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Herstellung transgener Pflanzen der Gattung Tagetes
Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung stabil
transformierter, fertiler Pflanzen der Gattung Tagetes, dadurch
gekennzeichnet, daf folgende Schritte enthalten sind:

(a) Anzucht der zu transformierenden Ausgangspflanze sowie Gewin-
nung des geeigneten Explantates, (b) Transfer von DNA-Seguenzen
in Pflanzenzellen, (c) Selektion transformierter Pflanzenzellen
und (d) Regeneration transgener, fertiler Pflanzen. Dariiberhinaus
ist das Verfahren dadurch gekennzeichnet, daR der Transfer von
DNA-Sequenzen in die zu transformierende Pflanze bzw. deren Ex-
plantate beispielsweise durch Agrobacterium tumefaciens vermit-
telt werden kann. Desweiteren ist das Verfahren dadurch gekenn-
zeichnet, daf Blitter als Explantate genutzt werden kénnen, daf
eine 2 bis 8 tdgige Co-Kultivierung mit Agrobacterium erfolgt und
daR wihrend der Co-Kultivierung ein Medium verwendet wird, das
Wachstumsregulatoren enthilt. Das Verfahren ist weiterhin dadurch
gekennzeichnet, daR fir die Selektion beispielsweise Phosphinot-
hricin eingesetzt werden kann und daf fir die Regeneration zu
intakten transgenen Pflanzen zwei verschiedene Kombinationen

an Wachstumsregulatoren verwendet werden. Das Verfahren ist

dazu geeignet, die Art Tagetes erecta bzw. Tagetes patula zu
transformieren. Die Erfindung betrifft auch transgene, fertile
Tagetespflanzen selbst, die durch das beschriebene Verfahren
hergestellt worden sind sowie deren transgene Samen.

Die zur Familie der Asteraceae gehdrende Pflanzengattung Tagetes
besitzt etliche interessante Eigenschaften, was ihre Nutzung so-
wohl als Kulturpflanze als auch als Zierpflanze erkldrt. Viele
Arten dieser Gattung produzieren biocaktive Verbindungen mit nema-
tozider, fungizider und insektizider Wirkung, akkumulieren Flavo-
noide und Karotinoide mit antioxidativen und farbgebenden Aktivi-
titen, sind Salz-resistent und dienen auf Grund ihrer vielfdlti-
gen Bliitenfarben und -formen dekorativen Zwecken.

Die nematozide Wirkung der Tageteswurzeln beruht auf der Synthese
von Thiophenderivaten. Thiophenderivate sind heterozyklische,
schwefelhaltige Verbindungen, die vor allem in Wurzeln und Hypo-
kotylen akkumulieren. Sie sind durch einen 5-Ring gekennzeichnet,
der ein S-Atom enthdlt. An der Ringbildung ist eine aus der Ami-
nosiure Cystein stammende Sulfhydrylgruppe beteiligt. Wichtige
Vertreter der Thiophene, die auch in Tagetes gebildet werden,
sind z.B.: BBT (5-(but-3-en-l-ynyl)-2,2’'-bi-thienyl), BBTOAC
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(5-(4-acetoxy-l-butynyl)-2,2'-bithienyl), BBTOH (5-(4-hyd-

roxy-l-butinyl)-2,2’'-bithienyl) und a-T (2,2':5’,2”"-terthienyl).

Die Blitenbldtter von Tagetes enthalten 9 - 22 % Flavonoide und
ca. 27 % Carotinoide, die zu 0,4 % aus f3-Caroten, zu 1,5 % aus

Cryptoxanthinester und zu 86,1 % aus Xanthophyllestern bestehen
(Benk et al., Riechst, Aromen und Koerpen, 26 (1976), 216-221).

Nach einer Schidtzung aus dem Jahre 1975 gibt es mehr als 2000
verschiedene Flavonoide. Einige wichtige Vertreter sind z.B. die
Anthocyanine mit 250, die Chalcone mit 60, die Aurcne mit 20 und
die Flavone mit 350 bekannten Strukturen, die alle farbgebende
Eigenschaften besitzen. Flavonole mit 350 und den Isoflavonoiden
mit 15 Vertretern verleihen den Pflanzen Eigenschaften wie Fraf-
schutz oder haben eine toxische Wirkung auf Pilze.

Carotinoide gehdren zu der grofien Gruppe der Terpenoide. Die mei-
sten von ihnen sind Tetraterpene. Carotinoid-Kohlenwasserstoffe
heifen auch Carotene und ihre oxydierten Derivate sind die Xan-
thophylle. Carotinoide sind essentielle Komponenten in photosynmt-
hetisch aktiven Membranen aller Pflanzen, Algen und Cyanobakte-
rien. Sie sind in den Pigmentsystemen (Lichtfallen) der Chloro-
plasten enthalten und wirken am Prozef’ der prim&ren Lichtabsorp-
tion und Photonenkanalisation der Photosynthese mit. Dariiber hin-
aus nehmen sie die Funktion von Lichtrezeptoren bei einer Reihe
weiterer lichtinduzierter Prozesse in der Pflanze wahr. Die gelbe
Farbe vieler Bliliten geht auf carotinoidhaltige, meist chloro-
phyllfreie Chromoplasten zuriick. Pflanzliche Carotinoide dienen
auch als Vorstufen fir die Biosynthese des pflanzlichen Wach-
stumsregulators Abscisinsdure sowie des Vitamin A, das flr die
Erndhrung des Menschen und der Tiere bedeutsam ist. Es erlangt
als potentielles Antikrebsmittel wachsendes Interesse und wird
als Farbstoff in der Kosmetik und Nahrungsmittelindustrie einge-
setzt. Carotinoide aus getrockneten und gemdrserten Bllitenbl&t-
tern von Tagetes finden als Gefligelfutterzusatz bereits fir die
farbliche Intensivierung des Hilhnereigelbs Verwendung.

Gegenwdrtig besteht groffes wirtschaftliches Interesse, den Caro-
tinoidgehalt und die Carotinoidzusammensetzung in Pflanzen zu er-
héhen bzw. zu verbessern.

Die begrenzte genetische Vielfalt in bekannten Tagetes Sorten
schrédnkt die Méglichkeiten der Verbesserung dieser Sorten mit
Hilfe klassisch biologischer, zlichterischer Methoden stark ein.
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Mittels gentechnischer Verfahren ist es mdglich, gezielt Fremd-
gene in das Pflanzengenom zu Ubertragen. Dieser Prozeft wird als
Transformation und die resultierenden Pflanzen als transgen be-
zeichnet. Grundvoraussetzung fiir die Erzeugung transgener Pflan-
zen ist die Verfiigbarkeit eines geeigneten Transformationssy-
stems, das Vorhandensein eines selektionierbaren Markers, die
Tdentifizierung erfolgreich transformierter Pflanzenzellen und
die Regeneration der transformierten Zellen zu ganzen fertilen
Pflanzen.

7Zur Transformation stehen derzeit mehrere Verfahren zur Verfii-
gung. Die am hdufigsten eingesetzte Methode zur Transformation
dikotyledoner Pflanzen ist der durch Agrobakterium tumefaciens
vermittelte Gentransfer. Hierbei wird die natirliche F&higkeit
des Bodenbakteriums ausgenutzt, genetisches Material in das
pflanzliche Genom zu integrieren. Weitere geeignete Verfahren
sind beispielsweise die Protoplasten-Transformation durch Poly-
ethylenglyvkol-induzierte DNA-Aufnahme, die Elektroporation, die
Sonikation oder Mikroinjektion sowie die Transformation intakter
Zellen oder Gewebe durch Mikro- oder Makroinjektion in Gewebe
oder Embryonen, Gewebeelektroporation, Inkubation trockener Em-
bryonen in DNA-haltiger L&sung, die Vakuuminfiltration von Samen
und der biolistische Gentransfer.

Die Anwendung von Agrobacterium tumefaciens filir die Transforma-
tion von Pflanzen unter Verwendung von Gewebekulturexplantaten
wurde von Horsch et al. (Science 228(1985), 1229-1231), Fraley et
al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80(1983), 4803-4807) und Bevans
et al. (Nature 304(1983), 184-187) beschrieben. Viele Stémme von
Agrobacterium tumefaciens sind in der Lage, genetisches Material
auch auf Tagetesspecies zu iibertragen, wie z.B. die Stémme
EHA101[pEHA101], EHA105[pEHA105), LBA4404[pAL4404], C58C1l[pMPS0Q]
und C58C1([pGV2260]. Der Stamm EHA10l[pEHA10l] wurde von Hood

et al. (J. Bacteriol. 168(1986), 1291-1301), der Stamm

EHA105 [pEHA105] von Hood et al. (Transgenic Research 2 (1993),
208-218), der Stamm LBA4404[pAL4404] von Hoekema et al. (Nature
303(1983), 179-181), der Stamm C58C1l[pMP90] von Koncz and Schell
(Mol. Gen. Genet. 204(1986), 383-396) und der Stamm
C58C1[pGV2260] von Deblaere et al. (Nucl. Acids Res. 13(1985),
4777-4788) beschrieben.

Der fiir die Transformation eingesetzte Agrobakterienstamm enthdlt
zusdtzlich zu seinem entwaffneten Ti-Plasmid ein bin&res Plasmid
mit der zu ilibertragenden T-DNA, die in der Regel ein Gen fir die
Selektion der transformierten Zellen und das zu Ubertragende Gen
enthidlt. Beide Gene miissen mit transkriptionalen und translatio-
nalen Initiations- und Terminationssignalen ausgestattet sein.
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Das Bindrplasmid kann beispielsweise durch Elektroporation oder
andere Transformationsmethoden in den Agrobakterienstamm Ubertra-
gen werden (Mozo & Hooykaas, Plant Mol. Biol. 16 (1991),
917-918). Die Cokultur der pflanzlichen Explantate mit dem Agro-
bakterienstamm findet in der Regel filr zweil bis drei Tage statt.

Die Expression von Fremdgenen kann konstitutiv, induzierbar
(durch biotische und abiotische Faktoren), gewebespezifisch bzw.
entwicklungsspezifisch reguliert sein. Eine relativ konstitutive
Expression wird beispielsweise durch den 35S Promotor des Cauli-
flower Mosaik Virus in Pflanzen erreicht, die von Shewmaker et
al. (Virology 140(1985), 281-288) und Gardner et al. (Plant Mol.
Biol. 6(1986), 221-228) beschrieben worden ist.

Als selektierbare Markergene kénnen beispielsweise das Bialophos-
resistenzgen (bar), das Kanamycin- bzw. G418- Resistenzgen
(NPTII) sowie das DOGR1-Gen verwendet werden. Das Bialophosresi-
stenzgen wurde urspriinglich von Streptomyces hygroscopicus iso-
liert. Es codiert filir eine Phosphinothricinacetyltransferase
(PAT), die die freie Aminogruppe von Phosphinothricin (PPT) ace-
tyliert und damit eine Detoxifizierung des PPT erreicht (de Block
et al., EMBO J. 6 (1987), 2513-2518). Das NPTII Gen codiert fir
eine Neomycinphosphotransferase, die durch eine Phosphorylie-
rungsreaktion die inhibierende Wirkung von Kanamycin, Neomycin,
G418 und Paromomycin reduziert. Das Gen DOGR1 wurde aus der Hefe
Saccharomyces cerevisiae isoliert (Sonnewald und Ebneth, EP 0 807
836). Es codiert fir eine 2-Desoxyglukose-6-phosphat Phosphatase,
die Resistenz gegeniiber 2-DOG verleiht (Randez-Gil et al., Yeast
11(1995), 1233-1240).

Bisher wurde die Gattung Tagetes trotz ihrer interessanten
biotechnologischen Eigenschaften hinsichtlich gentechnischer
Modifikationen kaum bearbeitet. Voraussetzung flir eine gen-
technische Verbesserung von Tagetes ist ein gutes Regenerations-
system. Regeneration durch Organogenese unter Verwendung von
Bliattern als Ausgangsexplantat wurde von Ketel (Physiol. Plant.
93 (1986), 298-304), Khotari und Chandra (Hortscience 19(1984a),
703-705) und (J. Plant Physiol. 122(1986), 235-241) entwickelt.
Khotari und Chandra beschrieben auch die Regeneration wvon
Pflanzen aus unreifen, unbefruchteten Blitenscheiben (J. Plant
Physiol. 117(1984b), 105-108). Auch Hypokotyle kdnnen fir die
Regeneration verwendet werden (Belarmino et al., Jpn J. Breed 42
(1992), 835-841).

Die Transformation und Etablierung von Wurzelkulturen von Tagetes
laxa ist von Talou et al., Planta Médica 60, 260-262(1994) be-
schrieben worden, doch Transformationsverfahren mit einer sich
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anschlieRenden Regeneration zu transgenen, fertilen Pflanzen sind
bisher fiir die Gattung Tagetes nicht beschrieben.

Andere bekannte Gattungen der Familie Asteraceae sind beispiels-
weise Taraxacum mit der. bekannten Art Taraxacum officinale (L&-
wenzahn), Dahlia, Helianthus mit der bekannten Art Helianthus an-
nuus (Sonnenblume), Aster, Calendula (Ringelblume), Carduus (ein-
facher Pappus), Cichorium u.a.. Mit Ausnahme der Sonnenblume exi-
stieren flir sdmtliche Gattungen dieser Familie keine oder nur un-
zureichende in vitro Techniken oder sonstige Techniken, die zur
Transformation dieser Spezies geeignet widren. Obwohl die einzel-
nen Vertreter der Familie der Asteraceae morphologisch relatiwv
einheitlich sind, sind in vitro Techniken zur Regeneration und
Transformation nicht verallgemeinerbar, so daf3 die Nutzung von
Transformationsprotokollen, die beispielsweise flir die Sonnen-
blume ausgearbeitet worden sind, fiir andere Gattungen, wie Tage-
tes, nicht mdéglich ist.

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein
Verfahren zur Herstellung von transgenen, fertilen Pflanzen der
Gattung Tagetes bereitzustellen.

Das erfindungsgemdfRe Verfahren erdffnet erstmals die Méglichkeit
der Regeneration transformierter Pflanzenzellen der Gattung Tage-
tes zu fertilen, transgenen Pflanzen.

Das Verfahren filir die Herstellung stabil transformierter Tagetes-
pflanzen besteht aus folgenden Schritten: (a) der Anzucht der zu
transformierenden Ausgangspflanze sowie Gewinnung des geeigneten
Explantates; (b) dem Transfer von DNA-Sequenzen in Pflanzenzel-
len: {(c) der Selektion transformierter Pflanzenzellen und (d) der
Regeneration dieser transformierten Pflanzenzellen zu fertilen,

transgenen Pflanzen.

Als Methoden zur Transformation sind sowohl der direkte als auch
indirekte Gentransfer geeignet. Erfolgreich einsetzbar sind die
Agrobakterien vermittelte Transformation unter Verwendung der
verschiedensten Ausgangsexplantate, wie z.B. Kotyledonen, Bl&t-
ter, Hypokotyle, Sprosse, Wurzeln, Kallus, reife und unreife Sa-
men bzw. Bliitengewebe. Dabei kann der Gentransfer sowohl durch
alleinige Cokultivierung/Inkubation bzw. Benetzung mit dem Agro-
bakterienstamm als auch durch eine unterstiitzende Vakuuminfiltra-

_tion der Explantate mit der entsprechenden Bakterienkultur erfol-

gen. Der Einsatz von Ammenkulturen als Helfer kann dabei von Vor-
teil sein. Jeder Agrobakterienstamm, der ein Ti oder Ri Plasmid
mit den fiir den Transfer erforderlichen genetischen Informationen
enthilt, ist als Vektor fir die Transformation geeignet. Geei-
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gnete Agrobakterienstédmme sind EHA10l[pEHA101l], EHA105[pEHA105],
LBA4404 [pAL4404], .C58C1[pMPI0] und C58C1l[pGV2260]. Auch virale
Vektoren erscheinen fir die Tagetestransformation geeignet. Wei-
tere Methoden zur Ubertragung von genetischem Material in Tagetes
sind beispielsweise die Protoplastentransformation vermittelt
durch Polyethylenglykol (PEG), die Elektroporation, die Sonika-
tion oder Mikroinjektion, sowie die Transformation intakter Zel-
len oder Gewebe durch Mikro- oder Makroinjektion in Gewebe oder
Embryonen, Gewebeelektroporation, Inkubation trockener Embryonen
in DNA-haltiger L&sung, die Vakuuminfiltration von Samen, siehe
auch Eds. Galun, E. and Breiman, A. In: Transgenic Plants, Impe-
rial College Press, 1997. Der Einsatz der Partikelkanone fiir den
Beschuft der verschiedensten Explantate, wie beispielsweise Blit-
ter und Kallus, ist ebenfalls m&glich.

Flir die durch Agrobakterien vermittelte Transformation k&nnen
alle Gentransfervektoren eingesetzt werden, die die fiir den
Transfer der T-DNA notwendigen Bordersequenzen enthalten (linker
und rechter Border, LB bzw. RB), ein oder mehrere selektierbare
Marker- oder Reportergene unter Kontrolle geeigneter Promotoren
sowie Terminatoren tragen und/oder weitere Nutz- oder Zielgene
ebenfalls unter Kontrolle geeigneter transkriptioneller und
translationeller regulatorischer Einheiten enthalten. Als selek-
tierbare Marker- bzw. Reportergene sind sowohl die Gene bar/PAT,
NPTII und DOGR1l als auch beispielsweise die folgenden denkbar: das
Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) - Gen aus dem Transposon
Tn9, das Octopinsynthase- und das Nopalinsynthasegen, beide aus
der T-Region des Plasmides pTi, das Hygromycinphosphotransferase-
gen aus E.coli, das aroA Gen aus Salmonella typhimurium, welches
die EPSP-Synthase codiert und dadurch Resistenz gegen Glyphosat
vermittelt, das Glucuronidasegen aus E. coli, das Luciferasegene
sowie das GFP-Gen in seinen bisher zur Verfiigung stehenden Va-
rianten, welches fiir ein selbstflucreszierendes - urspriinglich
ausschliefflich grin fluoreszierendes - Protein codiert. Ferner
kénnen alle weiteren Gene die flir Resistenz gegen Antimetabolite,
Antibiotika oder Herbizide codieren als selektierbare Markergene
verwendet werden, siehe auch Wilmink, A. and Dons, J.J.M. (Plant
Mol. Biol. 11(1993), 165 - 185). Auch positive Selektionssysteme
sind einsetzbar, wie beispielsweise der Erwerb der Fahigkeit
einer Zuckerverwertung wie in WO 94/20627 beschrieben.

Vorzugsweise erfolgt der Transfer von DNA-Sequenzen in die zu
transformierende Tagetespflanze bzw. deren Explantate durch Agro-
bacterium tumefaciens vermittelten Gentransfer.
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Das erfindungsgemdfRe Regenerationsmedium enth&dlt eine Saccharose-
konzentration von.0,5 - 5 % Saccharose, vorzugsweise von 1 - 3 %
Saccharose. Dabei kann Saccharose gegebenenfalls auch durch an-
dere Zucker - u.a. Glucose oder Fructose - ersetzt werden.

Das erfindungsgemidffe Regenerationsmedium enthdlt weiterhin Wach-
stumsregulatoren wie Auxine und/oder Auxinkonjugate, sowie Cyto-
kinine und/oder Cytokininkonjugate. Als Auxine kommen sowohl na-
tiirliche als auch synthetische Auxine in Frage. Das natilirliche
Auxin ist Indolessigsdure (IAA), synthetische Auxine sind z.B.
Indol-3-buttersdure (IBA), Naphth-l-ylessigsdure (NAA) und das
Herbizid 2,4-Dichlorphenoxyessigsédure (2,4-D). Auch andere Herbi-
zide mit Auxinwirkung sind als Wachstumsregulatoren denkbar. Au-
xinkonjugate sind Verbindungen des Auxins (IAA) mit Asparagin-
siure, Glucose, Myoinositol und anderen Partnern. Auch bei den
Cytokininen sind nattirliche, wie z.B. Zeatin und synthetische
Komponenten, wie 6-Benzylaminopurin (BAP) und 6-Furfurylaminopu-
rin (Kinetin) gegebenenfalls einsetzbar. Zeatinribosid wird h&u-
fig als Cytokininkonjugat verwendet. Dabei k&nnen die Auxine und
die Cytokinine jeweils als Einzelkomponenten als auch als Auxin-
bzw. Cytokiningemische eingesetzt werden. Die Konzentration der
einzelnen Wachstumsregulatoren liegt bei 0.05 - 10 mg/l, vorzugs-
weise bei 0.1 - 5 mg/1.

In einer besonderen Ausfiithrungsform werden dem Kultivierungsme-
dium zundchst die Wachstumsregulatoren Benzylaminopurin, sowie
Indolessigsdure fiir die Kultivierung der Explantate wdhrend und
nach der Co-Kultivierung mit den Bakterien zugesetzt (Phase 1).
Nach der Co-Kultivierung erfolgt der Transfer der Explantate auf
das gleiche Basalmedium, das zusdtzlich ein Antibiotikum, wie
z.B. Carbenicillin, Timentin, Ticarcillin, Cefotaxime oder [-Bac-
tyl zur Unterdriickung des Bakterienwachstums sowie das eigentli-
che selektive Agens zur Anreicherung des transgenen Zellmaterials
enthilt. Der Transfer auf frisches Medium derselben Zusammenset-
zung erfolgt jeweils nach 14 Tagen bis sich Sprofknospen und
kleine Sprosse entwickelt haben (Dauer: ca. 4-6 Wochen) . An-
schlieRend wird fir die weitere Sprofstreckung und Wurzelentwick-
lung ein Medium verwendet, das anstelle von Benzylaminopurin und
Indolessigsdure die Wachstumsregulatoren Indol-3-buttersdure und
die Gibberellinsdure GA; enthdlt (Phase 2).

Das erfindungsgemifie Regenerationsverfahren zur Herstellung von
transgenen, fertilen Pflanzen der Gattung Tagetes ist u.a. an-
wendbar bei den Arten Tagetes ( T.) patula, T. erecta, T. laxa,
T. minuta, T. lucida, T. argentina cabrera, T. tenuifolia, T.
lemmonii bzw. T. bipinata.
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Beispiel 1
Konstruktion des Bindrplasmides pPTGI

Flir die Konstruktion des Bindrplasmides pPTGI (Fig. 1lA) wurde das
Plasmid pGPTV-Bar (Becker, D. et al., Plant Mol. Biol. 20 (1992),
1195-1197) verwendet. Das promotorlose GUS-Gen dieses Plasmides
wurde durch die Spaltung mit den Restriktionsenzymen EcoRI und
Smal entfernt. Die lberstehenden Enden sind anschlieffend unter
Verwendung von Klenow-Polymerase aufgefiillt und das Fragment mit
einem ebenso behandelten PstI Fragment, welches das Glucuron-
idasegen mit einem Intron (GUS-IV2) enthdlt (Vancanneyt, Mol.
Gen. Genet. 220 (1990), 245-250), ligilert worden.

Flir die Konstruktion des Bin&rplasmides pPTGIDOG wurde das DOGR1
Gens mit seinem angrenzenden 35S Promotor- und ocs-Terminator-
bereich durch PCR amplifiziert. Dazu diente das pBinAR-DOGR1
Konstrukt, das von Sonnewald und Ebneth, EP0807836 beschrieben
worden ist, als Mustersequenz. Flir die Amplifikation sind die
beiden Primer 35SXbal und OcsXbal eingesetzt worden. 35SXbal ist
zu den Nukleotiden 1 bis 24 des 35S Promotors des Plasmides pBi-
nAR (H6fgen und Willmitzer (Plant Science) 66 (1990), 221-230)
homolog und enthdlt zusdtzlich eine Xbal Erkennungsregion am 5‘
Ende (5'-ATTCTAGACATGGAGTCAAAGATTCAAATAGA-3’). OcsXbal ist den
letzten 24 Nukleotiden der ocs Terminatorregion des Plasmides
pBinAR homolog und enthidlt einen zusdtzlichen Xbal Restriktions-
ort (5'-ATTCTAGAGGACAATCAGTAAATTGAACGGAG-3’). Das amplifizierte
Fragment wurde mit Klenow-Polymerase von seinen {iberhdngenden
Einzelstrangenden befreit, mit HindIII Linkern ligiert und in
das Plasmid pBS+ (Stratagene, Californien, USA) cloniert. Nach
Sequenzanalyse'ist das komplette Fragment, das den 35S Promotor,
das DOGR1 Gen und die ocs-Terminatorregion enthielt, als HindIII
Fragment in den HindIII geschnittenen Vektor pPTGI kloniert
worden. Fig. 1 zeigt die Genkarten der T-DNAs der beiden
Bindrplasmide pPTGI (5007 bp) (Fig. 1A) und pPTGI-DOGRL (6209 bp)
(Fig. 1B), die fir die Transformationen von Tagetes verwendet
wurden. Die Abkirzungen haben folgende Bedeutung:

358-P: CaMV 35S Promotor

358-T: CaMV 35S Terminator

NOS-P: Nopalinsynthasepromotor

uidAa: R-Glucuronidasegen

bar: Phosphinothricinacetyltransferasegen
LB: Left border

RB: Right border

IvV2: 2. Intron des Gens ST-LS1

PAg7: Gen 7-Poly(A)signal
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DOGR1 : 2-DOG-phosphat-Phosphatase Gen aus Saccharomyces
cerevisiae S288c
ocs: Terminator der Cctopinsynthase

Beispiel 2
Ermittlung der Toxizitdt von Phosphinothricin (PPT)

Bldtter von in vitro etablierten Tagetes patula Pflanzen der
Genotypen TAG 80 und TAG 81 (Genbank, IPK Gatersleben) wurden
quer zur Mittelrippe in 10 bis 60 mm? grofe Scheiben geschnitten,
auf MS-Medium mit 2 % Saccharose, 3 mg/l Benzylaminopurin (BAP)
und 1 mg/l Indolessigsdure (IAA) und unterschiedlichen Konzentra-
tionen an PPT gelegt. Die Inkubation fand in einem 16/8 h Licht/
Dunkel Rhythmus bei ca. 50 UE/m?s und 21 bis 24°C fir 2 Wochen
statt. AnschlieRBend wurde der Anteil geschiddigter Explantate an
der Gesamtzahl getesteter Explantate erfaRt (Fig. 2). Konzentra-
tionen ab 1 mg/l PPT fihrten bei den beiden getesteten Tagetes
patula Genotypen zum kompletten Absterben aller Explantate, des-
halb wurde diese Konzentration filir die Selektion nach der Cokul-

tivierung verwendet.
Beispiel 3
Tagetes erecta Transformation

In vitro Sd&mlingsexplantate von Tagetes erecta TAG 76 (Genbank,
IPK, Gatersleben) wurden als primdres Targetmaterial genutzt.

Zur Oberfldchensterilisation wurde das Saatgut fir 5 Minuten in
70%igem Ethanol inkubiert und anschliefend griindlich mit sterilem
destillierten Wasser gewaschen. Danach wurden die Samen mit
Filterpapier abgetrocknet, auf festes MS - Medium (Murashige and
Skoog (1962) Physiocl. Plant. 15, 473-497) gelegt und fir 3 bis

12 Wochen im 16/8 h Licht/Dunkel Rhythmus bei ca. 50 UE/m2s und
bei 21 bis 24°C inkubiert. Alle Blitter (auRer Kotyledonen), die
sich wdhrend dieser Zeit gebildet hatten, wurden geerntet und
quer zur Mittelrippe geschnitten. Die dadurch entstandenen Blatt-
explantate mit einer GrdRe von 10 bis 60 mm? wurden im Verlaufe
der Prédparation in fllissigem MS-Medium bei Raumtemperatur fir
maximal 2 h aufbewahrt.

Die Agrobacterium tumefaciens Kultur EHALlQS5 [pPTGI] wurde lber
Nacht in YEB (0,1 % Hefeextrakt, 0,5 % Rindfleischextrakt, 0,5 %
Pepton, 0,5 % Saccharose, 0,5 % Magnesiumsulfat x 7 H20) mit

25 mg/l Kanamycin durch Animpfen einer Einzelkolonie bei 28°C fiir
16 bis 20 h angezogen. Anschlieffend wurde die Bakteriensuspension
durch Zentrifugation bei 6000 g fir 10 min geerntet und derart in
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flissigem MS Medium resuspendiert, dafR eine OD von ca. 0,3 bis
0,8 entstand.

Unmittelbar vor der Co-Kultivierung ist das MS-Medium, in dem die
Bldtter aufbewahrt worden sind, durch die Bakteriensuspension er-
setzt worden. Die Inkubation der Bl&ittchen in der Agrobakterien-
suspension erfolgte fiir 30 min unter leichtem Schiitteln bei Raum-
temperatur. AnschlieRend wurden die infizierten Explantate auf
ein mit 0,8 % Plant Agar (Duchefa, NL) verfestigtes MS-Medium mit
2 % Saccharose und mit 3 mg/l Benzylaminopurin (BAP) sowie 1 mg/l
Indolylessigsdure (IAA) aufgelegt. Die Applikation der Wachstums-
regulatoren entspricht einer von Kothari und Chandra (1984, Hort-
Science 19, 703-705) entwickelten Kombination. Die Orientierung
der Bldtter auf dem Medium ist bedeutungslos. Die Kultivierung
der Explantate fand fiir 6 d unter denselben Bedingungen statt wie
fiir die Keimung der Tagetessamen beschrieben wurde. AnschlieRend
wurden die co-kultivierten Explantate auf frisches MS-Medium mit
den gleichen Wachstumsregulatoren ilbertragen, wobei dieses zweite
Medium zusdtzlich 250 mg/l R-Bactyl und 1 mg/l PPT enthielt.

In Abstdnden von 14 Tagen erfolgte der Transfer der Explantate
auf frisches Medium bis sich Sprofknospen und kleine Sprosse ent-
wickelt hatten, die dann auf das gleiche Basalmedium einschlieR-
lich f3-Bactyl und PPT aber mit einer verdnderten Kombination an
Wachstumsregulatoren, nédmlich 0,5 mg/l IBA und 0,5 mg/l GAs,

zur Bewurzelung ilbertragen wurden. Bewurzelte Sprosse konnten
ins Gewdchshaus iiberfiihrt werden.

Beispiel 4
Tagetes patula Transformation

In vitro etablierte Tagetes patula TAG80 Pflanzen (Genbank, IPK,
Gatersleben) dienten als Targetmaterial fiir die Transformation.
Sie wurden routinemdfig durch SproRspitzenvermehrung unter Ver-
wendung von festem MS - Medium, dem die Wachstumsregulatoren IBA
(0,5 mg/1l) und GA; (0,5 mg/l) zugesetzt worden waren, erhalten
bzw. vermehrt. Blitter dieser Pflanzen wurden mit dem Agro-
bacterium tumefaciens Stamm EHA105[pPTGI-DOGR1] fiir 4, 6 und

8 Tage co-kultiviert. Die Versuchsdurchfithrung sowie die ver-
wendeten Regenerationsbedingungen entsprachen denen unter Bei-
spiel 3 beschriebenen. Potentielle transgene Sprossregenerate
wurden in Gegenwart von 1 mg/l PPT bewurzelt.
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Beispiel 5
Test auf Transgenizitéit
A. Glucuronidasenachweis

Blidtter und Wurzelsegmente der regenerierten in vitro Pflanzen
wurden einem qualitativen Glucuronidase (GUS)-Enzym-Nachweis
unterzogen, in dem sie in einem 100 mM Natriumphosphatpuffer,

pH 7,0, der 10 mM EDTA, 0,1 % Triton X100, 10 mM DTT enthielt,
mit dem GUS Substrat 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-glucuronic
acid (X-GlcA) fiir 1 min unter Vakuum infiltriert und anschliefend
flir ca. 15 h bei 37°C inkubiert wurden. Anschliefend erfolgte die
Entfirbung der Explantate mit 70%igem Ethanol bei Raumtemperatur.
Blatter und Wurzeln zeigten eine intensive Blaufédrbung, was die
Expression des Reportergens in Tagetes beweist.

B. Genomische PCR Analyse

Von den zu testenden potentiellen transgenen Pflanzen sowie

von 3 nichttransformierten Wildtyppflanzen wurde genomische

DNA wie folgt isoliert: Ca. 100 mg Blattmaterial wurde in

einem Reaktionsgefdf in fliissigem Stickstoff eingefroren und
anschlieRend mit einem Homogenisator aufgeschlossen. Die
Extraktion erfolgte in 900 ul Extraktionspuffer (100 mM Tris-HC1,
pH 8,0, 500 mM NaCl, 50 mM Naj;EDTA, 10 mM Mercaptoethanol). Nach
Zugabe von 100 ul 20%iger SDS-Lésung wurde gemischt und fir

10 min bei 65°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl 5 M Kalium-
acetatldsung schlof’ sich eine 20 mini{itige Inkubation bei 4°C in
einem Eisbad an. Das in dieser Zeit entstandene Prédzipitat wurde
durch Zentrifugation bei 12000 g fir 15 min entfernt und die

im Uberstand enthaltene DNA wurde durch Zugabe von 800 Ul eis-
kaltem Isopropanol bei -20°C innerhalb von 30 min ausgefdllt.
Die Proben wurden zentrifugiert, um die DNA zu sammeln, die

‘anschliefend mit 70%igem, eiskaltem Ethanol gewaschen, luft-

getrocknet und in 25 pl 10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA (TE)
mit 0,2 mg/ml RNase A resuspendiert wurde. 3 ul der so isolierten
DNA wurden fir die PCR Reaktion eingesetzt.

Das DOGR1 Gen umfafft 741 bp und wurde durch die Verwendung der
beiden Primer DOGR1-1 und DOGR1-2 amplifiziert. DOGRl-1 ist zu
den Nukleotiden 1 bis 26 des DOGR1 Gens homolog und enth&dlt 10
zusdtzliche Nukleotide, die die Restriktionserkennungsorte BamHI
und NcoI umfassen (5'-ATGGATCCCCATGGCAGAATTTTCAGCTGATCTATG-3"').
DOGR1-2 ist zu den Nukleotiden 720 bis 741 des DOGR1

Gens homolog und enthdlt 11 zusdtzliche Nukleotide,

die den Restriktionserkennungsort Sall beinhalten



10

15

20

25

30

35

40

45

WO 01/46445 PCT/EP00/12643
12

(5'-ATGTCGACTACTCAGGCCCTTGTCAAAGGGTTG-3 ") . Der PCR-Ansatz
erfolgte nach den Angaben des Herstellers Takara (Japan).
Folgende Inkubationsschritte liefen ab:

1. 94°C - 4 min

2. 94°C - 15 sec

3. 58°C - 30 sec

4. 72°C - 1 min

4 malige Wiederholung der Schritte 2 - 4

5. 94°C - 15 sec

6. 56°C - 30 sec

7. 72°C - 1 min

4 malige Wiederholung der Schritte 5 - 7

8. 94°C - 15 sec

9. 52°C - 30 sec

10. 72°C - 1 min

24 malige Wiederholung der Schritte 8 - 10

11. 72°C - 10 min

12. 4°C - Ende der Reaktion

Im Anschluf an die PCR Reaktion sind 5 gl der einzelnen Proben
mit 5 pul Stopperldsung (10 mM Tris HCl, pH 8,0, 50 % Glycerin,
0,05 % SDS, 0,2 % Xylencyanol) versetzt und in einem 1%igen
Agarosegel aufgetrennt worden. Nach Ablauf der elektro-
phoretischen Trennung bei 100 V fir 30 min wurde das Gel unter
UV-Licht ausgewertet. Tabelle 1 enthdlt die Ergebnisse der
Analysen zur Transgenizitdt potentieller Tagetes patula Trans-
formanten. All diese Pflanzen wurden in Gegenwart von 1 mg/l PPT
regeneriert. Es wurden nur solche Pflanzen fir die PCR-Analyse
verwendet, die in Gegenwart des Herbizids wiederholt Wurzeln
bilden konnten. In all diesen Pflanzen konnte das DOGRL1 Gen nach-

gewiesen werden. Erstaunlicherweise war nur bei wenigen Pflanzen
GUS Aktivitdt in den Bl&dttern nachweisbar.
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Tabelle 1: Untersuchung potentieller transgener Tagetes patula
Pflanzen, die mit dem Bindrplasmid pPTGI-DOGR1
transformiert worden sind (siehe Beispiel 4).

Pflanzen- | Dauer der Resistenz/ GUS- genomische
Nr. Co-Kultur Wieder- Aktivit&th) PCR (DOG-
(a) bewurzelung?) Rl1-Primer)c)
1 6 - - n.b.
2 6 - - n.b.
3 6 - - n.b.
4 6 + - +
5 6 (+) - +
6 6 (+) - +
7 6 (+) - +
8 6 - - n.b.
9 6 ++ - +
10 6 ++ - +
11 6 ++ - +
12 6 - - n.b.
13 6 - - n.b.
14 6 - - n.b.
15 6 + - +
16 6 + - +
17 6 ++ (+) +
18 6 - - n.b.
19 6 (+) - -
20 4 - - n.b.
21 4 - - n.b.
22 4 ++ (+) +
23 4 + - +
24 8 - - n.b.
25 8 - - n.b.
26 8 (+) - +
27 8 ++ (+) +
28 8 - - n.b.
29 8 (+) (+) +
30 8 ++ (+) +
Zeichenerklérung:
a) - Der Sprof dieser Pflanze kann in Gegenwart von 1 mg/l PPT

keine Wurzeln ausbilden, zeigt nur kiimmerliches Wachstum
und stirbt ab.

(+) Der Sprof zeigt nur ein geringes Wurzelbildungsvermdgen.
Die Pflanze wichst nur wenig.

+ Der Sprof3 zeigt eine deutliche Wurzelbildung. Die Pflanze
wdchst normal.

++ Der Sprof bildet in kurzer Zeit ein krédftiges Wurzel-
system. Die Pflanze widchst ohne Beeintrdchtigung in
Gegenwart von 1 mg/l PPT.
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b) - Es ist keine GUS Aktivitdt nachweisbar.
(+) Es zeigt sich eine schwache GUS Aktivitdt in Form von
kleinen, blau gefdrbten Punkten auf der Blattoberflédche.

¢) n.b. nicht bestimmt
+ Nach PCR Reaktion und anschlieflendexr gelelektro-

phoretischer Auftrennung l&Rt sich eine deutliche
Bande von ca. 750 bp nachweisen. In Kontrollansédtzen,
fiir die die genomische DNA von Tagetes Wildtyppflanzen
eingesetzt worden ist, war diese Bande nicht nach-
zuweisen.

Beispiel 6

Nachkommenschaftsanalyse

Fiir die Nachkommenschaftsanalyse wurde die transgene Tagetes
erecta TAG 76 Pflanze Nr. 2 eingesetzt. Die Herstellung dieser
Pflanze wurde unter Beispiel 3 beschrieben.

Saatgut dieser Pflanze sowie von einer unbehandelten Wildtyp-
pflanze wurde in Pflanzschalen (ca. 30 x 60 cm) ausgesdt und
unter Gewidchshausbedingungen bei ca. 25°C kultiviert. Nach

12 Tagen hatten die Keimlinge ca. 3 bis 4 Bldtter gebildet und
eine H&he von ca. 5 bis 10 cm erreicht. Sie wurden dann dreimal
in Abstdnden von je einem Tag mit einer 1:1000 verdinnten L&sung
des Herbizids Basta bespriiht. Vier Tage nach der letzten Sprih-
applikation des Herbizids erfolgte die Auswertung des Versuches.
Alle 83 besprithten Wildtypkeimlingen zeigten massive Schdden oder
waren bereits abgestorben. Bei der Keimlingsnachkommenschaft der
transgenen Pflanze Nr. 2 zeigten von 190 besprihten Pflanzen 134
keinerlei Schiden und 56 waren geschiddigt bzw. starben ab. Bei
diesem Spaltungsverhdltnis von ca. 2,5 resistenten : 1 sensitiven
Pflanze liegt eine mendelnde Vererbung, die im Idealfall 3 : 1
ergeben miifte, nahe.
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Patentanspriche

Verfahren fiir die Herstellung stabil transformierter, ferti-
ler Pflanzen der Gattung Tagetes, dadurch gekennzeichnet, daf
folgende Schritte enthalten sind:

(a) Anzucht der zu transformierenden Ausgangspflanze sowie

Gewinnung des geeigneten Explantates

(b) Transfer von DNA-Sequenzen in Pflanzenzellen
(c) Selektion transformierter Pflanzenzellen
(d) Regeneration fertiler, transgener Pflanzen

Verfahren gemdf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf der
Transfer von DNA-Sequenzen in die zu transformierende Pflanze
bzw. deren Explantate durch Agrobakterien erfolgt.

Verfahren gemdf Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafs Blat-
ter als Explantate verwendet werden.

Verfahren gemdf den Anspriichen 2 und 3, dadurch gekennzeich-
net, daR eine 2 - 8 tdgige Co-Kultivierung mit Agrobakterien
erfolgt.

Verfahren gemdf den Anspriichen 2 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, daR es sich bei der verwendeten Agrobakterienart
um Agrobacterium tumefaciens handelt.

Verfahren gemidf den Anspriichen 2 bis 5, dadurch gekennzeich-
net, daR wdhrend der Co-Kultivierung ein Medium verwendet
wird, das Wachstumsregulatoren enthdlt.

Verfahren gemdR Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
daR fiir die Selektion der transformierten Zellen Herbizid-,
Antibiotika- oder Antimetabolitresistenzen eingesetzt oder
positive Selektionsverfahren genutzt werden.

Verfahren gemdR Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daf fiur
die Selektion Phosphinothricin (PPT) eingesetzt wird.
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Verfahren gemifis den Anspriichen 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, daf. fiir die Regeneration zu intakten transgenen
Pflanzen der Gattung Tagetes zwel verschiedene Kombinationen
an Wachstumsregulatoren verwendet werden, wobei in der Phase
1 Benzylaminopurin und Indolessigsdure und in der Phase 2
Indolbuttersdure und Gibberellinsdure GA; eingesetzt werden.

vVerfahren gemdf den Anspriichen 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, daR die Art Tagetes erecta bzw. Tagetes patula
transformiert wird.

Transformierte Tagetespflanze hergestellt durch ein Verfahren
nach den Anspriichen 1 bis 10.

Transformierter Samen einer Tagetespflanze gewonnen von einer
Pflanze nach Anspruch 11.
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FIG.1A

RB35S-P uidAIV2 uidA  35S-TNOS-P bar pAg7LB

RB 35S-P uidAIV2  uidA 355-T 355-PDOG R4 ocs NOS-P bar  pAg7 LB
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FIG.2

Anteil geschadigter Explantante (%)

100+

1 mg/l PPT
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