 333 - 338;
McHughen, Plant Cell Reports 8 (1989) 445 - 449]. Kuten
v11ld on mainittu, on siten mahdollista tuottaa asiaankuu-
luva mutaatio suoraan kiinnostuksen kohteena olevaan kas-
viin tunnettujen mutageneesitekniikkojen avulla. (Katso
esimerkiksi Maniatis et al., Molecular Cloning, A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982, ja
esimerkki II, infra). Kuitenkin on usein helpompaa aikaan-

saada transformoituja kasveja sellaisen tunnetun ja eris-
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tetyn DNA-sekvenssin avulla, joka sisdltdd tarpeelliset
deleetiot, kuten t&dssd tapauksessa kuvatut Arabidopsis-
deleetiomutantit. Plasmideja, jotka sisdltavédt deleetiomu-
tantteja asemissa 574 ja 653, on talletettu kokoelmaan the
American Type Culture Collection, Rockville, MD, 6. joulu-
kuuta 1990, vastaavasti talletusnumeroilla ATCC 68488 ja
68489.

Téaman keksinntn mukaiset eristetyt AHAS-DNA-sek-
venssit ovat hyddyllisid@ kohteena olevien viljelykasvien
transformointia varten ja antavat t&11ld6in herbisidiresis-
tenssin, ilman ettd tarvitaan mutageneesid. Nykyddn on
olemassa laaja valikoima tekniikkoja korkeampien kasvien
suoran tai epdsuoran transformoinnin ulkopuolelta perdisin
olevalla DNA:1lla suorittamiseksi, ja mikd tahansa menetel-
ma, jonka avulla uusi sekvenssi voidaan 1iitt&&8 is&nnén
genomiin ja saada stabiilisti periytym&sdn sen jalkeldisil-~
le, on t&assd keksinndssd mahdollinen. Yhden sellaisen me-
netelmdn yksityiskohtainen kuvaus tarjotaan seuraavissa
esimerkeissai.

Kasvisolujen epédsuora transformointi voidaan suo-
rittaa kayttamdlla vektoreita. Ylelinen menetelmd@ trans-
formaation suorittamiseksi on Agrobacterium tumefaciensin
kdyttédminen vieraan geenin viemiseksi kohteena olevaan
kasvisoluun. Esimerkiksi kysymyksessd olevassa tapauksessa
mutantti-AHAS-sekvenssi liitet&d&dn plasmidivektoriin, joka
sisdltdd sivuilla olevat sekvenssit Ti-plasmidi-T-DNA:ssa.
Plasmidi transformoidaan sitten E. coliin. Suoritetaan
kolmen vanhemman vdlinen pariutuminen tamdn kannan, Agro-
bacterium-kannan, joka sisdltd& sellaisen vaarattomaksi
tehdyn Ti-plasmidin, joka sis&ltdd AHAS:in sis&ltavien
T-DNA-sekvenssien siirtédmiseen kohteena olevan kasvin Kro-
mosomiin tarvittavat virulenssifunktiot, ja toisen E. co-
1i -kannan kesken, joka sis&dltda plasmidin, jossa on AHAS-
rakennelman E. colista Agrobacteriumiin siirron mobili-

sointiin tarvittavat sekvenssit. Rekombinantti-Agrobac-
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terium-kannalla, joka sis&altdd tarpeelliset sekvenssit
kasvin transformaatiota wvarten, infektoidaan lehtikiekko-
ja. Kiekkoja kasvatetaanselektiokasvualustoilla ja onnis-
tuneesti transformoituja regeneraatteja identifioidaan.
Regeneroidut kasvit ovat resistenttej&d herbisidin vaiku-
tuksille, kun niitd kasvatetaan sen l1l&snd ollessa. Muut
kasvivektorit kuten kasvivirukset tarjoavat myds mahdolli-
sen keinon ulkopuolelta perdisin olevan DNA:n siirtoa var-
ten.

Voidaan myds k&yttdd kasvisolujen suoraa transfor-
mointia vektorien kayton asemesta. Tyypillisesti sijoite-
taan kohdekasvin protoplasteja viljelem&@8n siirrettdvan
DNA:n l1l8snd ollessa ja ainetta, joka edistda DNA:n otta-
mista protoplastin sis#ddn, absorboidaan niiden pinnalle.
Hyddyllisid aineita tidssd suhteessa ovat polyeteeniglykoli
tai kalsiumfosfaatti.

Vaihtoehtoisesti DNA:n sis&&nottoa voidaan kiihot-
taa elektroporaation avulla. Tadssd menetelmédssd kaytetdan
sdhkésysdystd tilapdisten huokosten avaamiseksi protoplas-
tin solukalvoon ja ymp&roiviassd liuoksessa oleva DNA tulee
sitten vedetyksi soluun huokosten kautta. Samoin voidaan
kdyttda mikroinjektiota DNA:n toimittamiseksi suoraan so-
Juun ja edullisesti suoraan solun tumaan.

Kussakin edelld olevista tekniikoista transfor-
maatio tapahtuu viljelmdssd olevassa kasvisolussa. Trans-
formaatiotapahtuman j&dlkeen kasvisoluja tédytyy regeneroida
kokonaisiksi kasveiksi. Tekniikkoja kypsien kasvien rege-
neroimiseksi haavasolukosta tai protoplastiviljelméstad
tunnetaan nyky&dn suurta joukkoa erilaisia lajeja varten
(katso esim. Handbook of Plant Cell Culture, vol. 1 - 5,
1983 - 1989 McMillan, N.Y.). Taten kun transformaatio on
aikaansaatu, kypsien kasvien regenerointi transformoiduis-
ta kasvisoluista on alalla tunnettua.

Nykyddn on myds kaytettadvissad vaihtoehtoisia mene-

telmid, jotka eivat valttamattd vaadi eristettyjen solujen
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ja sen vuoksi regenerointitekniikkojen kayttdad transfor-
maation aikaansaamiseksi. N&dita nimitet&&n yleensada "bal-
listisiksi" +tai "hiukkaskiihdytys"-menetelmiksi, joissa
DNA:lla péasdllystettyjd8 metallihiukkasia ajetaan kasviso-
Juihin joko mustaruutipanoksen avulla [Klein et al.,
Nature 327 (1987) 70 - 73] tai sahk&purkauksen avulla
(EPO 270 356). Tdlla tavoin viljelmdssad olevia kasvisoluja
tali kasvin lisddntymiselimid tai -soluja, esim. siitepd-
lya, voidaan stabiilisti transformoida kiinnostuksen koh-
teena olevalla DNA-sekvenssilla.

Tatd keksintdd@ wvoidaan kdyttdd8 kaytanndllisesti
katsoen mink& tahansa Kkasvityypin, sekd@ yksisirkkaisen
ettd kaksisirkkaisen, transformointiin. Viljelykasveja,
joille transformointi herbisidiresistentiksi on mahdolli-
nen, ovat maissi, vehnd, riisi, hirssi, kaura, ohra, dur-
ra, luserni, sokerijuurikas, Brassica-lajit, tomaatti,
pippuri, soijapapu, tupakka, meloni, mantelikurpitsa, pe-
runa, maapdhkind, herne, puuvilla tai kaakao. Uusia sek-
vensseja voidaan my®s kayttdd koristelajien kuten ruusun
ja puulajien kuten mé@nnyn transformointiin.

Keksinntn mukaiset uudet sekvenssit ovat myds hyod-
dylliisi& selektoitavina merkkigeenein&d kasvigenetiikan
tutkimuksissa. Esimerkiksi kasvin transformaatiossa herbi-
sidiresistenssin koodaavia sekvenssejd voitaisiin 1liitté&a
kiinnostuksen kohteena olevaan geeniin, jota on tarkoitus
kadyttdd kohteena olevan herbisidille herkdn kasvisolun
transformointiin. Rakennelma, joka sisdltds sekd@ kiinnos-
tuksen kohteena olevan geenin ettd herbisidiresistenssi-
sekvenssin, vied&&n kasvisoluun ja Kasvisoluja kasvatetaan
sitten estdvdn md3&ridn herbisidid l8sn&d ollessa. Tédllaises-
sa kdsittelyssd eloon jaavat kasvisolut ovat todenn&dkdi-
sesti hankkineet sekd resistenssigeenin ettd kiinnostuksen
kohteena olevan geenin, ja sen vuoksi oletetut transfor-

mantit ovat helposti identifioitavissa.
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Keksintta valaistaan lisdksi seuraavien ei-rajoit-
tavien esimerkkien avulla.

Esimerkki 1

Arabidopsis-AHAS:in koodaavan genomikloonin erista-
minen

2,1 kiloemdksen EcoRI-fragmentti, joka ké&sittada
Arabidopsis-AHAS:in promoottorin, kuljetuspeptidin ja osan
kypsédn proteiinin koodaavasta alueesta, merkit&&n 3p:i1la
kdyttden lovi (nick) -translaatiota (Maniatis et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982) ja sitd kdyte-
td8n hybridisaatiokoettimena sellaisen genomikirjaston
seulontaan, joka on valmistettu Arabidopsis thaliana
-genomi-DNA:sta (Clontech, Palo Alto, CA). Suodattimia
hybridisoidaan 24 tunnin ajan 42 °C:ssa liuoksessa, jossa
on 6 x SSC, 5 x Denhardtin liuos, 50 mM natriumfosfaattia,
pH 7,2, 0,1 % SDS ja 100 pg/ml denaturoitua lohen maidin
DNA:ta. Suodattimia pestdsdn useita kertoja 60 °C:ssa
liuoksessa, jossa on 1 x SSC ja 0,1 % SDS. Kuusi rekombi-
nanttibakteriofaagia (A22, A31, A42, A52, A72, A83) luoki-
teltiin oletetuiksi positiivisiksi. N&m& bakteriofaagit
puhdistetaan plakkipuhdistuksen avulla ja niilléd infektoi-
daan ké&dyttden alhaista kerrannaisuutta. E. coli -kanta
K802 nestemdisessid NZY-liemessd (NZCYM on 10 g NZ-amiinia,
5 g hiivauutetta, 1 g casamino-happoja, 2 g MgSO,~7H,0 ja
10 ml1 1 M Tris-HCl, pH 7,2) kuten ovat kuvanneet Maniatis
et al., supra. Nesteviljelmid inkuboidaan y®n ajan jatku-
vasti ravistaen (300 kierrosta minuutissa) 37 °C:ssa. 50
ml:n suspensio saatetaan pitoisuuteen 1 M NaCl ja 8 % PEG
lisddmdlla kiinte&d NaCl ja.kiinteéé polyeteeniglykolia.
Suspensiota inkuboidaan y6n ajan 4 °C:ssa bakteriofaagien
saostamiseksi. Bakteriofaagit pelletoidaan sentrifugoimal-
la nopeudella 18 000 x 20 minuutin ajan. Pelletti uudel-
leensuspendoidaan 2 ml:aan TM-puskuriliuosta (10 mM Tris-

HC1, pH 7,5; 10 mM MgCl,), sijoitetaan kerrokseksi
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CsCl-porrasgradientin p&ddlle (4,8 M CsCl, 4,0 M CsCl ja
3,2 M CsCl) ja sentrifugoidaan nopeudella 50 000 x g
1 tunnin ajan SW60- py6rivd kauha -roottorissa. Faagivy®-
hyke poistetaan 4,0/3,2 M CsCl -rajapinnalta 1,5 ml:n
Eppendorf-putkeen ja bakteriofaagit liuotetaan lisddamallad
1 tilavuus formamidia ja inkuboimalla huoneenl@mpdtilassa
30 minuutin ajan. DNA otetaan talteen saattamalla liuos
pitoisuuteen 10 mM Tris-HC1l, pH 8,0, ja 1 mM Na,-EDTA ja
saostamalla DNA lisdam&lld 2 tilavuutta 100 % etanolia.
Bakteriofaagi-DNA otetaan talteen sentrifugoimaolla, pes-
t88n 70 % etanolilla ja uudelleensuspendoidaan TE-puskuri-
liuokseen (TE-puskuriliuos on 10 mM Tris-HC1, pH 7,5; 1 mM
Na,-EDTA). Puhdistettu DNA uutetaan tavanomaisesti kerran
tai useampia kertoja fenoli:kloroformi:isoamyylialkoholil-
la (24:24:1), saostetaan etanolin avulla ja uudelleensus-
pendoidaan 50 - 100 pl:aan TE-puskuriliuosta ennen pilkko-
mista erilaisilla restriktioentsyymeillé&.

Kuudesta rekombinanttifaagista saatuja DNA-valmis-
teita pilkotaan erilaisilla restriktioentsyymeilld ja ero-
tellaan elektroforeesin avulla kdyttden 1 % agaroosigee-
lid. DNA siirretdan nitroselluloosalle (Southern) ja hyb-
ridiscidaan (24 tuntia 60 °C:ssa liuoksessa, jossa on 2 X
S8C, 5 x Denhardtin liuos, 50 mM natriumfosfaattia,
pH 7,2, 0,1 % SDS ja 100 pg/ml denaturoitua lohen maidin
DNA:ta) radioaktiivisuudella merkittyd 900 em&sparin
Ncol/EcoRI-fragmenttia vastaan, joka edustaa 2,1 kiloemdk-
sen EcoRI-fragmentin 3'-aluetta (kuljetuspeptidi ja kypsén
proteiinin koodaavan alueen 5'-osa). Suodatin pest&dn kak-
si kertaa 65 °C:ssa liuoksessa, jossa on 0,5 x SSC ja
0,1 % SDS. 900 emdsparin Ncol/EcoRI-fragmentti hybridisoi-
tuu sekd A42:n ettd A52:n 5,5 kiloemdksen Xbal- ja 2,1 Ki-
loem&ksen EcoRI-fragmenttiin. Nam& tiedot ovat yht&pitdvia
Arabidopsis-AHAS:in koodaavan genomisekvensin kloonausta
ja karakterisointia koskevien julkaistujen tietojen kanssa
[Mazur et al., Plant Physiol. 85 (1987) 1110 - 1117].
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Bakteriofaagi A52 valitaan lis#analyysi& wvarten.
A52:n 5,5 kiloemdksen Xbal-fragmentti eristetdsn 1 % aga-
roosigeelistd ja puhdistetaan kayttden IBI-elektroeluutio-
laitetta kuten valmistaja on ehdottanut. 5,5 kiloemdkesen
Xbal-fragmentti saostetaan etanolin avulla ja uudelleen-
suspendoidaan ddH,0:teen. Nam& fragmentit yhdistetddn 1li-
gaation avulla Xbal:11& pilkottuun pSK(-)-plasmidi-DNA:han
(hankittu toiminimeltd Stratagene, La Jolla, CA). Fragmen-
teille suoritetaan ligaatiota 16 - 24 tunnin ajan
14 °C:ssa 20 pl:n tilavuudessa kuten ovat kuvanneet
Maniatis et al., supra. Inkuboinnin jalkeen 20 pl:n reak-
tiotilavuus laimennetaan 100 pl:ksi 100 mM Tris-HCl:1lla,
pH 7,2. 25 nl tata ndytetta laimennetaan lisdksi
100 pl:ksi 100 mM Tris-HCl:lla, pH 7,2, ja inkuboidaan
100 pl:n kanssa komponentteja HB1l0l-soluja [valmistettu
tarkalleen kuten on kuvannut Morrison (Meth. Enzymol. 68
(1979) 326 - 331)]. Plasmidi/E. coli -transformaatioseosta
inkuboidaan j&&n p&&dllada 20 minuutin ajan: siirretdan
42 °C:seen 2 minuutin ajaksi; huoneenlédmpétilaan 10 mi-
nuutin ajaksi; minkd jdlkeen lis&td8n valittOmadsti 1 ml
LB-lientd (LB-liemi on 10 g bactotryptonia; 5 g hiivauu-
tetta; 5 g NaCl ja 10 ml 1 M Tris-HCl, pH 7,2, litraa koh-
ti) ja inkuboidaan 1lisdksi 37 °C:ssa 20 minuutin ajan.
DNA-plasmidikloonauskantajat, joita k&ytetdadn téssd tyds-
s8, sisaltdvat joko ampisilliinille tai kanamysiinille
resistenssin antavan geenin. Sen vuoksi 200 pl Kkutakin
transformaatioseosta sijoitetaan suoraan levyviljelmdksi
joko LB, - tai LB, -maljoihin (100 pg/pl jompaa Kumpaa an-
tibioottia) ja inkuboidaan 37 °C:ssa 12 - 20 tunnin ajan,
riippuen kolonioiden koosta.

Kolonioita siirret&dén 3 ml:aan LB, tai LBy, ja in-
kuboidaan y®6n ajan 37 °C:ssa ravistaen jatkuvasti. Valmis-
tetaan pienen mittakaavan plasmidi-DNA-valmisteita tehden
vah8isid8 muunnoksia emdksisen lyysin menetelmddn, jonka

ovat kuvanneet Maniatis et al., supra. Rutiininomaisesti
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400 pl 3 ml:n yon ajan kasvatetusta viljelmdstéd pelletoi-
daan 1,5 ml:n Eppendorf-putkessa ja uudelleensuspendoidaan
150 pl:aan GTE-liuosta (GTE-liuos on 50 mM glukoosia;
25 mM Tris-HCl, pH 8,0, ja 10 mM Na,~-EDTA) ja inkuboidaan
jdadn pd&alla 20 minuutin ajan, minkd jdlkeen lisdtadn
300 pl emdksista SDS-liuosta ja 200 pl 5 M K'/3 M OAc mdé-
ratyin aikavélein. Lopullinen DNA-pelletti uudelleensus-
pendoidaan 40 pl:aan liuosta, jossa on 50 ug/pl RNaasi
A:ta TE-puskuriliuoksessa. 15 pl plasmidi-DNA:ta poiste-
taan restriktiopilkkomista varten. Kaksi plasmidia, pAC301
(5" - 3') ja pAC302 (3' -» 5'), edustavat rakennelmia, jot-
ka sis&altavat 5,5 kiloemdksen Xbal-fragmentin yhdistettyna
ligaation avulla pSK(-):n Xbal-kohtaan. pAC30l:n ja
pAC302:n lisdrestriktiocanalyysi varmistaa Arabidopsis-
AHAS:in koodaavan genomisekvenssin promoottorialueen, kul-
jetuspeptidin, kypsé&n proteiinin koodaavan alueen ja 3'-
vaille translaatiota j&advien alueiden léasndolon (Mazur
et al., supra).

Esimerkki II

Arabidopsis-AHAS:in koodaavan alueen oligonukleoti-
dilla kohdennettu mutageneesi

a) pAC30l1l:n vksisidikeisen templaatin valmistaminen

Plasmidi pAC301 transformoidaan E. coli -kantaan
XL-1 (Stratagene). pAC30l:n yksisdikeinen templaatti ai-
kaansaadaan t#&std pSK(-)-"faagivdliosaan" perustuvasta
rakennelmasta noudattaen valmistajan ohjeita. Rutiinin-
omaisesti 3 ml yon ajan kasvatettua SB_ -viljelm&d lis&taan
steriiliin kolviin, joka sis&ltad 50 ml SB,, (SB on 35 g
bactotryptonia, 20 g hiivauutetta, 5 g NaCl ja 10 ml 1 M
Tris-HCl, pH 7,5 litraa kohti) ja inkuboidaan 37 °C:ssa
ravistaen jatkuvasti (300 kierrosta minuutissa), kunnes
viljelmd saavuttaa optisen tiheyden 0,3 aallonpituudella
600 nm. T&nd ajankohtana viljelm&&n istutetaan auttajafaa-
gia R408 (1 x 10 faagia) ja voimakasta 10°:n ravistamista

nopeudella 300 kierrosta minuutissa 37 °C:ssa jatketaan
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yon ajan. Bakteerit pelletoidaan sentrifugoimalla nopeu-
della 10 000 x g 10 minuutin ajan. Bakteeripelletti heite-
td4n pois ja supernatanttia (noin 45 ml), joka sisdltaa
yksisdikeisen pAC30l-templaatin, sdilytetddn 4 °C:ssa
kdyttddn asti. Supernatanttia k&ytetdédn rutiininomaisesti
enintddn yhden kuukauden ajan yksis&ikeinen faagivdliosa-
valmisteita varten. Pienen mittakaavan yksisdikeinen
pAC301-faagivdliosa-DNA valmisteita (1,2 ml) valmistetaan
Oleellisesti kuten valmistaja (Stratagene) on kuvannut.
Faagit saostetaan 1lis&damdlla 300 pl liuvosta, Jjossa on
3,5M NH,Ac, pH 7,5; 20 % PEG. Liuos sekoitetaan hyvin
1,5 ml:n Eppendorf-putkessa ja inkuboidaan huoneenldmp&ti-
lassa 20 minuutin ajan. Yksisdikeiset faagit pelletoidaan
sentrifugoimalla 20 minuutin ajan Eppendorf-mikrosentrifu-
gissa. Supernatantti dekantoidaan, pelletti kuivataan ja
lopulta uudelleensuspendoidaan 300 pl:aan TE-puskuriliuos-
ta. Faagit liuotetaan lis&dam&lla 200 pl fenoli:klorofor-
mi:isoamyylialkoholia (24:24:1) ja pyOrresekoittamalla
1 minuutin ajan. T&m&d vaihe toistetaan vield Kkerran, ja
sitd seuraa vield kaksi uuttoa kloroformi:isoamyylialkoho-
lilla (24:1). Lopulliselle vesifaasille suoritetaan saos-
taminen etanolin avulla (1/10 tilavuutta 5 M K'/3 M OAc ja
kaksi tilavuutta 100 % etanoiia), pestddn 70 % etanolilla,
uudelleensuspendoidaan 20 pl:aan TE-puskuriliuosta ja
siirretdidn uuteen 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen.
c) Oligonukleotidin valmistaminen

Kaikki oligonukleotidit hankitaan laboratoriolta

‘New England Biolabs. Oligonukleotideja kaytetdan (1) ami-

nohapon korvauksen aikaansaamiseen Arabidopsis-AHAS:in
koodaavan alueen Trp574-jainndksen kohdalle (Trp - Leu) ja
(2) aminohappodeleetion tuottamiseen TrpS574-aminohappo-

jda&nndksen kohdalle.
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Trp574 —--> Leu-korvaukset
v M 0 W E D R
villityyppi 5/-GTT ATG CAMA TGG GAA GAT CGG-3’
vV M 0 L E D R
mutantti 5/-GTT ATG CAA TTG GAA GAT CGG-3’ (2l-meeri)

Trp574:n deleetio

v M Q 1 E D R
villityyppi 5$’/-GTT ATG CAA TGG GMAAR GAT CGG-3’

vV M 9 E D R
mutantti §7/-G GTT ATG CAA -—-- GAA GAT CGC~ 3
(21l-meeri)

200 ng:lle kutakin oligonukleotidia suoritetaan
kinaasivaihtoreaktio ennen hybridisointia pAC30l-yksisdi-
keiseen templaattiin. 40 pl:n reaktiotilavuus sisdlsi
50 mM Tris-HCl, pH 7,5; 10 mM MgCl,, 50 mM DTT, 0,1 mM
spermidiinid ja 0,1 mM Na,-EDTA. Reaktio aloitetaan lisdi-
malla 10 yksikkoa T4-polynukleotidikinaasia (Pharmacia) ja
inkuboidaan 37 °C:ssa 30 minuutin ajan. Reaktio lopetetaan
saattamalla reaktioseos 90 °C:seen 3 minuutin ajaksi. Puo-
let kinaasireaktioseoksesta 1lis&td&n 20 pl:n mdarién
pAC301-yksisdikeistd valmistetta ja inkuboidaan 65 °C:ssa
10 minuutin ajan hybridisaation edist&miseksi. T&héan
40 pl:n kinaasi/oligonukleotidiseokseen lis&dt&&n 6 pl 1 mM
dNTP:eja 6 pl 10 x ligaasipuskuriliuosta (500 mM Tris-HC1,
pH 7,5; 70 mM MgCl, ja 10 mM DTT), 2 pl 10 mM rATP, 5 yk-
sikk68 Klenow-DNA-polymeraasia (Pharmacia), 8 yksikkéd
DNA-ligaasia (Stratagene) ja 4 pl ddH,0. Polymeraasi/ligaa-
tioreaktioseosta inkuboidaan huoneenlé&mp&tilassa 3 tunnin
ajan. Puolet t&dstd seoksesta k&ytetddn kompetenttien
E. coli XL-l-solujen transformointiin. Transformaatioseos
levitetdsn LB, -maljoille ja inkuboidaan y®6n ajan
37 °C:ssa. Transformantteja uudelleensivelld&n uusille

LB, ,~maljoille ristikkomallin mukaan. Kolonioiden seulonta
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hybridisaation avulla suoritettiin tarkalleen kuten on
kuvannut Stratagenen tekninen asiakaspalvelu (kes&kuu
1988/pBSII Exo/Mung Bean DNA Sequencing System). Kummatkin
oligonukleotidit merkit&&n 3’P:1la kinaasivaihtoreaktion
avulla (300 ng oligonukleotidia m&&r&dn 40 pCi *’P-ATP l&sna
ollessa kayttden aikaisemmin kuvattuja kinaasin olosuhtei-
ta). Liittym&ton *?P-ATP poistetaan suorittamalla kinaasi-
reaktioseokselle elektroforeesi kayttaen 20 % akryyliami-
di/7 M urea -geelid. Radioaktiivinen vy®Ohyke, joka vastaa
21-meeristd oligonukleotidia, leikataan pois geelistd par-
taterdlla ja eluoidaan kayttden joko (1) Maxamin ja Gil-
bertin murskaus- ja liotusmenetelmd&a [PNAS USA 74 (1977)
560 - 566] tai (2) elektroeluutiota IBI-elektroeluutio-
laitteen avulla. Puhdistettuja radioaktiivisuudella mer-
kittyja& oligonukleotidideja hybridisoidaan nitroselluloo-
salla oleviin koloniandytteisiin ei-rajoittavissa hybridi-
saatio-olosuhteissa (37 °C 24 tunnin ajan liuoksessa, jos-
sa on 6 x SSC, 5 x Denhardtin liuos, 50 mM Na-P, pH 7,2,
ja 500 nug/ul wvasikan kateenkorvan DNA:ta). Suodattimet
pestddn kerran huoneenlampbdtilassa liuoksessa, jossa on
6 x SSC ja 50 mM Na-P, pH 7,2, ja jdlleen 37 °C:ssa liuok-
sessa, jossa on 6 x SSC ja 50 mM Na-P, pH 7,2. Lopuksi
suodattimia pestddn kaksi kertaa 60 °C:ssa Kkulloinkin
15 minuutin ajan liuoksessa, jossa on 3 M tetrametyyliam-~
moniumkloridia, 50 mM Tris-HCl1, pH 7,5, 2 mM Na,-EDTA ja
1 mg/ml SDS. 21-meerinen oligonukleotidi, jolla on tdydel-
linen emds emdkseen hybridisaation yhteensopivuus (s.o.
mutanttioligo mutanttifaagivdliosaan) ei vapaudu pesemdllé
faagivddliosa-DNA:sta 60 °C:ssa, kun taas lievd epdsovitus
(s.o. mutanttioligo villityyppifaagivdliosaan) irtoaa va-
paaksi pesemdlld. Oletettuja positiivisia sivell&&n alku-
perdiseltd LB, -maljalta uudelle LB,,-maljalle. Kymmenen
transformanttia kustakin uudelleensivellystd oletetusta
positiivisesta uudelleensivellddn sitten ristikkomallin

mukaan ja koloniahybridisaatio toistetaan. Mydhempid posi-
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tiivisia varmistetaan sitten suorittamalla DNA-sekvenssi-
analyysi Trp574:n koodaavan alueen l&vitse. [Sanger et
al., PNAS USA 74 (1977) 5463 - 5467)}. Kaksi positiivista
mutanttia, pAC324 (Trp574 - Leu-korvaus) ja pAC325
(Trp574:n deleetio) valittiin lisdanalyysid varten.

Esimerkki III

Agrobacteriumin valittamd tupakan transformaatio

a) Vektorien kokoonpaneminen

Seka vektoreita ettda Agrobacterium-kanta hankitaan
toiminimeltda Clontech. Plasmidi pBIN19 on E. coli/Agrobac-
terium -binaarinen sukkulavektori, jossa on Ti-plasmidi-T-
DNA:n sekd vasemman- ettd oikeanpuoleiset reunasekvenssit,
monen restriktiocentsyymin tunnistuskohdan sis&ltava liit-
t&djd (polylinker), RK2-bakteerireplikaation aloituskohta,
joka on toimiva sekd E. colissa ettd Agrobacteriumissa, ja
geeni, joka antaa resistenssin kanamysiinille [Bevan,
Nucl. Acids Res. 12 (1984) 8711 - 8721]. Plasmideja pAC324
ja pAC325 pilkotaan Xbal:11d ja niille suoritetaan elekt-
roforeesi k&yttden 1 % agaroosigeeli&. 5,5 kiloemdmksen
Xbal-palaset, jotka sisdltavat pAC324:n tai wvastaavasti
pAC325:n mutaation, eristetdan kuten aikaisemmin on kuvat-
tu. Plasmidia pBIN19 pilkotaan Xbal:11d ja inkuboidaan
erillisessa ligaatioreaktioseoksessa pAC324:sta ja
PAC325:std perdisin olevan 5,5 kiloem8ksen Xbal-fragmentin
kanssa. Koko ligaatioseos transformoidaan E. coli XL-1-
soluihin ja positiivisia transformantteja valitaan sini-
nen/valkea ~variselektion avulla LB,,-maljoilla (LB-mal-
joja, joissa on 100 pg/pl ampisilliinia, 80 pg/ml X-Gal ja
20 mM IPTG). Pienen mittakaavan plasmidivalmisteiden ai-
kaansaaminen, restriktioentsyymeilld pilkonta -analyysi ja
agaroosigeelielektroforeesi positiivisten transformanttien
varmistamiseksi suoritetaan kuten on kuvattu aikaisemmin.
Neljdstda BIN19:&&n perustuvasta plasmidirakennelmasta
pAC348 -~ pAC349 (Trp574 - Leu-korvauksen sisdltdvan

5,5 kiloemé&ksen Xbal-fragmentin kummatkin suunnat
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pBIN19:sséd) ja pAC350 - pAC351 (Trp574-deleetion sisidlta-
vdn 5,5 kiloemdksen Xbal-fragmentin kummatkin suunnat
pBIN19:ssd) valitaan yksi rakennelma kustakin mutaatiosta
tupakan transformaatiota wvarten.

b) pAC348:n pAC351:n mobilisointi Agrobacteriumiin

Plasmidi pRK2013 on konjugointiplasmidi, joka si-
sdltda toimintasekvenssit, jotka vaaditaan pBIN19:&&n pe-
rustuvien rakennelmien mobilisointiin E. colista vaaratto-
maksi tehtyyn Acrobacterium-kantaan LBA4404 (pAL4404).
Tam8 Acrobacterium-kanta on resistentti streptomysiinille
ja sisdltda vaarattomaksi tehdyn Ti-plasmidin pAL4404
[Ooms et al., Plasmid 7 (1982) 15 - 29]. Tadmi Ti-plasmidi
antaa avustuksena toimivat virulenssifunktiot, jotka tar-
vitaan helpottamaan pBIN19:ssd sijaitsevan T-DNA-alueen
siirtdmistd tupakan kromosomiin. Kolmen vanhemman v&dlinen
pariutuminen pBIN19:&&n perustuvien vektorien, konjugoin-
tiplasmidin (pRK2013) ja Agrobacterium-kannan (LBA4404)
kesken suoritetaan oleellisesti kuten on kuvannut Bevan
[Nucl. Acids Res. 12 (1984) 8711 - 8721]. Plasmidit
pAC348 - pAC351 ([Kan_.] transformoidaan kompetentteihin
E. coli HB10l tai XL-1 -soluihin kuten on kuvattu aikai-
semmin. Kunkin plasmidin sis&lt&vi& transformantteja istu-
tetaan 3 ml:aan LB, -liemiviljelmid ja  inkuboidaan
37 °C:ssa ravistaen jatkuvasti. Agrobacterium-kantaa
LBA4404 istutetaan AB_,,
NH,Cl, 6 g MgSO,-7H,0, 3 g KCl, 60 g K,HPO,, 20 g NAH,PO,,
3 g CaCl, ja 50 mg FeSO,-7H,0. Glukoosia lis&t&sn 1 x kanta-
liuokseen lopulliseksi pitoisuudeksi 0,5 x) ja inkuboidaan

-elatusaineeseen (20 x AB on 20 g

jatkuvasti ravistaen 28 °C:ssa 36 - 48 tunnin ajan. Kolmen
vanhemman v&linen pariutuminen aloitetaan yhdistdmalla
1 ml kustakin kolmesta viljelmdstd (pBIN19:adn perustuva
rakennelma, pRK2013 ja LBA4404) steriilissd@ putkessa ja
jatkamalla inkubointia 28 °C:ssa 1 tunnin ajan. Viljelm&
konsentroidaan tyhjén avulla 0,45 pm:n suodattimelle ja

inkuboidaan yon ajan 28 °C:ssa NB-maljalla (NB on 4 g Dif-
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co-ravintoliemijauhetta ja 10 ml1 1 M Tris-HCl, pH 7,2).
Suodatin pannaan 2 ml:aan tuoretta AB-elatusainetta ja
pyoritetdsdn hitaasti 1 tunnin ajan. Laimennussarjaa levi-
tetd&n AB

4 pdivdn ajan. Ainoastaan Agrobacterium (strp,), jossa on

strp/kan—Maljoille ja inkuboidaan 28 °C:ssa 3 -

BIN19:88n perustuva rakennelma (kan,), kasvaa AB -kas-

strp/kan
vualustallaa. Yksittdisid kolonioita AB

tutetaan AB

strp/kan—Maljoilta is-

strp/kan—Li€meen ja inkuboidaan 28 °C:ssa jatkuvas-
ti ravistaen 36 - 48 tunnin ajan. N&itd viljelmid uudel-

leensivellaan AB -maljoille, inkuboidaan 28 °C:ssa 3 -

strp/kan
4 p&ivdn ajan ja sdilytetddn 4 °C:ssa kayttdodn asti.

c) Agrobacteriumin vdlittdmd tupakan transformaatio

PAC348 ja pAC351 istutetaan 50 ml:aan AB,,, ja inku-
boidaan jatkuvasti ravistaen 28 °C:ssa 36 - 48 tunnin
ajan. Bakteerit pelletoidaan sentrifugoimalla nopeudella
2 500 kierrosta minuutissa 10 minuutin ajan Damon/IEC-pdy-
tasentrifugissa. Bakteeripelletti uudelleensuspendoidaan
5 ml:aan BAT-elatusainetta (BAT on 1 x MS-suolat [Murashi-
ge ja Skoog, Plant Physiol. 15 (1962) 473 - 497], 1 x
Bs-vitamiinit [100 x B, on 10 mg myoinositolia, 100 mg ni-
kotiinihappoa, 100 mg pyridoksiini-HC1l ja 1 000 mg tiamii-
ni-HC1l 1 litraa kohti], 3 % sakkaroosia, 5 uM 6-bentsyyli-
aminopuriinia pH-arvossa 5,7). Nuoria kasvihuoneessa kas-
vatettuja Wisconsin 38 -tupakanlehtid@ leikataan kahdeksi
pituussuunnassa leikatuksi kappaleeksi ja liotetaan lampi-
m&ssd vedessd, joka sisdltdd Ivory-kdsisaippuaa. Lehden-
kappaleet pestddn steriiliss8 tislatussa vedessd, liote-
taan liuoksessa, jossa on 10 % Clorox + Tween 20, 10 mi-
nuutin ajan sekoittaen ja huuhdotaan kolme kertaa
ddH,0:11a. Lehdenkappaleista leikataan kiekkoja kdyttden
joko korkkiporaa tai l&dvistintd. N&md kiekot pannaan
50 ml:n putkeen, joka sisdltad uudelleensuspendoidun Agro-
bacterium-viljelmdn. Suspensiota sekoitetaan lievasti
5 minuutin ajan ja kaadetaan steriilille paperipyyhkeelle
ja sijoitetaan kasvatettavaksi BAT-kasvualustamaljoille

(100 x 20 mm:n maljoja, joilla on noin 10 kiekkoa maljaa
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kohti). Maljoja inkuboidaan 25 °C:ssa fluoriloistevalais-
tuksessa 48 tunnin ajan. Kiekot siirret&dn sitten selek-
tiokasvualustalle (BATCK; BAT-kasvualusta plus karbenisil-
liinid ja kanamysiinid) ja palautetaan alkuperdisiin inku-
baatio-olosuhteisiin, kunnes muodostuu versoja. Kanamysii-
niresistenttejd versoja siirretddn OTCK (juurrutus) -se-
lektiokasvualustalle (OTCK-kasvualusta on BATCK-alusta,
josta puuttuu 6-bentsyyliaminopuriini) (GA7-) Magenta-laa-
tikoihin ja aikaisemmin kuvattuja inkubointiolosuhteita
jatketaan. Kun kanamysiinille resistentit versot muodos-
tavat nékyviad juuristoja (vahintaddan 3 juurta, jotka ovat
pituudeltaan yli 1 cm), kasvit siirretdédn multaan. Lyhyes-
ti kuvattuna agarissa sijaitseva verso poistetaan GA7-laa-
tikosta, agar pestddn varovaisesti pois ld&mpimdlld vesi-
johtovedelld ja versot siirretd&n Metro Mix -alustaan tur-
veruukkuihin GA7-laatikoihin. Kasvit pannaan kasvihuonee-
seen ja niiden annetaan kovettua. Kaikkiaan 5 kanamysii-
nille resistenttiad versoa, jotka sis&dltdvat pAC348:n, ja
8 kanamysiinille resistenttid versoa, jotka sisdltévat
pAC350:n, siirretddn multaan. Noin 10 - 14 p&ivda myShem-

min, turveruukuista suoritetaan istuttaminen suurempiin

ruukkuihin.
pAC348 pAC351
transformantti #: transformantti #:
1) 19-1 1) 10-1
2) 33-1 2) 20-1
3) 33-2 3) 20-2
4) 46-1 4) 20-3
5) 46-2 5) 27-1
6) 27-2
7) 27-3
8) 30-1

9) 42-4
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Esimerkki IV

Herbisidiresistenssin antavien mutanttien m&drittd-
minen ja karakterisointi

AHAS-entsyymimiddritys (lehtikudos)

vdhdn aikaa kasvihuoneeseen siirté@misen j&lkeen
valmistetaan uutteita Kustakin kanamysiinille resistentis-
td transformantista ja tutkitaan epdherkkyys imidatsolino-
niherbisidille Pursuit®. Asetohydroksihapposyntaasi eriste-
td3n ja tutkitaan kuten on kuvattu aikaisemmassa KkKappa-
leessa. Kaksi kanamysiinille resitenttid transformanttia
(33-1 ja 46-2), jotka sisdltavat Arabidopsis—-AHAS-alleelin
Trp574 - Leu-korvausmutanttialleelin, osoittavat AHAS-ak-
tiivisuutta Pursuitf-herbisidin l&snd ollessa. Lis&ksi yh-
den kanamysiinille resistentin deleetiotransformantin
(10-1) AHAS-aktiivisuus osoittaa epdherkkyyttd Pursuit®-
herbisidin lis&amiselle (kuvio 7). Tédlle Trp574—deleetio—'
transformantille suoritetaan itsesiitos ja se takaisinris-
teytetddn Wisconsin 38:n kanssa. 10-1:n jédlkeldiset osoit-
tavat sietokykyd Pursuit®-herbisidin emergenssin j&lkelé&i-
sille kaytoille, jotka ovat maardltdé&n 4 - 8 kertaa suu-
rempia kuin kontrollitupakkakasveille tappava pitoisuus.

Kuviot 2 a) - c) esittavat ylld tarkasteltujen ris-
teytysten ja kontrollien fenotyyppien valokuvavertailuja.
Ndm& havainnot osoittavat transformoidun lehtikudoksen
alkuperdisessd AHAS-mdarityksessd havaitun resistenssin
periytymisen ja t&mdn piirteen ilmenemisen koko kasvin
tasolla.

Kvantitatiivisemmassa mé&&drityksessd transgeenisen
tupakkakasvin (10-1), joka sis&ltdd Arabidopsis-AHAS:in
Trp-574-deleetiomutaation, itsesiitettyjen jalkel&disten
siemienid samoin kuin my®6s herk&n vanhemmaislajin "Wis-
consin 38" siemenia istutetaan Metro Mix 350™ -alustaan
13 cm:n Azalea-ruukkuihin. Taimet harvennetaan yhdeksi
ainoaksi kaikkein voimakkaimmaksi taimeksi kahden paivan

jélkeen. Yksitoista pdivdad myohemmin n&m& kasvit suihku-
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tetaan emergenssin j&lkeen Pursuit®-herbisidilld k#yttHen
masdria 0, 10, 20, 40, 80 ja 160 g/ha. Viisi kasvia kumpaa-
kin tupakkatyyppid (transgeeninen ja kontrolli) suihkute-
taan herbisidim&iras kohti. Tween 20™ lis#t&8n ma&rdnid
0,25 tilavuutta/tilavuus herbisidiliuoksiin ennen suihkut-
tamista. Herbisidi annetaan laboratoriohihnasuihkuttimen
avulla ma38radnd 400 1l/ha 45 cm:n etdisyydeltd kasvien yla-
puolelta k8yttden hihnan nopeutta 8,2 s/kierros ja suihku-
suutinta #65015E. Kasvien Kkorkeus mitataan 1, 2, 3 ja 4
viikkoa kdsittelyn j&dlkeen, kasvien tuorepainotiedot koo-
taan neljdn ja puolen viikon kuluttua.

Ndiden suihkutusten tulokset on kuvattu kuviossa 4.
Jaélkeldisten tiedot on graafisessa esityksessd8 esitetty
siten, ettd sietokykyisin yksild on ensimmdisend ja herkin
vksild viimeisend kullakin herbisidimd&ridlla. Kuten voi-
daan n8hd& t8std graafisesta esityksestd ja kuten on odo-
tettavissa alkuperdisen transgeenisen kasvin itsesiitetty-
jen jalkeldisten tapauksessa, jdlkeldiset osoittavat her-
bisidin sietokyvyn segregaatiota. Voidaan havaita sekd
herkkid j&lkeldisia ettd yksiltitd, joilla on vaihtelevas-
sa mddrin herbisidinsietokykyd.

Kasvien tuorepainot (g) ja keskiarvot kullakin her-
bisidimd8ralld on esitetty taulukossa 2 ja keskimadridisis-
t4 tuorepainoista (g) on esitetty yhteenveto alla (tauluk-
ko 1):

Taulukko 1

Tupakan keskimd&drdi- Transgeeniset
nen tuorepaino: Kontrolli jdlkeldiset
(5 rinnakkaista kutakin)
Herbisidim8&rd:

0 g/ha 52.1 53,7

10 g/ha 8,1 36,4

20 g/ha 2.0 28,8

40 g/ha 0,8 20,9

80 g/ha 0.6 26,5

y ]
160 g/ha 0,2 21,4
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Kuten tidstd taulukosta voidaan n&hd3, transgeenisen
tupakkakasvin (10-1) itsesiitetyt jdlkeldiset osoittavat
suurta sietokykyid Pursuit® kohtaan, kun se on lisitty emer-
genssin j&lkeen. Herkkd vanhemmaislaji ei osoita herbisi-
dinsietokykyd millaidn testatuista m8#rista.

Tutkitaan myds transgeenisen kasvin 10-1 tuottamien
siementen vastustuskyky imidatsolinonia Pursuit® kohtaan.
Siemienid istutetaan kasvualustaan, Jjoka sisdltdd8 Pur-
suit,:88 md&rind O, 1,25, 2,5, 3,75 ja 5,0 pm. Kaksikym-
mentd siementd istutetaan petrimaljaa kohti kdyttden kahta
maljaa k&sittelyd kohti. Taimien herbisidinsietokyky ar-
vioidaan kolmen viikon Kkuluttua. Ké&sittelyn md&drdlld
5,0 pM tulokset on esitetty taulukossa 2. Pienimm#dll&kin
pitoisuudella (k#sittely m&3r&l11a 1,25 pM) kontrollikasvit
osoittivat herkkyyttd herbisidille. N&mid tulokset valaise-
vat herbisidiresistenssipiirteen periytymistd vanhemmais-
kasvilta 10-1 sen jdlkelaisille.

Taulukko 2

Tupakan siementen kokeen tulokset

Pursuit®-
pitoisuus (kM}: 5 s* D R
Jalkeldiset: W38 (villityyppi) 20 ] 0
20 0 0
10-1 7 6 6
itsesiitetty 3 11 6
10-1 x O 11 9 0
11 s 0
0 x 10-1 10 9 0
8 8 0

*S = herkkd; D = vahingoittunut; R = resistentti
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Esimerkki V

AHAS-entsyymimddritys E. colissa

AHAS-entsyymimddritys (ilmentyminen E. colissa) -
Kohdennetun mutageneesin avulla saatuja mutantteja pAC224
ja PpAC225 kaytetddn templaatteina E. coliin perustuvan
ilmentdmisjdrjestelmdn aikaansaamiseksi. Epaherkkyys her-
bisidille testataan, kun kiinnostuksen kohteena oleva kor-
keamman kasvin geeni ilmentyy bakteerikannassa, joka on
vailla mitdan endogeenist& AHAS-aktiivisuutta. T&td tar-
koitusta varten villityyppi-Arabidopsis-AHAS:in (pAC301),
Trp574-Leu-korvauksen (pAC224) ja Trp574:n deleetion
(pAC225) Ncol/Pstl-fragmentti subkloonataan E. coli -il-
mentdmisvektorin pKK233-2 (hankittu toiminimeltd Pharma-
cia) Ncol/Pstl-kohtaan. T&dmd ilmentdmisplasmidi sis&ltais
IPTG-induoituvan promoottorin sekd transkriptionterminaa-
tiosekvenssin. N&md& alueet ympardivdt Ncol-, HindIII- ja
Pstl—liittéjésekvenssié, joka mahdollistaa kiinnostuksen
kohteena olevan geenin liitt&misen oikean suuntaisena bak-
teeripromoottoriin n&hden. Kulloistenkin Ncol/Pstl-frag-
menttien subkloonaaminen ja ligaatio Ncol/Pstl:118 pilkot-
tuun pKK233-2-DNA:han (ampisilliiniresistenssi) tapahtuu
kuten on kuvattu aikaisemmin. Ligaatioreaktioseos trans-
formoidaan E. coli -kantaan MF2000 [ilvB800:mu-1, Bgl32,
ilvI1l5, thi-1, argE3, RPSL31, (ara-leu, ilvHI) 863, mtl-1,
xyl-5, galK2, lacYI, recAl]. Tastd bakteerikannasta puut-
tuu endogeeninen AHAS-aktiivisuus. Sen vuoksi MF2000-kan-
nan, joka on transformoitu joko pAC224:11&8 (Trp574-Leu)
tai pAC225:11& (Trp-del), kasvu vahimmiiskasvualustalla,
josta puuttuu isoleusiini ja valiini (sen aminohapobiosyn-
teesireitin, johon AHAS-entsyymi liittyy, lopputuottei-
ta), vaatii Arabidopsis-geenin ilmentymist& ja toimintaa
E. colissa. Kukin kolmesta rakennelmasta tdydenté&a
MF2000:ta sek& agarkasvualustalla ettd liemiviljelmissa&.

MF2000:n, joka sisaltd&d joko plasmidirakennelman
pAC210, pAC224 tai pAC225, vksittdisia kolonioita istute-
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taan 3 ml:n liemiviljelmiksi, joissa on aminohappoja ar-
giniini, 1leusiini, isoleusiini ja wvaliini sisdlté&vaa
M63-véhimmédiselatusainetta (amp). [M63 on 30 g KH,PO,, 70 g
K,HPO,, 20 g (NH,),SO,, 5 mg FeSO,, 100 pl 1 M MgsSO,, 200 nl
tiamiinia. Glukoosipitoisuus nostetaan 1,2 %:ksi]. Viljel-
mid inkuboidaan y®on ajan 37 °C:ssa ravistaen jatkuvasti.
Bakteerisolut pelletoidaan, uudelleensuspendoidaan useaan
ml:aan M63 (amp), johon on lisdtty arginiinia ja leusii-
nia, mutta josta puuttuu isoleusiini ja valiini (minus ilv
-elatusaine). Solut siirretddn 10 - 50 ml:aan minus ilv
-elatusainetta ja jatkuvaa ravistamista 37 °C:ssa jat-
ketaan yb6n ajan. Solut pelletoidaan ja joko k&ytetdan
suoraan AHAS-entsyymim8drityksissa tai jdddytetdan
-20 °C:seen kayttodn asti.

Bakteerisoluissa olevan Arabidopsis-AHAS:in erista-
minen ja mé@drittadminen tapahtuu oleellisesti kuten ovat
kuvanneet Singh et al. [J. Chromatography 444 (1988) 251 -
261]. Bakteeripelletti hienonnetaan nesteytetyssd typessa
ja homogenoidaan 100 mM kaliumfosfaattipuskuriljuoksessa
(pH 7,5), joka sis&ltda 10 mM pyruvaattia, 5 mM magnesium-
kloridia, 5 mM Na,-EDTA, 100 pM flaviiniadeniinidinukleoti-
dia (FAD), 1 mM valiinia, 1 mM leusiinia, 10 % (tilavuus/-
tilavuus) glyserolia ja 10 mM kysteiini&. Homogenaatti
suodatetaan nailonkankaan l&vitse (53 um:n mesh) ja sent-
rifugoidaan nopeudella 25 000 x g 20 minuutin ajan. Super-
natanttifraktio saatetaan 50 % kylléstetyksi ammoniumsul-
faatilla ja seisotetaan 20 - 30 minuutin ajan j&&n p&alla.
Saostuma pelletoidaan sentrifugoimalla nopeudella 25 000 x
g 20 minuutin ajan. Supernatantti heitetd&&n pois ja ammo-
niumsulfaattipelletti kdytetd&n valittomasti tai jaadyte-
td8n nesteytetyn typen avulla ja sdilytetddn -20 °C:ssa
kayttddn asti.

AHAS-aktiivisuus herbisidin 18sné ollessa tai ilman
herbisidi& mitataan arvioimalla tuote asetolaktaatti sen

jdlkeen kun se on muuttunut happaman dekarboksylaation
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avulla asetoiiniksi. Standardireaktioseokset sisé&ltavat
entsyymin (ja herbisidin) 50 mM kaliumfosfaattipuskuri-
liuoksessa (pH 7,0), joka sisdlt&dd 100 mM natriumpyruvaat-
tia, 10 mM magnesiumkloridia, 1 mM tiamiinipyrofosfaattia
(TPP) ja 10 pM FAD. T&td seosta inkuboidaan 37 °C:ssa
1 tunnin ajan. Reaktio pysdytetddn lis&amdlla rikkihappoa
lopulliseksi pitoisuudeksi 0,85 %. Reaktiotuotteen anne-
taan dekarboksyloitua 60 °C:ssa 15 minuutin ajan. Muodos-
tunut asetoiini m&dritetddn inkuboimalla kreatiinin
(0,17 %) ja l-naftolin (1,7 %) kanssa Westerfieldin mene-
telmdn mukaan (J. Biol. Chem. 161 (1945) 495 - 502). Teh-
d&din suoraa asetoiinin muodostumista koskevia sopivia tar-
kistuksia entsyymim&dritysten aikana.

Villityyppi-Arabidopsis-AHAS (pAC201) on herkkéa
imidatsolinoniherbisidille Pursuit® ja sulfonyyliureaherbi-
sidille Glean®, kun taas sekid Trp574-Leu-korvaus (pAC224)
ja Trp574:n deleetio (pAC225) ovat epidherkkid Pursuit®-her-
bisidin (kuvio 4) ja Glean®-herbisidin (kuvio 5) suurene-
ville pitoisuuksille. Yll&attden deleetio antaa nditad her-
bisidejd kohtaan epdherkkyyden, joka on yht& suuri kuin
vastaavan korvauksen antama tai suurempi. Sen vuoksi Ara-
bidopsis-AHAS:in koodaavan alueen Trp574-jaé&nndksen delee-
tio johtaa toimivaan entsyymin muotoon, joka on epdherkka
kumman tahansa kahdesta sellaisesta toisiaan muistuttamat-
tomasta herbisidistd lis&amiselle, jotka kykenevat esta-
maan entsyymin villityyppimuotoa.

Y1l mainittuja menetelmid k&ytetddn myds asemassa
653 olevan seriinin korvaamiseen asparagiinilla yht& hy-
vin kuin deleetion aikaansaamiseen tdssd asemassa. Plas-
mideja, jotka sisdltdvat korvauksen (pAC229) tai deleetion
(pAC230), transformoidaan E. coli MF2000:teen ja deleetio-
ja korvausmutanttien AHAS-aktiivisuus herbisidien Pursuit®
ja Glean® lidsnd ollessa mddritetddn kunkin tapauksessa ku-
ten ylld on kuvattu. Seriinin korvaamisen asparagiinilla

tuottama AHAS on epidherkk& Pursuitf:n aiheuttamalle estémi-
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selle (kuvio 6), kuten aikaisemmin on selostettu (Sthasi-
van et al., supra), mutta herkkyys Glean®:lle oli vidhenty-
nyt ainocastaan lievdsti (noin 10 %) verrattuna villityyp-
pientsyymiin (kuvio 7). 8Sitd@ wvastoin Ser653-deleetion
tuottama AHAS on erittdin resistentti sekd Pursuit®:n etta
Glean®:n aiheuttamalle estdmiselle (kuviot 6 ja 7).

Biologisten materiaalien talletus

Seuraavat mikro-organismit talletettiin kokoelmaan
the American Type Culture Collection, 12301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland, 20857, 6. joulukuuta, 1990, ja

niille annettiin seuraavat talletusnumerot:

Mikro-organismi Talletusnumero
Agrobacterium-kanta LBA4404, 68488
jossa on pAC351 (Agro/351)

[Trp574-deleetio]

Agrobacterium-kanta LBA4404, 68489
jossa on plasmidi pAC324
[Ser653-deleetio]
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Patenttivaatimukset:

1. Nukleiinihapposekvenssi, joka koodaa funktio-
naalisen AHAS-entsyymin, tunnettttu siita, etta
kyseisen entsyymin aminohapposekvenssi eroaa villityyppi-
AHAS-sekvenssistd siten, ettd siind on vdhint&8n yksi ami-
nohappodeleetio, joka antaa entsyymille herbisidiresis-
tenssin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen sekvenssi,
tunnettu siitd, ettd siind on deleetio lasna
AHAS-sekvenssin sdilytetyll& alueella.

3. Patenttivaatimuksen 1 - 2 mukainen sekvenssi,
tunnettu siitd, ettd siind on tapahtunut deleetio
Arabidopsis-villityyppi-AHAS-sekvenssin alueella, joka on
valittu ryhmdstd, jonka muodostavat aminohapot 119 - 122,
194 - 197, 201 - 208, 255 - 257, 348 - 353, 373 - 377,
569 - 578 ja 650 - 653 tai homologiset alueet eri lajissa.

4, Patenttivaatimusten 1 - 3 mukainen sekvenssi,
tunnettu siitd, ettd siind esiintyy deleetio va-
hint&&n yhdessd asemassa, joka on valittu ryhmédstd, jonka
muodostavat aminohapot 121, 122, 197, 205, 256, 351, 376,
571, 574, 578 ja 653.

5. Patenttivaatimusten 1 - 4 mukainen sekvenssi,
tunnettu siitd, ettd siind resistenssi on vdhin-
td8n yhtd sellaista herbisidid wvastaan, joka on wvalittu
ryhméstd, jonka muodostavat imidatsolinoni, sulfonyyliurea
ja triatsolopyrimidiini.

6. Funktionaalinen AHAS-entsyymi, t unnettu
siitda, ettd sen aminohapposekvenssi eroaa villityyppi-
AHAS-sekvenssistd siten, ettd siind on vdhint&&n yksi ami-
nohappodeleetio, joka antaa herbisidiresistenssin.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen entsyymi, t u n-
nettu siitd, ettd siind deleetio on tapahtunut

AHAS-sekvenssin sdilytetylld alueella.



10

15

20

25

30

35

8. Patenttivaatimusten 6 - 7 mukainen entsyymi,
tunnettu siitd, ettd siind on tapahtunut deleetio
Arabidopsis-villityyppi-AHAS~-sekvenssin alueella, joka on
valittu ryhmastd, jonka muodostavat aminohapot 119 - 122,
194 - 197, 201 - 208, 255 - 257, 348 - 353, 373 - 377,
569 - 578 ja 650 - 653 tai homologinen alue eri lajissa.

9. -Patenttivaatimusten 6 - 8 mukainen entsyymi,
t u n.n e t tu siitd, ettd siind deleetio on tapahtunut
vdhintdadn yhdess& asemassa, joka on valittu ryhmdstd, jon-
ka muodostavat aminohapot 120, 121, 197, 205, 256, 358,
571, 574, 578 ja 653.

10. Vektori, joka sisaltaa funktionaalisen
AHAS-entsyymin koodaavan nukleiinihapposekvenssin, t u n-
nettu siitd, ettd8 kyseisen entsyymin aminohapposek-
venssi eroaa villityyppi-AHAS:ista siten, ettd siind on
vdhintddn yksi aminohappodeleetio, joka antaa entsyymille
herbisidiresistenssin.

11. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 5 mukai-
sen nukleiinihapposekvenssin sisdlt&va isdntédsolu.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukaisen vektorin sisdl-
tavd isdantédsolu.

13. Kasvisolu, joka sisdltaa funktionaalisen
AHAS-entsyymin Kkoodaavan nukleiinihapposekvenssin, t u n -
nettu siitd, ettd kyseisen entsyymin aminohapposek-
venssi eroaa villityyppi-AHAS-sekvenssistd siten, ettd
siind on v&hint&&n yksi aminohappodeleetio, joka antaa
entsyymille herbisidiresistenssin.

14. Herbisidiresistentti kypsd kasvi, t unn e t-
t u siitd, ettd se sisdltdd funktionaalisen AHAS-entsyy-
min koodaavan nukleiinihapposekvenssin, jonka mainitun
entsyymin aminohapposekvenssi eroaa villityyppi-AHAS-sek-
venssistd siten, ettd siind on vAhint&&dn yksi aminochappo-
deleetio, joka antaa entsyymille herbisidiresistenssin.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukaisen kasvin siemen.
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16. Patenttivaatimuksen 14 mukaisen kasvin siite-
poly.

17. Menetelm& herbisidiresistenssin antamiseksi
kasvisolulle, tunnettu siitd, ettd jarjestetasdn
kasvisoluun funktionaalisen AHAS-entsyymin koodaava nuk-
leiinihapposekvenssi, jonka mainitun entsyymin aminohappo-
sekvenssi erocaa villityyppi-AHAS-sekvenssistd siten, etta
siind on vahintddn yksi aminohappodeleetio, joka antaa
entsyymille herbisidiresistenssin.

18. Menetelmd herbisidiresistenttien kasvien kas-
vattamiseksi, tunnettu siitad, ettad kasvatetaan
estdvan mdaran herbisidid l&snad ollessa kasvi, joka tuot-
taa funktionaalista AHAS-entsyymi&, jonka aminohapposek-
venssi eroaa villityyppi-AHAS-sekvenssistd siten, etta
siind on vdhintdadn yksi aminohappodeleetio, joka antaa
entsyymille herbisidiresistenssin.

19. Menetelmd kiinnostuksen kohteena olevalla gee-
nilld onnistuneesti transformoitujen isd@ntdsolujen valit-
semiseksi, tunnettu siita, ettd tarjotaan aio-
tuille isdntdsoluille kiinnostuksen kohteena oleva geeni
liitettynd mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 5 mukai-
seen nukleiinihapposekvenssiin, kasvatetaan soluja estdvan
mdaran herbisidid lasnd ollessa ja identifioidaan eloon
jaavia soluja kiinnostuksen kohteena olevan geenin sisdl-
tévina.

20. Nukleiinihapporakennelma, t un n e t t u sii-
td, ettd se sis&ltda minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 -
5 mukaisen sekvenssin liitettynd geeniin, joka koodaa

maataloudellisesti hytdyllisen piirteen.
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560

600

640

680

720

760

800

840

880

920

960

1000

1040

1080



CTAATTGGGA
TAGGATGCCT
ATTGTTAGGT
ATGTTGGTGG
TAGGTTTGTT
TTGATGGGGC
CGTTACATAT
TTACGCTGTG
GTAAGGTTTG
TTGCTAGTAG
GGCTGAGATT
TGTGGTGATG
TTCTTGAGAA
AGTTTGGAGG
CCGTTGAGCT
AGTATGCGAT
AGCCATAATA
GCGGCGCAGT
TATCATCAGé
TGCTGCGATT
GTTGTGGATA
TGCAAGAGCT
GAAGGTACTT
ATGCAATGGG

ACACATTTCT
CCCGAACATG

GCGGCGAGGG

ACAGGCTATG

AAACCTCCGG

TGATTTCTGA

TGGTTGTTTG

GAGCTTACGG

TGGGATCTTA

GCTTGGAATG

GAGCATAGTG

ATGATCGTGT

GGCTAAGATT

GGGAAGAATA

TTAAGCTGGC

CCGAGCGGAG

AATGAGTTGA

TTAAGACGTT

TAAGGTCCTIT

AGTACTGGTG

TCTACAATTA

AGGCCTTGGA

GGAGCGTCTG

TTGACGGAGA

AGCCACTATT

TTATTAAACA

AAGATCGGTT

CGGGGATCCG

TTGCTGTTTG

TGACAAAGAA

F1G.

AGATTACCTG
AAGATTCTCA
GTCTAAGAAG
AATTCTAGCG
GGATCCCTGT
TCCTTGTGAT
CATGGGACTG
ATTTGTTGTT
CACGGGTAAG
GTTCATATTG
AGACTCCTCA
TTTGCAAGGG
GAGCTTAAGC
ACGTACAGAA
TGGGGAAGCT
GATGAGTTGA
TCGGGCAACA
CRAGAAACCA
GCTATGGGAT
TTGCTAACCC
TGGAAGCTTT
CGTGTAGAGA
ACCAGCATCT
CTACAAAGCT
GCTCAGGAGG
CAGCAGCTTG

AGCAGATCTC

[b(ii)

GTTATATGTC

TTTGGAGCAG

CCTGTGTTGT

ATGAATTGGG

TGCGAGTACG

GATGAGTTGT

TGTATGCAAA

GGCGTTTGGG

CTTGAGGCTT

ATATTGACTC

TGTGTCTGTG

ATGAATAAGG

TTGATTTTGG

ACAGAAGTTT

ATTCCTCCAC

CTGATGGAAA

TCAAATGTGG

AGGCAGTGGC

TTGGACTTCC

TGATGCGATA

ATAATGAATG

ATCTTCCAGT

TGGCATGGTT

AACCGAGCTC

ACGAGATATT

CGGGATTCCA

CGAGAAGCTA

1120

1160

1200

1240

1280

1320

1360

1400

1440

1480

1520

1560

1600

1640

1680

1720

1760

1800

1840

1880

1920

1960

2000

2040

2080

2120

2160



TTCAGACAAT
TGTGATTTGT
CCGAGTGGTG
ATGGCCGGAT
CAGAACCTTT
CTTAGTTTGC
TCTTTTAGTT
GACTACTACT
TTTATAAATA

TGGCTC

GCTGGATACA
CCGCACCAAG
GCACTTTCAA
TAAATACTGA
TATGGTCTTT
AATTTCCTGT
GTTGATCTGC
GCTGTTGTTG

AATAATCCGG

CCAGGACCTT
AACATGTGTT
CGATGTCATA
GAGATGAAAC
GTATGCATAT
TTGTTTTGGT
CTGCTTTTTG
TTTGGTTTCC

TTCGGTTTAC

FI1G.1b(iii)

ACCTGTTGGA
GCCGATGATC
ACGGAAGGAG
CGGTGATTAT
GGTAAAAAAA
AATTTGAGTT
GTTTACGTCA
TTTCTTTCAT

TCCTTGTGAC

2200
2240
2280
2320
2360
2400
2440
2480
2520

2526
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