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OZET

IMIDAZOLINON HERBISITLERINE KARSI DIRENCI ARTTIRILMIS BUGDAY
BITKILERI

Bu bulus bir imidazolinon herbisite direnci arttflIhs] bugday bitkilerine iliskindir. Daha 6zel
olarak bu bulus Gunner IMI 205, Gunner IMI 208 ve Madsen IMI kiiltivar gibi bir veya daha
fazla IMI niikleik asit iceren budday bitkilerini kapsar. Bu bulus ayrich bu budday bitkileri
taraflidan Uretilen tohumlar¥e bu budday bitkilerinin civarlildaki zararlCotlarCkontrol etmek

icin yontemleri kapsar.
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ISTEMLER

1. Bir budgday bitkisinin vyetistiriimesine yonelik yontem olup, burada bitki, niiklectit
sekanslarlnb sahip iki adet mutajenize Triticum AHAS nikleik asidini icermektedir, burada
bugday bitkisi, bitkinin bir yabani tip cesidine kibsla bir imidazolinon herbisitine karsd
artfh 5] dirence sahiptir, burada iki adet mutajenize AHAS niikleik asitleri asaddakilerden

secilmektedir:

(i) SEK KIM NO:3'(i iceren bir poliniikleotit ve SEK KIM NO:1'i iceren bir poliniikleotitin
bir kombinasyonu,

(i) SEK KIM NO:1' iceren bir poliniikleotitin bir kombinasyonu ve SEK KIM NO:5'i
iceren bir polinikleotit,

(i) SEK KIM NO:4'U iceren bir AHAS proteinini kodlayan bir Triticium B genom
poliniikleotitinin bir kombinasyonu ve SEK KIM NO:2i iceren bir AHAS proteinini
kodlayan bir polinikleotit, ve

(iv) SEK KIM NO:6'yCliceren bir AHAS proteinini kodlayan bir Triticum B genom
poliniikleotitin bir kombinasyonu ve SEK KIM NO:2%i iceren bir AHAS proteinini
kodlayan bir polinQkleotit.

burada yontem ilave olarak bitki ve bunun etrafibdaki otlara bir imidazolinon herbisitinin

uygulanmashlicermektedir.

2. Bir budday bitkisinin vyetistiriimesine ydnelik yontem olup, burada bitki, niikleotit
sekanslarlnh sahip iki adet mutajenize Triticum B-genomu AHAS niikleik asidini icermektedir,
burada bugday bitkisi, bitkinin bir yabani tip cesidine kiyhsla bir imidazolinon herbisitine kars[]
artfim(s] dirence sahiptir, burada mutajenize Triticum B-genomu AHAS niikleik asitleri
asag(dikilerden meydana gelen grup icerisinden secilmektedir:

a) SEK KIM NO:3'i iceren poliniikleotitler;

b) SEK KIM NO:5'i igeren poliniikleotitler;

) SEK KIM NO:4'i iceren AHAS proteini kodlayan bir 7riticum B-genom poliniikleotit;
veya

d) SEK KIM NO:6yOiceren bir AHAS proteini kodlayan bir 7riticum B-genom

poliniikleotit,
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burada yontem ilave olarak bitki ve bunun etrafifdaki otlara bir imidazolinon herbisitinin

uygulanmaslikermektedir.

3. {Giincel olarak degistirilmistir) Bir bugday bitkisinin yetistirilmesi icin bir yontem,

burada bitki, bitkinin yabani tip ¢esidine kiyhsla bir imidazolinon herbisitine artElhigl dirence
sahiptir, ve burada bitki SEK KIM NO:4 veya SEK KIM NO:6’dan herhangi birinin tiim amino
asit sekanslyla en azlndan %90 aynldlan bir IMI polipeptitini kodlayan bir Triticum aestivum
B- genom imidazolinon toleransi[Als allel (Imi2) nikleik asidini icermektedir; burada Imi2
niikleik asidi yabani tip AHAS proteinine klyhsla iligkili IMI proteininde serinden asparagine
ikameyle sonuclanan Alan E'de mutasyonu icermektedir, yontem ilave olarak bitki ve bunun
etrafbidaki otlara bir imidazolinon herbisitinin uygulanmaslkermektedir.

4, Imi2 niikleik asidinin SEK KIM NO:4 veya SEK KIM NO:6'dan herhangi birinin tiim amino
asit sekanslyla en az %95 oranlhda aynCdlan bir polipeptiti kodlayan bir polinlikleotit sekans]
oldugu Istem 3'e goére yontem.

5. Imi2 nikleik asidinin SEK KIM NO:4 veya SEK KIM NO:6'dan herhangi birinin tim amino
asit sekanslyla en az %99 oranbda aynCdlan bir polipeptiti kodlayan bir poliniikleotit sekans]
oldugu Istem 3'e gore ydntem.

6. Imi2 niikleik asidinin SEK KIM NO:4 veya SEK KIM NO:6'dan herhangi birinin amino asit
sekansfAlCliceren bir polipeptiti kodlayan bir polinikleotit sekansCloldugu Istem 3'e gore

ybntem.

7. Imi2 niikleik asidinin SEK KIM NO:3 veya SEK KIM NO:5%en herhangi birinin sekans@l]

iceren bir poliniikleotiti icerdigi Istem 3'e gére yéntem.

43



15

20

25

30

TARIFNAME

iMiDAZOLINON HERBiSITLERINE KARSI DIRENCI ARTTIRILMIS BUGDAY
BITKILERI

iLiSKILI BASVURULARA CAPRAZ REFERANS

Bu basvuru, basvurusu 9 Agustos 2001'de yapldn US Gegici Basvurusu Seri No.
60/311,141’in richan hakknlfalep etmektedir.

TEKNIK ALAN

Bu bulus genel olarak imidazolinon herbisitlerine kars[Hirenci arttitIthisl bugday bitkisinin

buyltilmsine yonelik yontemle igilidir.

BULUSA DAIR BILINEN HUSUSLAR

Asetohidroksiasit sentaz (AHAS; EC 4.1.3.18) dallanmBl zincirli amino asitler valin, 18sin ve
izoldsinin biyokimyasal sentezini katalizleyen ilk enzimdir (Singh B.K., 1999, Biosynthesis of
valing, leucine and isoleucine, Singh B. K. (Der.) Plant amino acids icinde. Marcel Dekker Inc.
New York, New York. s 227-247). AHAS silfonillreler (LaRossa RA ve Falco SC, 1984 Trends
Biotechnol 2:158-161), imidazolinonlar (Shaner ve digerleri, 1984 Plant Physiol 76:545-546),
triazolopirimidinler (Subramanian ve Gerwick, 1989 Inhibition of acetolactate synthase by
triazolopyrimidines, (der) Whitaker JR, Sonnet PE Biocatalysis in agricultural biotechnology
icinde. ACS Symposium Series, American Chemical Society. Washington, D.C. sayfa 277-288)
ve pirimidiloksibenzoatlar (Subramanian ve diderleri, 1990 Plant Physiol 94: 239-244) dahil
olmak (zere yapBhl olarak farklOdért herbisit familyaslfl etki yeridir. Imidazolinon ve
sulfonilire herbisitler modern tarlmhda, ¢ok dusuk uygulama oranlarikda etkililikleri ve
hayvanlarda nispeten toksik olmamalarChedeniyle yaygl bir sekilde kullanIhaktadlr] Bu
herbisit familyalarCAHAS aktivitesini inhibe ederek, bircok zararl[at tirl de dahil olmak Uzere
duyarl[bitkilerin daha fazla bilylmesini ve gelismesini dnler. Piyasada bulunan imidazolinon
herbisitlerinin  baz[] 6rnekleri PURSUIT® (imazetapir), SCEPTER® (imizakuin) ve
1
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ARSENAL®’dir (imazapir). Silfonillire herbisitlerine drnekleri klorsulfuron, metsulfuron, metil,
sulfometuron metil, klorimuron etil, tifensulfuron metil, tribenuron metil, bensulfuron metil,
nikosulfuron, etametsulfuron metil, rimsulfuron, triflusulfuron metil, triasulfuron,
primisulfuron metil, sinosulfuron, amidosulfuron, fluzasulfuron, imazosulfuron, pirazosulfuron

etil ve halosulfurondur.

Yiksek etkililikleri ve distk toksisiteleri nedeniyle imidazolinon herbisitleri genis bir bitki
ortisu alanuzerine paskirtmeyle uygulama igin tercih edilir. Bir herbisitin genis bir
bitkiortusd alanlizerine puskurtilebilmesi plantasyon kurma ve korumayla iliskili maliyetleri
azaltElve bu kimyasallar@ kullanBhBdan &nce yerin hazdanmasChtiyacl3zaltt] Istenen bir
toleranslOiiiran dstiine paskirtme ayn[2amanda rakip tiirlerin yokluguna badlCdlarak istenen
tirin maksimum verim potansiyeline ulasma Kkabiliyetiyle sonuglanlcl Ancak bu Uzerine
puskurtme tekniklerinin kullan@@bilmesi, puskirtme yapldn alanda istenen bitki &rtiistinin

imidazolinona direngli tirlerinin varli@nk badldlrl

Baslich tarmsal Uriinler araslnda, soya fasulyesi gibi baz[baklagil tirleri herbisit bilesiklerini
hizla metabolize etme kabiliyetlerine badl[olarak imidazolinon herbisitlerine dodal olarak
direnclidir {Shaner ve Robinson, 1985 Weed Sci. 33:469-471). MBIFl(Newhouse ve digerleri,
1992 Plant Physiol. 100:882-886) ve piring (Barette ve diderleri, 1989 Crop Safeners
forHerbicides, Academic Press New York, sayfa 195-220) gibi baska Urinler imidazolinon
herbisitlerine biraz daha duyarl@IF] Imidazolinon herbisitlere karsCHuyar|IHIR farklCblmas(]
spesifik herbisitin kimyasal yapEInb ve her bitkide bilesidin toksik bir formdan toksik olmayan
bir forma metabolizmasolnl farklColmashk baglidirl(Shaner ve digerleri, 1984, Plant Physiol.
76:545-546; Brown ve digerleri, 1987 Pestic. Biochm. Physiol. 27-24-29). Absorpsiyon ve
translokasyon gibi baska bitki fizyolojik farklarCdla duyarllkta énemli bir rol oynar (Shaner ve
Robinson, 1985 Weed Sci. 33.469-471).

Imidazolinonlar, siilfoniliireler ve triazolopirimidinlere direncli kiltivarlar (zirai yéntemlerle
elde edilen yeni bitki tirl), Zea mays (mEIL), Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Glycine
max ve Nicotiana tabacumt@a tohum, mikrospor, polen ve kallus mutagenezi kullanldrak
basarlyla Uretildi (Sebastian ve diderleri, 1989 Crop Sci. 29:1403-1408; Swanson ve diderleri,
1989 Theor. Appl. Genet. 78-525-530; Newhouse ve digerleri, 1991 Theor. Appl. Genet.
83:65-70; Sathasivan ve digerleri, 1991 Plant Physiol. 97:1044-1050, Mourand ve digerleri,
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1993 J. Heredity 84:91-96). Her durumda tek bir, klsmen bask@d niikleer gen direng Verdi.
Imidazolinona direngli dért bugday bitkisi de daha ©nce Triticum aestivum L. cv Fidel
{Newhouse ve digerleri, 1992 Plant Physiol. 100:882-886) tohum mutagenezinin ardibdan
izole edildi. Kalflm callsinalar(tek bir, klEmen basklil genin direng verdigini teyit etti. Alelik
callsmalar temelinde, arastifinacldr tanhlanan dért hattaki mutasyonlari aynOllokusta
bulundudu sonucuna vard@3r. Fidel kiiltivarCireng genlerinin biri FS-4 olarak adlandifId]
{Newhouse ve diderleri, 1992 Plant Physiol. 100:882-886).

AHAS-inhibitér kompleksinin ¢ boyutlu konformasyonunun bilgisayar temelli modellemesi,
indiiklenen mutasyonlarinl muhtemelen imidazolinonlara yonelik secici direng saglayacagl]
yerler olarak énerilen inhibitdr baglama cebinde gesitli amino asitleri &n gérmektedir (Ott ve
digerleri, 1996 ). Mol. Biol. 263:359-368). AHAS enziminin Onerilen baglama yerlerinde
rasyonel olarak tasarlanan bu mutasyonlardl bazl@rida Uretilen bugday bitkileri aslinda
herbisitlerin tek bir siflh ydnelik spesifik direng gosterdi (Ott ve diderleri, 1996 J. Mol. Biol.
263:359-368).

Imidazolinon herbisitlere karsCbitki direnci bir dizi patentte de bildirilmistir. ABD Patentleri
No. 4,761,373, 5,331,107, 5,304,732, 6,211,438, 6,211,439 ve 6,222,100'de genel olarak
bitkilerde herbisit direncine yol agmak icin dedistirilmis bir AHAS geninin kullanmO
agKlanmakta ve spesifik olarak baz[midazolinona direngli msIElhatlar[Céle allimaktadc]l ABD
Patenti No. 5,013,659'da bir veya daha fazla korunmus bdlgede en az bir amino asitte
herbisit direncine sahip mutasyonlar gdsteren bitkiler acklanmaktadl] Orada aglklanan
mutasyonlar ya imidazolinonlar ve silfonillireler icin capraz direnci veya silfonillireye spesifik
direnci kodlamaktadlf] ama imidazolinona spesifik direng a¢klanmamaktadlcl Ayrich ABD
Patenti No. 5,731,180 ve ABD Patenti No. 5,767,361'de yabani tip bir tek genekli bitki AHAS
amino asit dizisinde imidazolinona spesifik direncle sonuclanan tek bir amino asit

substitlisyonuna sahip izole edilmis bir gen ele allnmaktadIc]

Bugiine kadar, 6nceki teknikte birden fazla dedistirilmis AHAS geni iceren imidazolinona
direncli bugday bitkileri acklanmam@Gtic] Onceki teknikte FS-4 geninin tiiredidi genomdan
baska genomlar lzerinde mutasyonlar iceren imidazolinona direncli bugday bitkileri de
acKlanmamaktadlc] Bu nedenle, bu alanda ihtiyag duyulan sey, ek genomlardan
imidazolinona direngli genlerin saptanmaslr] Ayrlch bu alanda imidazolinon gibi herbisitlere
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direnci artth (s ve birden fazla dedistirilmis AHAS geni iceren budday bitkilerine ihtiyag
duyulmaktadlrl Bu budday bitkilerinin civarloda zararlCdot blyilimesini kontrol etmek igin
yontemlere de ihtiyac duyulmaktadlrl Bu bilesimler ve ydntemler bugday bitkileri igeren

alanlara herbisitler uygulanirken Gzerine plskirtme tekniklerinin kullanlmink izin verecektir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulus bir bugday bitkisinin yetistiriimesine yonelik yontemi saglamaktadlr) burada
bitki farklChikleotit dizilerine sahip mutajenize Triticum AHAS niikleik asitlerini icermektedir,
burada budday bitkisi bitkinin yabani tip ¢esidine kiyhsla bir imidazolinon herbisitine artElmis]
direnci icermektedir, burada iki adet mutajenize AHAS niikleik asit asadldbkilerden

secilmektedir:

(i) SEK KIMLIK NUMARASI:1i igeren bir poliniiklectitin ve SEKANS KIMLIK NO:3'i
igeren bir polinlikleotitin kombinasyonu,

(i) SEK KIMLIK NUMARASI:1i iceren bir poliniikleotitin ve SEKANS KIMLIK NO:'i
iceren bir poliniikleotitin kombinasyonu,

(ii) SEK KIMLIK NUMARASI:4'li iceren bir AHAS proteini kodlayan Triticium B genom
poliniikleotitin bir kombinasyonu, ve SEK KIMLIK NUMARASI:2Yi iceren bir AHAS
proteini iceren bir polinitkleotit, ve

(iv) SEK KIMLIK NUMARASI:6y[iceren bir AHAS proteini kodlayan bir Triticum B
genom poliniikleotitin kombinasyonu, ve SEKANS KIMLIK NO:2% iceren bir AHAS
proteinini kodlayan bir poliniikleotit;

yontem ilave olarak bitkiye ve bitkinin yakhlndaki otlara bir imidazolinon herbisitinin

uygulanmashlitermektedir.

Ilave olarak mevcut bulus bir bugday bitkisinin yetistirilmesi icin bir yontemi saglamaktad()
burada bitki mutajenize edilmis bir 7riticurn B-genom AHAS nikleik asidini igermektedir,
burada bitki yabani tip bitki cesidine klghsla bir imidazolinon herbisitine kargCartilh(s]
dirence sahiptir ve burada mutajenize Triticum B-genom AHAS niikleik asidi asag[dakilerden
meydana gelen grup icerisinden secilmektedir:

a) SEKANS KIMLIK NO:3'li iceren polyniikleotitler;
b) SEKANS KIMLIK NO:5' iceren polyniikleotitler;
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¢) SEK KIMLIK NUMARASI:4'(i iceren bir AHAS proteini kodlayan Triticium B genom
polinlikleotiti; veya
d) SEK KIMLIK NUMARASI:6'yCiceren bir AHAS proteini kodlayan Triticium B genom

polinukleotiti; veya

yontem budday bitkisine ve bunun cevresindeki otalara bir imidazolinon herbisitinin

uygulanmaslilave olarak icermektedir.

Yine ilave olarak, bulus bir budday bitkisinin buy(tiilmesi igin bir yontemi sadlamaktad(t)
burada bitki bitkinin yabani tip c¢esidine klyhsla bir imidazolinon herbisitine artan dirence
sahiptir ve burada bitki SEK KIM NO:4 veya SEK KIM NO:6'dan herhangi birinin tim amino
asit sekanslyla en azlndan %90 ayn[olan bir IMI polipeptitini kodlayan bir Triticum aestivum
B- genom imidazolinon teleransICAls allel (Imi2) nikleik asidini icermektedir, burada Imi2
niikleik asidi, bir yabani tip AHAS proteini ile kiyhslandi@nda iligkili IMI proteininde bir
serinden asparagin ikamesi ile sonuglanan bir Alan E'deki mutasyonu igermektedir, yontem
ilave olarak bitki ve bitkinin etraflndaki otlara bir imidazolinon herbisitinin uygulanmashll]

icermektedir.

Ilave olarak burada bitkinin icindeki bir IMI nikleik asidin ekspresyonunun modifiye
edilmesini iceren bir imidazolinon herbisitine bitkinin toleranslnl dedistiriimesine y&nelik
yontemler aglklanmaktadItl Ayrich bir imidazolinon herbisite toleransCarttfImsItransgenik bir
bitki Uretmek icin, bir bitki hiicresinin bir veya daha fazla IMI nikleik asit iceren bir
ekspresyon vektorliyle donistirilmesini ve bitki hicresinden bitkinin Gretilmesini iceren
yontemler agklanmaktadll Bulus ayrica bir budday bitkisinin civariddaki zararl CotlarCkontrol
altlhb almak igin, zararlCotlara ve bugday bitkisine bir imidazolinon herbisitin uygulanmashl]
iceren bir yéntem agKlanmakta olup, burada budgday bitkisinin imidazolinon herbisite karsC]
direnci budday bitkisinin yaban tip bir ¢esidine klybsla arttitIth(sticlve burada bitki bir veya
daha fazla IMI nikleik asit icermektedir, bu yontemlerde, bitkiler farklCbugday genomlar(d

tizerinde bulunan birden fazla IMI nikleik asit igerebilmektedir.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI
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Sekil 1A-B'de Gunner IMI1 205'in (SEKANS KIMLIK NO:1) kEmi cDNA dizisi ve bunun kEni
¢[Khrsanmslamino asit dizisi (SEKANS KIMLIK NO:2) gdsterilmektedir.

Sekil 2A-B'de Gunner IMI2 208'in (SEKANS KIMLIK NO:3) kBhi ¢cDNA dizisi ve bunun k&Ehi
cKhrsanm§lamino asit dizisi (SEKANS KIMLIK NO:4) gésterilmektedir.

Sekil 3A-B'de Madsen IMI2'nin (SEKANS KIMLIK NQ:5) ki cDNA dizisi ve bunun kEhi
¢KhrsanmSlamino asit dizisi (SEKANS KIMLIK NO:6) gdsterilmektedir.

Sekil 4 gesitli AHAS inhibitdrlerine karg[tirencte rol oynayan AHAS genlerindeki korunmus
amino asit dizilerinin sematik bir temsilidir. Direngten sorumlu spesifik amino asit yeri bir alt
gizgiyle gdsterilmektedir. (Devine, M. D. ve Eberlein, C. V., 1997 Physiological, biochemical
and molecular aspects of herbicide resistance based on altered target sites in Herbicide
Activity: Toxicity, Biochemistry, and Molecular Biology, IOS Press Amersterdam, s. 159-
185'ten degistirilmistir ).

Sekil 5A-C yabani tip budday (Gunner gesidi), AP205CL (Sekil 5A), AP602CL {Sekil 5B) ve
Madsenl'de (Sekil 5C) imidazolinon herbisit imazamoks taraflildan AHAS enzim aktivitesinin
inhibisyonunu gdsteren tablolar yer almaktadll Degerler inhibe olmamls] aktivite y(zdesi

olarak ifade edilmektedir.
Sekil 6 bir Teal bugday kontrolline klyhsla imazamoksla Madsen1'deki azalan hasar[gosteren
bir tablodur.

Sekil 7A-B yabani tip budday (Gunner cesidi), AP205CL (Sekil 7A) ve AP602CL'de (Sekil 7B)
I8sin ve valinle AHAS enzim aktivitesinin geri besleme inhibisyonunu gésteren tablolardir]

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Mevcut bulus istemlerde tanMland@kekilde budday bitkilerinin yetistiriimesi ve bitkinin
etrafliidaki otlarlnl kontrol edilmesine ydnelik yontemlerle ilgilidir.

Bu tarifnamede ve istemlerde “bir"in kullanId@badlama badlCblarak bir veya daha fazla
anlam(na gelebilecegi takdir edilecektir. Dolaysiya 6rnedin “bir hiicre”den soz edildidinde bu

en az bir hiicrenin kullan@bilecedi anlamink gelebilir.

Burada “budday bitkisi” terimi 7riticum cinsinin bir (iyesi olan bir bitkiyi belirtmektedir. Bu

bulusun budday bitkileri smiflandfclJolmamak kosuluyla 7. aestivurn, 7. turgidum, T.
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timopheevii, T. monococcum, T. zhukovskyi ve T. urartu ve bunlar@ hibritleri de dahil olmak
Uzere Triticurm cinsinin Uyeleri olabilir. 7. aestivum alt tirinun érnekleri arasida bu bulusta
aestivum (ekmeklik bugday), compactum (topbas bugday), macha (macha bugday), vavilovi
(vavilovi budiday), spelta ve sphaecrococcum (kavuzlu budday) ver alltl 7. turgidum alt
tirinlin ~ &rnekleri araslida bu bulusta fwrgidum, carthlicum, dicoccon, durum,
paleocolchicum, polonicum, turanicum ve dicoccoides yer allcl Bu bulusa dahil edilen 7.
monococcum alt tirinin érnekleri monococcum (einkom) ve aegilopoides'tir. Bu bulusun bir
diizenlemesinde, budday bitkisi 7riticum aestivum L tirinin bir Uyesidir ve daha 6zel olarak

bir Gunner veya Madsen kiiltivardir)

“Bugday bitkisi” teriminin herhangi bir olgunluk veya gelisim asamasidaki budday bitkilerinin
yan3h baglam aglkta tersini isaret etmedikge bu tiir herhangi bir bitkiden allnbn veya elde
edilen dokularOreya organlarbitki bélimlerini) kapsamasChedeflenmektedir. Bitki bdlimleri
arasda shlflandfElolmamak kosuluyla, gdvdeler, kdkler, cigekler, oviller, stamenler,
yapraklar, ogulcuklar, meristematik bélgeler, kallus dokusu, basgKl kiiltiirleri, gametofitler,

sporofitler, polen, mikrosporlar, protoplastlar ve benzeri yer alltl

Burada ayrlch, burada cklanan bugday bitkileri tarafdan (retilen tohumlar da
anlatlaktadcl Tohumlar bugday bitkisi tohumunun vyabani tip bir gesidine klyhsla bir
imidazolinon herbisite direnci artticinak icin saf tiir olabilmektedir.

Mevcut dokiiman bir ya da daha fazla IMI niikleik asit iceren bir bugday bitkisini agklamakta
olup, burada budday bitkisinin bir imidazolinon herbisitine direnci bitkinin bir yabani tip
cesidine Kklyhsla arttirlIm(stlr] Burada “IMI nikleik asit” terimi icinde transkripsiyona tabi
tutuldugu bir bitkiye daha yiiksek imidazolinon direnci veren bir yabani tip bugday
bitkisindeki bir AHAS niikleik asitten mutasyona ugram(g bir niikleik asidi belirtmektedir.
Bugday bitkisi birden gok IMI niikleik asidini igerebilmektedir. Burada IMI niikleik asitlere
iliskin olarak “birden fazla” terimi, farklCInukleotit dizilerine sahip IMI nikleik asitleri
belirtmekte olup, sadece aynUIMI nikleik asidin saylslndaki bir artis[Ibelirtmemektedir.
Ornegin IMI niikleik asitler farklCbugday genomlarfdan elde edilmeleri veya farklCbugday

genomlar(ilizerinde bulunmalaredeniyle farklCdlabilirler.

Bugday bitkilerinin farkiCOgenomlardan birden fazla IMI niikleik aside sahip olmalardd
mimkiindir, ¢linkil bu bitkiler birden fazla genom igerebilir. Ornegdin bir 7riticum aestivum
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bugday bitkisi bazen A, B ve D genomlarCdlarak gegen (i¢ genom icerir. AHAS gerekli olan bir
metabolik enzim oldugu igin, her genomun, eslenmis heksaploit bugdayda baska metabolik
enzimlerle birlikte yayglnl olarak gérilen, AHAS enzimini kodlayan en az bir gene sahip
oldudu varsayllthaktadlr] Her genom (zerindeki AHAS niikleik asit, niikleotit dizisiyle baska
bir genom Uzerindeki bir AHAS niikleik asitten farklColabilir ve genellikle farkldlE] Bu alanda
uzman olanlar, bu alanda uzman olanlar tarafdan bilinen ve ayrh asaglda Ornek 2'de
acklanan genetik melezleme ve/veya dizileme ydntemleri veya eksonikleaz sindirim
yontemleri yoluyla her AHAS niikleik asidin kaynak genomunu belirleyebilirler. Bu dokiiman(nl
amaglarOgin, A, B veya D genomlar@inl birinden elde edilen IMI niikleik asitler Imi1, Imi2
veya Imi3 nikleik asitler olarak ayltt edilir ve adland[fllE] Burada herhangi bir spesifik Imi
niikleik asit shlfnlinl herhangi bir spesifik A, B veya D genomuyla baglantlDoldugu
soylenmiyor. Ornedin Imil niikleik asitlerin A genomu niikleik asitlerle baglantIoldugu, Imi2
niikleik asitlerin B genomu nikleik asitlerle badlantlIbldudu ve benzeri séylenmiyor. Imil,
Imi2 ve Imi3 adlandFinalar$adece bu tiir her shlflicindeki IMI niikleik asitlerin bagmhsZlbir
sekilde ayrl@mad@l] farklCOsAffardan iki IMI ndkleik asidin ise bagmszl bir sekilde
ayrdi@hl¥e dolayEla farkl(Bugday genomlarinbdan elde edilebildidini belirtmektedir.

Niikleik asitlerin Imil shfTINewhouse ve diderleri (1992 Plant Physiol. 100:882-886)
tarafiidan acKkland(dlCgibi FS-4 genini ve asagldh ayrx[Idlarak ackland@lgibi Gunner IMI1
205 genini icerir. Nikleik asitlerin Imi2 shiflBsagda acklanan Gunner IMI2 208 geni ve
Madsen IMI2 genini igerir. Niikleik asitlerin Imil sERINl dyeleri igin gosterildigi gibi, her Imi
shlflTfarklCbhudday tirlerinden iiyeler igerebilir. Bu nedenle her Imi smlfThiikleotit dizisi farkl[]
olan ama yine de teknikte slrhdan vaslhra sahip olanlarl bildigi kalfl® callsmalar(]
kullan@@rak ayn[bugday genomundan kaynaklandi@veya ayn[bugday genomu (zerinde

bulundugu belirlenen IMI nlikleik asitler icerir.

Bu dogrultuda mevcut bulus bir veya daha fazla IMI nikleik asidini igeren istemlerde
tanmland@C3ekilde bir budday bitkisini kullanmaktadF) burada budday bitkisi bitkinin yabani
tip ¢esidine klyhsla bir imidazolinon herbisitine karsCartlclih(sl dirence sahiptir ve burada bir
veya daha fazla IMI nikleik asidi, Imil, Imi2 ve Imi3 nikleik asidinden meydana gelen
gruptan secilmistir. Imil niikleik asidi SEK KIM NO:1'de gosterilen poliniiklectit sekansm]
icermektedir ve Imi2 niikleik asidi SEK KIM NO:3 veya SEK KIM NO:Ste gdsterilen
polindkleotit sekansbiIcermektedir. Bir dider yapl@ndlinada bitki bir Imi3 ndkleik asidini

icermektedir.
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Burada niikleik asitlere iliskin olarak, “-den” terimi, belirli bir genom “lzerinde bulunan” veya
belirli bir genomdan “elde edilen” bir niikleik asidi belirtmektedir. “Uzerinde bulunan” terimi o
belirli genom iginde bulunan bir niikleik asidi belirtmektedir. Yine burada bir genomla iligkili
olarak “-den elde edilen” terimi o genomdan ¢lkarldn veya izole edilen bir nikleik asidi
belirtmektedir. “izole edilen” terimi asaglda daha ayrftlIdlarak tanMlanmaktad(E]

Bir diger yapl@ndlmnada bugday bitkisi bir IMI niikleik asit icerir, burada niikleik asit Imil
olmayan bir niikleik asittir. “Imil olmayan” terimi, yukarida agKland@Ggibi Imil shfhinl bir
Uyesi olmayan bir IMI nikleik asidine atffia bulunmaktadlt]l Imil olmayan ndkleik asit
ornekleri SEKANS KIMLIK NO:3 ve SEKANS KIMLIK NO:5te gosterilen poliniikleotit dizileridir.
Bu dodrultuda tercih edilen bir yapIBndinada budday bitkisi SEKANS KIMLIK NO:3 ve
SEKANS KIMLIK NQO:5%te gdsterilen poliniikleotit dizilerini iceren IMI niikleik asidini

icermektedir.

Mevcut bulus bir, iki, Gg veya daha fazla IMI nikleik asidini iceren bugday bitkisini
icermektedir, burada budday bitkisi bitkinin yabani tip gesidine klyhsla bir imidazolinon
herbisitine kars artEIfn5] dirence sahiptir. IMI niikleik asitleri, SEK KIM NO:1'in
poliniikleotitini iceren gruptan secilen bir niikleotit sekans@icerebilmektedir; SEK KIM
NO:3'lin bir poliniikleotitini, SEK KIM NO:5in polinikleotitini, SEK KIM NO:2'nin polipeptitini
kodlayan bir polintikleotiti, SEK KIM NO:4'iin polipeptitini kodlayan bir poliniikleotiti, SEK KIM
NO:6'nll polipeptitini kodlayan bir polintkleotiti; yukarida bahsedilen poliniiklectitlerden
herhangi birinin en az 60 ard[SKl niikleotitini iceren bir polinlikleotiti ve yukarlda bahsedilen
poliniikleotitlerden herhangi birine tamamlay[cLolan bir polintkleotiti icerebilmektedir.

imidazolinon herbisit sAlFlandFEJolmamak kosuluyla, PURSUIT® (imazetapir), CADRE®
{imazapik), RAPTOR® (imazamoks), SCEPTER® (imazakuin), ASSERT® (imazetabenz),
ARSENAL® (imazapir), yukarlda sozl edilen herbisitlerin herhangi birinin bir tlrevi veya
yukarlda sozii edilen herbisitlerin iki veya daha fazlasil bir karGIm[] drnegdin
imazapir/imazamoks (ODYSSEY®) araslbdan secilebilir. Daha spesifik olarak, imidazolinon
herbisit shlflandflcT] olmamak kosuluyla 2-(4-izopropil-4-metil-5-okso-2-imidiazolin-2-il)-
nikotinik asit, 2-(4-izopropil)-4-metil-5-okso-2-imidazolin-2-il)-3-kinolinkarboksilik asit, 5- etil-
2-(4-izopropil-4-metil-5-okso-2-imidazolin-2-il}-nikotinik asit, 2-(4-izopropil-4-metil-5- okso-2-

imidazolin-2-il)-5-(metoksimetil)-nikotinik asit, 2-(4-izopropil-4-metil-5-okso-2- imidazolin-2-
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il}-5-metilnikotinik asit ve bir metil 6-(4-izopropil-4-metil-5-ckso-2-imidazolin-2-il)-m-toluat ve
metil 2-(4-izopropil-4-metil-5-okso-2-imidazolin-2-il)-p-toluat karsImC&rasidan segilir. 5-etil-
2-(4-izopropil-4-metil-5-okso-2-imidazolin-2-il}-nikotinik asit ve 2-(4-izopropil-4-metil-5-okso-
2-imidazalin-2-il)-5-(metoksimetil)-nikotinik asidin kullanlhas(tercih edilir. 2-(4-izopropil-4-
metil-5-0kso-2-imidazolin-2-il)-5-(metoksimetil)-nikotinik asidin kullanlhas&zellikle tercih

edilir.

Bugday bitkisi iki IMI nikleik asidini icerebilmektedir, burada niikleik asitler farklCbudday
genomlarfidan elde edilir veya farklDbudgday genomlarClizerinde bulunur. Tercihen, iki
nikleik asit bir Imil nikleik asit ve bir Imi2 nikleik asittir. Daha tercihen Imil niukleik asit
SEKANS KIMLIK NO:1in poliniikleotit dizisini icermektedir ve Imi2 niikleik asit SEKANS
KIMLIK NO:3 veya SEKANS KIMLIK NO:5'in poliniikleotit dizisini icermektedir. Bir baska
yaplandimada budday bitkisi bir IMI nikleik asidini icermektedir, burada nikleik asit
SEKANS KIMLIK NO:3 veya SEKANS KIMLIK NO:5‘in poliniikleotit dizisini icermektedir.

Her bir niikleik asidin farkl(bir genomdan oldudu ¢ ya da daha fazla IMI niikleik asitlerini de

icerebilecedi budday bitkisi.

Buradaki bir veya birden fazla IMI nikleik asidi, cesitli AHAS proteinleri arasibda korunmusg
olan bir alanda bir mutasyonu iceren bir amino asit dizisini kodlayabilmektedir. Bu korunmus
alanlar burada Alan A, Alan B, Alan C, Alan D ve Alan E olarak gegmektedir. Sekil 4te bir
AHAS proteindeki her alanml genel yeri gisterilmektedir. Alan A AITGQVPRRMIGT amino asit
dizisini (SEKANS KIMLIK NO:7) icerir. Alan B amino asit dizisini QWED (SEKANS KIMLIK
NO:8) icerir. Alan C VFAYPGGASMEIHQALTRS amino asit dizisini (SEKANS KIMLIK NO:9)
icerir. Alan D AFQETP amino asit dizisini (SEKANS KIMLIK NO:10) igerir. Alan E IPSGG amino
asit dizisini (SEKANS KIMLIK NO:11) igerir.

Ayrlch korunmus alanlarda kiclk degisiklikler olabilecegi dustiniilmektedir, 6érnegin skta otu
bitkilerinde, Alan E'deki serin kallkE[bir alanin kallnkElla degistirilir.
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Bu dogrultuda, mevcut bulus Alan E'deki (SEKANS KIMLIK NO: 11) serin icin asparajinin
ikame edilmesi ile sonuglanan Alan E icerisindeki mutasyona sahip bir amino asit sekansmnl]

kodlayan bir IMI niikleik asidini iceren Istem 3'e gére bir bugday bitkisini kullanmaktad(t]

Burada agklanan budday bitkileri transgenik budday bitkileri veya transgenik olmayan
bugday bitkileri olabilir. Burada “transgenik” terimi en az bir rekombinant poliniikleotidin
tamammlreya bir klsmliceren herhangi bir bitki, bitki hicresi, kallus, bitki dokusu veya
bitki b&limand belirtmektedir. Bircok durumda, rekombinant polintkleotidin tamam¥eya bir
ksl Jdsonraki kusaklara gegmesi igin bir kromozom veya sabit bir kromozom dE[Hde igine
sabit bir sekilde katllf] Bu bulusun amaclarCicin “rekombinant polintkleotit” terimi genetik
muihendisligiyle degistirilimis, yeniden diizenlenmis veya modifiye edilmis bir poliniikleotidi
belirtir. Ornekler arasiida herhangi bir kionlanmsl poliniiklectit veya heterolog dizilere bagld
veya birlesik polintikleotitler yer alll “Rekombinant” terimi, poliniikleotitlerin, kendiliginden
mutasyonlar gibi dodal olarak olusan olaylardan veya segici Uretimin izledigi kendiliinden
olmayan mutagenezden kaynaklanan degisikliklerini belitmez. Kendiliginden olmayan
mutagenez ve segici Uretime badl[blarak ortaya ¢kbn mutasyonlar iceren bitkiler burada
transgenik olmayan bitkiler olarak gecmektedir ve bu bulusa dahildir. Budday bitkisinin
transgenik oldudu ve hirden fazla IMI niikleik asit icerdidi diizenlemelerde, niikleik asitler
farklChenomlardan veya ayn[fenomdan elde edilebilir. Alternatif olarak, budday bitkisinin
transgenik olmadgVe birden fazla IMI nikleik asit icerdidi dizenlemelerde, niikleik asitler

farkiCLgenomlar Uzerinde veya aynCdenom Uzerinde bulunur.

Bir IMI nikleik asit iceren transgenik olmayan bir budday bitkisi kiltivarlnl bir &rnegdi
ATCC've Patent Tevdiat Tahsis Numaras[(PTA-4213 olarak tevdi edilen ve burada Gunner IMI
205 bugday kiiltivarColarak adlandElan bitki kiiltivar(dIr] Gunner IMI 205 budday kdiltivarCbhir
Imil niikleik asit icerir. Gunner IMI1 205 genine karslklgelen kiSmi nikleotit dizileri SEKANS
KIMLIK NO:1'de gésterilmektedir.

Bir IMI niikleik asit iceren transgenik olmayan bir bugday bitkisi kiltivarlnl baska bir érnegi

ATCC'ye Patent Tevdiat Tahsis Numaras[PTA-4214 olarak tevdi edilen ve burada Gunner IMI
208 budday kultivarCalarak adlandildn bitki kiltivarldi Gunner IMI 208 budday kiiltivar[bir
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Imi2 nikleik asit icerir. Gunner IMI2 208 genine karslkl gelen ki niiklectit dizisi SEKANS
KIMLIK NO:2'de gosterilmektedir.

Bir IMI niikleik asit iceren transgenik olmayan bir bugday bitkisi kiltivarinlnl yine baska bir
ornedi ATCC'ye Patent Tevdiat Tahsis Numaras[PTA-4255 olarak tevdi edilen ve burada
Madsen IMI budday kiiltivarColarak adlandEI@n bitki kiltivar(dir] Madsen IMI budday kiltivar(
bir Imi2 nikleik asit icerir. Madsen IMI2 genine karslIkl gelen klsmi nikleotit dizisi SEKANS
KIMLIK NO:5'te gosteriimektedir.

Gunner IMI 205, Gunner IMI 208 ve Madsen IMI budday kiltivarlarminl 2500 tohumu
American Type Culture Collection, Manassas, Virginia'va 9 Nisan 2002'de (Gunner IMI 205 ve
Gunner IMI 208) ve 1 Maylsl 2002'de (Madsen IMI) ayrUayr[ltevdi edildi. Bu tevdiat
mikroorganizmalar tevdi edilmesine iliskin Budapeste Anlagmashinl kosullarida uygun olarak
yapld(dTevdiatlar en az otuz ylK bir sire igin ve ATCC taraflidan allnbn tevdiatnl bir
numunesinin sunulmaslligin en son talepten en az bes y[dsonra yapldl] Tevdi edilen
tochumlara Patent Tevdiat Tahsis Numaralar(PTA-4213 (Gunner IMI 205), PTA-4214 (Gunner
IMI 208) ve PTA-zzzz (Madsen IMI) verildi.

Bu bulus Patent Tevdiat Tahsis NumarasCPTA-4213, PTA-4214 veya PTA-4255 olan bir
bugday bitkisini; Patent Tevdiat Tahsis Numaras[PTA-4213, PTA-4214 veya PTA-4255 olan
bitkinin bir mutant(d rekombinantCiveya genetik miihendislidiyle elde edilen bir tiirevini;
Patent Tevdiat Tahsis Numaras[PTA-4213, PTA-4214 veya PTA-4255 olan bitkinin herhangi
bir doliinii; ve bu bitkilerin herhangi birinin doli olan bir bitkiyi icermektedir. Bugday bitkisi
ayrlch Patent Tevdiat Tahsis Numaras[PTA- 4213, PTA-4214 veya PTA-4255 olan bitkinin
herbisit direnci 6zelliklerine sahip olabilmektedir.

Ayrich burada aglklanan Gunner IMI 205, Gunner IMI 208 veya Madsen IMI budday
kiltivarlarClve bagka bir budday kiltivarminl hibritleri de dahildir. Dider budday kiltivar(
shlrfandrkEl bimamak kosuluyla 7. gestivurn L. ¢v Fidel ve bir mutant gen FS-1, FS-2, FS-3
veya FS-4 barmddn herhangi bir bugday kiltivarColabilir. (US Patenti No. 6,339,184 ve US
Patent Bagvurusu No. 08/474,832've baklnlz). Tercih edilen hibritler Imil, Imi2 ve/veya Imi3
niikleik asitlerin bir kombinasyonunu igerir. Tercih edilen hibritlerin drnekleri Gunner IMI
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205/Gunner IMI 208 hibritleridir. Gunner IMI 205/Gunner IMI 208 hibritleri bir Imil nikleik

asit ve bir Imi2 nukleik asit icerir.

“Kiltivar” ve “gesit” terimleri bir tiir icindeki, bu alanda uzman olanlar tarafinidan bir kiltivar(]
veya ¢esidi baska bir kiiltivar veya gesitten aylt etmek igin yeterli oldugu kabul edilen bir
ortak oOzellikler veya nitelikler kimesini paylasmakla tanmlanan bir grup Dbitkiyi
belirtmektedir. Terimlerin ikisinde de herhangi bir belirli kiltivar veya ceside dahil butin
bitkilerin tam gen veya molekil seviyesinde genetik olarak aynCblacaglnk veya herhangi bir
belirli bitkinin biitiin lokuslarda homozigéz olacagnb dair bir ima yoktur. Bir kiltivar veya
gesit, saf tlr kiiltivar veya cesit kendine kendine polinasyon yapti@inda, bitin dél belirli bir
ozelligi iceriyorsa, o dzellik igin “saf tiir” kabul edilir. Mevcut dokiimanda o6zellik, budday

bitkisinin veya tohumunun bir AHAS gendeki bir mutasyondan kaynaklan(tl

Burada agKlanan budday bitkisinin bir IMI gene ek olarak bir yabani tip veya mutasyona
ugramamisl AHAS gen icerebilecedi anlaglimaldiE] Ornek 1 ve 2'de agKland@hibi, Gunner
IMI 205, Gunner IMI 208 ve Madsen IMI bugday kultivarlar[nlnl birden fazla AHAS izoenzimin
sadece birinde bir mutasyon icermesi disliniimektedir. Bu nedenle, mevcut doklman bir
veya birden daha fazla yabani tip veya mutasyona ugramam[slAHAS niikleik aside ek olarak

bir veya birden fazla IMI niikleik asit iceren bir budday bitkisini kapsamaktad ]

Bugday bitkilerinin yan[3$k&, mevcut dokiiman izole edilmis IMI proteinleri ve niikleik asitleri
kapsamaktadit] Niikleik asitler SEKANS KIMLIK NO:1'den meydana gelen gruptan secilen bir
polintikleotidi; SEKANS KIMLIK NO:3‘Gin bir poliniikleotidi, SEKANS KIMLIK NO:5in bir
poliniikleotidi; SEKANS KIMLIK NO:2'nin bir polipeptidini kodlayan bir poliniikleotit; SEKANS
KIMLIK NO:4'iin bir polipeptidini kodlayan bir poliniikleotit; SEKANS KIMLIK NO:6'n@ bir
polipoptidini kodlayan bir poliniikleotit; ve yukarldh sozii edilen polinikleotitlerin herhangi
birininCén az 60 ardsKl niikleotitini iceren ve yukarlda bahsedilen polintklectitlerin herhangi

birine tamamlay[cLdlan bir polinikleotiti icermektedir.

IMI niikleik asidi SEKANS KIMLIK NO:1, SEKANS KIMLIK NO: 3 veya SEKANS KIMLIK NO:5'in

bir poliniikleotit dizisini icerebilmektedir.
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“AHAS protein” terimi bir asetohidroksiasit sentaz proteini belirtir ve “IMI protein” terimi bir
yabani tip AHAS proteinden mutasyona ugramlisl ve eksprese oldugunda bir bitkiye, bitki
hiicresine, bitki bélimine, bitki tohumuna veya bitki dokusuna daha fazla imidazolinon
direnci veren herhangi bir AHAS proteini belirtmektedir. IMI protein SEKANS KIMLIK NO:1,
SEKANS KIMLIK NQO:3 veya SEKANS KIMLIK NO:5'i iceren bir poliniikleotit dizisi tarafladan
kodlanan bir polipeptit icerebilir. Burada “niikleik asit” ve “poliniikleotit” terimleri dogrusal
veya dallanmlg] tek veya cift iplikli olan RNA veya DNA'yUlveya bunlarlm bir hibridini
belirtmektedir. Terim ayrich RNA/DNA hibritlerini kapsamaktadlcl Bu terimler genin kodlama
bdlgesinin hem 3" hem de 5' uglariada bulunan translasyona tabi tutulmamigldiziyi de kapsar:
kodlama bélgesinin 5' ucundan akfs] yukar[Hizinin en az yaklagkl 1000 niklectidi ve genin
kodlama bélgesinin 3' ucundan ak[sl asag[Hizinin en az yaklaskl 200 niikleotidi. Inozin, 5-
metilsitozin, 6- metiladenin, hipoksantin ve digerleri gibi daha az yayglnl bazlar da antisens,
dsRNA ve ribozim eslemesi icin kullan@@bilir. Ornedin Uridin ve sitidinin C-5 propin
analoglarml] igeren poliniikleotitlerin, RNA'va vyiiksek afiniteyle bagdlandig@ll ve gen
ekspresyonunun giiclii antisens inhibitdrleri oldugu goésterilmistir. Fosfodiester omurgasftaki
modifikasyon veya RNA'nll riboz seker gubundaki 2'-hidroksi gibi baska modifikasyonlar da
yap3@bilir. Antisense poliniikleotitler ve ribozimler tamamen ribonlikleotitlerden olusabilir
veya karma ribonikleotitler ve deoksiriboniikleotitler icerebilir. Burada a¢klanan
polinikleotitler genomik terkipler, cDNA terkipleri, /n vitro sentez, RT-PCR ve /n vitro veya in

vivo transkripsiyon da dahil olmak (izere herhangi bir yolla Uretilebilir.

“zole edilmis” bir niikleik asit molekili, niikleik asidin dodal kaynagda bulunan baska
niikleik asit molekillerinden (yani baska polipeptitleri kodlayan diziler) esas itibarida ayrh(s]
bir niikleik asit molekiiliidiir. Tercihen “izole edilmis” bir niikleik asit dodal olarak olusan
replikonunda nikleik asidi dodal olarak yandan kusatan baz[dizileri (yani niikleik asidin 5' ve
3' uglar@da bulunan dizileri) icermez. Ornegin klonlanmElbir niikleik asit izole edilmis olarak
kabul edilir. izole edilmis IMI nikleik asit molekiili niikleik asidin elde edildigi hiicrenin
{6rnedin bir Triticum aestivum hiicresi) genomic DNA'shla niikleik asit molekiilini dodal
olarak yandan kusatan niiklectit dizilerini yaklaskl5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0.5 kb veya
0.1 kb'den az icerebilir. Bir nlkleik asit molekild, insan miidahalesiyle degistirilir veya dogal
yeri olmayan bir lokusa veya yere yerlestirilirse veya agroenfeksiyon veya biyolistikle bir
hiicre icine dahil edilirse de izole edilmis Kabul edilir. Ayrich bir cDNA molekdilll gibi “izole
edilmis” bir nlkleik asit molekill, dodal olarak birlikte oldudu baska hiicresel malzemenin bir
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kEmdan veya rekombinant tekniklerle Gretildiginde kiiltir ortamidan veya kimyasal olarak

sentezlendijinde kimyasal onclilerden veya baska kimyasallardan ari olabilir.

Asadldakiler “izole edilmis niikleik asitler” tanimninl spesifik olarak disinda tutulmaktad(r]
Dodal olarak olugan kromozomlar (kromozom yaylmlarCgibi), yapay kromozom kitaplklar(d
genomik kitaplklar ve bir /7 vwvitro nikleik asit terkibi olarak veya transfekte
edilmis/dénastirilmis bir konak hiicre terkibi olarak var olan cDNA kitaplklar[Jburada konak
hicreler /7 vitro heterojen bir terkiptir veya tek tek kolonilerin heterojen bir popilasyonu
olarak kaplan] Belirtilen bir niikleik asidin vektdr molekillerindeki niikleik asit eklentileri
sayBhinl %5'inden azblolusturdugu yukaridaki kitaplKlar da spesifik olarak disarida
tutulmaktadlc]l Tam hiicre genomik DNA veya tam hiicre RNA terkipleri de (mekanik olarak
kesilen veya enzimatik olarak sindirilen tam hiicre terkipleri de dahil} spesifik olarak disarida
tutulmaktad™ Bir /n vitro terkip olarak veya bulusun nikleik asidinin elektroforez ortamibda
heterolog niikleik asitlerden daha fazla ayrmad[@{6rnedin bir agaroz jel veya naylon blotta
bir hetercjen bant poplilasyonundan tek bir bantil kesilerek ayrIhas[}] elektroforezle ayrImis]
heterojen bir karlsimh olarak bulunan tam hicre terkipleri de spesifik olarak disarida
tutulmaktad(tl

Bir nikleik asit molekiilii, drnedin SEKANS KIMLIK NO:1, SEKANS KIMLIK NO:3, SEKANS
KIMLIK NO:5 veya bunlar@ bir bsliminiin bir niikleotit dizisini iceren bir niikleik asit
molekiili burada sunulan standart molekiiler biyoloji teknikleri ve dizi bilgisi kullanldrak izole
edilebilir. Ornedin bir 7. aestivum IMI cDNA bir 7. aestivum kitapl@Rdan SEKANS KIMLIK
NO:1, SEKANS KIMLIK NO:3 veya SEKANS KIMLIK NO:5'in dizisinin tamam¥eya bir bolimi
kullan@3rak izole edilebilir. Ayrich SEKANS KIMLIK NO:1, SEKANS KIMLIK NO:3 veya SEKANS
KIMLIK NO:5%in tamamBldveya bir bélimiinii iceren bir niikleik asit molekiili bu dizi
temelinde tasarlanm(g] oligoniikleotit primerleri kullan@@rak polimeraz zincir reaksiyonuyla
izole edilebilir. Ornedin mRNA bitki hiicrelerinden (6rnedin Chirgwin ve digerleri, 1979
Biochemistry 18:5294-5299'un guanidinyum-tiosiyanat ekstraksiyon prosediriyle) izole
edilebilir ve cDNA ters transkriptaz kullanldrak hazltlanabilir (6rnedin Gibco/BRL, Bethesda,
MD'den elde edilebilen Moloney MLV ters transkriptaz; veya Seikagaku America, Inc., St.
Petersburg, FL'den elde edilebilen AMV ters transkriptaz). Polimeraz zincir reaksiyona
amplifikasyonu icin sentetik oligoniikleotit primerleri SEKANS KIMLIK NO:1, SEKANS KIMLIK
NO:3 veya SEKANS KIMLIK NO:5'te gbésterilen niikleotit dizisi temelinde tasarlanabilir. Bir
niikleik asit molekill bir sablon olarak cDNA veya alternatif olarak genomik DNA ve uygun
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oligonikleotit primerleri kullanldrak standart PCR amplifikasyon tekniklerine gére amplifiye
edilebilir. Bu sekilde amplifiye edilen nukleik asit molekdll uygun bir vektor icine klonlanabilir
ve DNA dizi analiziyle karakterize edilebilir. Ayrica bir IMI nikleotit dizisine karslkl gelen
oligoniikleotitler standart sentetik tekniklerle, Grnegin bir otomatik DNA sentezleyici
kullanldrak hazanabilir.

Burada acklanan IMI nukleik asitleri bir IMI proteini kodlayan dizilerin (yani “kodlama
boélgeleri”) yan[3itd 5' translasyona tabi tutulmamisldizileri ve 3' translasyona tabi tutulmamis]
dizileri igerebilir. Alternatif olarak bu nikleik asit molekdilleri bir IMI genin sadece kodlama
bolgelerini icerebilir veya genomik DNA'dan izole edilen tam genomik fragmanlarCigerebilir.
Bu dizilerin bir kodlama bdlgesi bir "ORF pozisyonu” olarak belirtilir. Ayrich bulusun nikleik
asit molek{li bir IMI genin bir kodlama bélgesinin bir bélimiind, &rnedin bir prob veya
primer olarak kullan@@bilen bir fragmanO icerebilir. 7. aestivumtan IMI genlerin
klonlanmasHan belirlenen niikleotit dizileri, baska hiicre tipleri ve organizmalardaki IMI
homologlard yan[kkad baska bugday bitkilerinden ve iligkili tiirlerden IMI homologlarilnl
belirlenmesi ve/veya klonlanmasida kullanbh icin tasarlanan problarld ve primerlerin
Uretimine imkan verir. Kodlama bdlgesi bdlimi bir IMI proteinin biyolojik olarak aktif bir

fragmanlda kodlayabilir.

Burada bir IMI proteinin “biyolcjik olarak aktif bolimG” terimi, bir IMI proteinin, bir bitkide
uretildiginde bitkinin bir imidazolinon herbisite direncini bitkinin bir yabani tip cesidine kiyhsla
arttl@n bir bolimiind, érnedin bir alan@inotifini kapsamayChedeflemektedir. Imidazolinon
herbisitlere diren¢ artlglnlnl niceligini  belirlemek icin  ydontemler asadldbki &rneklerde
verilmektedir. Bir IMI proteinin biyolojik olarak aktif bolliimleri arasinda, tam uzunlukta bir
IMI proteinden daha az saylde amino asit iceren ve bir bitkide ekspresycn (zerine bir
imidazolinon herbisite direnci arttfan SEKANS KIMLIK NO:2, SEKANS KIMLIK NO:4 veya
SEKANS KIMLIK NO:6%yDceren peptitler yer allll Tipik olarak biyolojik olarak aktif bolimler
(6rnegin 5, 10, 15, 20, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50, 100 veya daha fazla amino asit
uzunlugundaki peptitler) bir IMI proteinin en az bir aktivitesine sahip bir alan veya motif
icerir. Ayrlca polipeptidin bagka bolgelerinin silindidi bagka biyolojik olarak aktif bolimler
rekombinant tekniklerle hazltlanabilir ve burada agklanan aktivitelerin biri veya daha fazlas[]
acslndan degerlendirilebilir. Tercihen bir IMI proteinin biyolojik olarak aktif b&limleri bir Alan
A, bir Alan B, bir Alan C, bir Alan D ve bir Alan E’'den olusan gruptan segilen bir veya daha
fazla korunmus alan igerir, burada korunmus alan bir mutasyon igerir.
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Mevcut bulus ayrich IMI kimerik veya flizyon polipeptitlerini agklamaktad(l Burada bir IMI
“kimerik polipeptidi” veya “fizyon polipeptidi” IMI olmayan bir polipeptide islevsel olarak
badl[Cbir IMI polipeptidi icerir. “IMI olmayan polipeptit”, bir IMI polipeptide esas itibarlyla
dzdes olmayan bir amino asit dizisine sahip bir polipeptidi, érnegin bir IMI Izoenzimi olmayan
bir polipeptidi belirtir, bu peptit bir IMI polipeptidinden farkl[bir islevi yerine getirir. Flizyon
polipeptidi icinde, “islevsel olarak bagl terimi, her iki dizinin kullanl3n diziye atfedilen
Onerilen islevi yerine getirmesi icin IMI polipeptidin ve IMI olmayan polipeptidin birbirine
kaynast@niCbelirtmeye yoneliktir. IMI olmayan polipeptit IMI polipeptidin N-terminusu veya
C-terminusuna kaynasabilir. Ornedin flizyon polipeptidi, IMI dizisinin GST dizisinin C-
terminusuna kaynast@l bir GST-IMI flizyon polipeptidi olabilir. Bu fiizyon polipeptitleri
rekombinant IMI polipeptitlerin saflagtlihasmhlkolaylastl@bilir. Baska bir ornekte, fiizyon
polipeptidi N-terminusunda heterolog bir sinyal igeren bir IMI polipeptittir. BazCkonak
hiicrelerde {6rnedin memeli konak hiicreleri), bir IMI polipeptidin ekspresyonu ve/veya

sekresyonu heterolog bir sinyal dizisi kullanIdrak artticIabilir.

SEKANS KIMLIK NO:1, SEKANS KIMLIK NO:3 veya SEKANS KIMLIK NO:5'in bir polinikleotit
dizisiyle kodlanan bir polipeptide dizi 6zdegligine sahip bir IMI polipeptidi kodlayan izole
edilmis bir nikleik asit molekill, bir veya daha fazla amino asit siibstitlisyonu, ilavesi veya
silinmesi kodlanm[ polipeptit icine dahil edilecek sekilde SEKANS KIMLIK NO:1, SEKANS

niklectit stbstitlisyonu, ilavesi veya silinmesinin dahil edilmesiyle yarat3dbilir. Mutasyonlar
SEKANS KIMLIK NO:1, SEKANS KIMLIK NO:3 veya SEKANS KIMLIK NO:5'in bir dizisi igine yer
yonelimli mutagenez ve PCR dolaymlCimutagenez gibi standart tekniklerle dahil edilebilir.
Koruyucu amino asit slbstitiisyonlarCbir veya daha fazla, 6n gérilen esansiyel olmayan
amino asit kalot[sInda yapIt]

Bir “koruyucu amino asit siibstitlisyonu” amino asit kallatnlnl benzer bir yan zincire sahip bir
amino asit kallnkSlyla degistirildidi bir stbstitlisyondur. Benzer yan zincirlere sahip amino asit
kallmk[@rdamilyalar(bu alanda tanmlanmist] Bu familyalar arasia bazik yan zincirleri olan
amino asitler (érnedin lizin, arjinin, histidin), asidik yan zincirleri olanlar (6rnegin aspartik
asit, glutamik asit), yiiksiiz polar yan zincirleri olanlar (6rnedin glisin, asparajin, glutamin,

serin, treonin, tirozin, sistein), polar olmayan van zincirlere sahip olanlar (6rnegin alanin,
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valin, 16sin, izoldsin, prolin, fenilalanin, metionin, triptofan), beta-dallanm[&l yan zincirleri
olanlar (6rnegdin treonin, valin, izolosin) ve aromatik yan zincirleri olanlar (6rnegin tirozin,
fenilalanin, triptofan, histidin} yer allcl Dolayslyla bir IMI polipeptitteki 6n gdrilen bir
esansiyel olmayan amino asit kallnks[ercihen ayn[an zincir familyasidan baska bir amino
asit kalntsiyla degistirilir. Alternatif olarak, mutasyonlar bir IMI kodlama dizisinin tamam]
veya bir kEmboyunca rastgele, érnedin doyma mutageneziyle dahil edilebilir ve elde edilen
mutantlar IMI aktivitesini koruyan mutantlarCIbelirlemek icin burada acklanan bir IMI
aktivitesi acEMdan taranabilir. SEKANS KIMLIK NO:1, SEKANS KIMLIK NO:3 veya SEKANS
KIMLIK NQ:5in dizisinin mutagenezinin ardfdan, kodlanmBl polipeptit rekombinant yolla
eksprese edilebilir ve polipeptidin aktivitesi asagdaki Orneklerde acKland@gibi

polipeptidi eksprese eden bir bitkinin imidazolinon direnci analiz edilerek belirlenebilir.

iki amino asit dizisinin dizi 6zdesligi yiizdesini beliflemek icin, diziler optimal karsl3stEna
amaglarfyla hizalanabilir (6rnegin bir polipeptidin dizisinde diger polipeptitle optimal hizalama
igin aralklar olusturulabilir). Daha sonra karsklgelen amino asit pozisyonlarnbaki amino asit
kallnkI3rkars[@stElIE] Bir dizideki bir pozisyon diger dizideki karslkl gelen pozisyonla ayn]
amino asit kalMEtarafmdan isgal edildiginde, molekiiller o pozisyonda dzdestir. ki niikleik
asit dizisi arasfda ayn[tip kars@@stFma yap@@bilir. 1ki dizi arasAdaki dizi ézdesligi yizdesi,
diziler tarafdan paylaslan 6zdes pozisyonlarnl saySInlnl bir fonksiyonudur (yani dizi 6zdesligi
ylzdesi = Gzdes pozisyonlard saysltoplam pozisyon sayls[ X 100). Bulusun amaclarlikin, iki
niikleik asit veya polipeptit dizisi arasindaki dizi 6zdesligi ylizdesi Vector NTI 6.0 (PC) yazllh
paketi (InforMax, 7600 Wisconsin Ave., Bethesda, MD 20814) kullan@@rak belirlenir. Iki
niikleik asidin 6zdeslik yizdesini belirlemek icin 15 olan bir arallkla¢ll§lcezas¥e 6.66 olan bir
aralkl uzatma cezas[kullan[E Iki polipeptidin 6zdeslik yiizdesini belirlemek icin 10 olan bir
arallkl aglli§] cezasre 0.1 olan bir arallkl uzatma cezas[kullan[E] Biitiin diger parametreler

varsayldn ayarlara getirilir.

Dizi 0zdesligini belirlemek igin, bir DNA dizisi bir RNA dizisiyle kars[@stirIltken, bir timidin
niikleotidin bir urasil niikleotide denk oldudu takdir edilecektir. Tercihen burada aglklanan
izole edilmis IMI polipeptitler SEKANS KIMLIK NO:2, SEKANS KIMLIK NO:4 veya SEKANS
KIMLIK NO:6'da gésterilen tam bir amino asit dizisine en az yaklaslkl %50-60, tercihen en az
yaklasglkl %60-70 ve daha tercihen en az yaklaskl %70-75, %75-80, %80-85, %85-90 veya
%90-95 ve en ¢ok tercih edilen durumda en az yaklaslkl %96, %97, %98, %99 veya daha

fazla dzdestir. izole edilmis IMI polipeptitleri SEKANS KIMLIK NO:2, SEKANS KIMLIK NO:4
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veya SEKANS KIMLIK NO:6'da gdsterilen tam bir amino asit dizisine en az yaklask %50-60,
tercihen en az yaklaskl %60-70 ve daha tercihen en az yaklaskl %70-75, %75-80, %80-85,
%85-90 veya %90-95 ve en ¢ok tercih edilen durumda en az yaklaskl %96, %97, %98, %99
veya daha fazla 6zdes olabilmektedir. Ayrich optimize edilmis IMI nikleik asitler yarat@@bilir.
Tercihen optimize edilmig bir IMI nikleik asit bitkide asklEkspresyonu (zerine bir bitkinin
imidazolinon herbisitlerine toleransmiCdlegistiren ve daha tercihen bir bitkinin bir imidazolinon
herbisite toleranslCartticdn bir IMI polipeptidi kodlar. Burada “optimize edilmis” terimi, belirli
bir bitki veya hayvanda ekspresyonunu arttirinak igin genetik olarak degistirilmis bir niikleik
asidi belirtir. Optimize edilmis bitki IMI n(kleik asitleri temin etmek icin, genin DNA dizisi 1)
cok eksprese edilen bitki genleri taraflddan tercih edilen kodonlarCkermek; 2) esas itibarila
bitkilerde bulunan nikleotit baz bilesiminde bir A+T igerigine sahip olmak; 3)bir bitki
baglatma dizisi olusturmak; 4) destabilizasyona, uygun olmayan poliadenilasyona,
bozunmaya ve RNA'n sonlanmasbh neden olan veya ikincil yapCkirmkI3rCreya RNA ug
birlesme yerleri olusturan dizileri elimine etmek igin dedistirilebilir. Bitkilerde IMI nikleik
asitlerin ekspresyonunun artmas[] genel olarak bitkilerde veya o©zel bir bitkide kodon
kullanmninl daglih sk@ kullan@@rak sadlanabilir. Bitkilerde niikleik asit ekspresyonunu
optimize etmek icin yontemler EPA 0359472; EPA 0385962; PCT Basvurusu No.
WQ91/16432; ABD Patenti No. 5,380,831; ABD Patenti No. 5,436,391; Perlack ve digerleri,
1991 Proc. Natl. Acad. Sci. ABD 88:3324-3328; ve Murray ve digerleri, 1989 Nucleic Acids
Res. 17:477-458'de bulunabilir.

Burada kullanId@C%ekli ile “tercih edilen kodon kullanim sKI@™ spesifik bir konak hiicrenin
belirli bir amino asidi belirlemek icin nikleotit kodonlarmnl kullanibhikla gdsterdigi tercihi
belirtmektedir. Bir gende spesifik bir kodonun kullanm sK@Dbelirlemek icin, o kodonun
gendeki olusum sayls[ ende aynChmino asidi belirleyen biitiin kodonlar@l toplam olusum
saylsIne bolinir. Benzer bir sekilde, bir konak hiicrenin gosterdidi tercih edilen kodon
kullanim skI@Ikonak hiicre taraflodan eksprese edilen ¢ok sayldh gende tercih edilen kodon
kullanimh sKIGInlnl ortalamas&lnarak hesaplanabilir. Bu analizin konak hiicre tarafiodan cok
eksprese edilen genlerle shldlCblmastercih edilir. Sentetik bir gen igin tercih edilen kodon
kullanm sKIGnIAl bir konak hiicre tarafldan kullanldndan sapma yiizdesi, ilk olarak tek bir
kodonun kullanim sKI@ninl konak hiicreninkinden sapma yilizdesi belirlendikten sonra biitiin
kodonlarda ortalama sapma elde edilerek hesaplanltl Burada tanmland@Cgibi, bu hesaplama
benzersiz kodonlar[{yani ATG ve TGG) icerir. Genel hatlarida, optimize edilmis bir genin

kodon kullan(m[nlnl bir konak hiicreninkinden genel ortalama sapmasldA =n =17 Xn - Yn
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Xn x 100 Z denklemi kullan@3rak hesaplanlt) burada Xn = konak hiicrede kodon n icin
kullanm sKIGIYn = sentetik gende kodon n icin kullanmh sKIGLIn bir amino asidi belirten
tek bir kodonu temsil eder ve kodonlarnl toplam sayS[Z'dir. Kodon kullanm skI@GInlnl genel
sapmasCA bitin amino asitler igin tercihen yaklaskl %25'n altlokda ve daha tercihen yaklaslkl
%10'un altlnda olmal dlr]

Dolaylskyla, bir IMI niikleik asit, kodon kullanim daglim sKIIninl gok eksprese olan bitki
genlerindekinden en fazla %25 ve daha tercihen en fazla yaklaskl %10 sapacadsekilde
optimize edilebilir. Ayrich dejenere Uglncli bazinl G+C icerigi ylizdesine dikkat edilir (tek
cenekliler bu pozisyonda G+C'yi destekliyor gibi, ¢ift genekliler ise desteklemiyor gibi
gbriinmektedir). Ote yandan XCG (X A, T, C veya Gdir) nilkleotidin cift ceneklilerde en az
tercih edilen kodon oldugu, XTA kodonundan ise hem tek ceneklilerde hem de cift
ceneklilerde kachlld (g kabul edilmektedir. Bu bulusun optimize edilmis IMI niikleik asitleri
ayrlca tercihen secilmis konak bitkininkine {yani 7riticum aestivum) cok yaklasan CG ve TA
Gift kaglnma indekslerine sahiptir. Daha tercihen bu indeksler konaglnkilerden en fazla
yaklaskl%10-15ten sapar.

Yukarida aglklanan IMI polipeptitleri kodlayan nikleik asit molekillerinin yan[EEa mevcut
dokiiman(nl baska bir yoni bunlara antisens olan izole edilmis niikleik asit molekillerine
iliskindir. Antisens polinlkleotitlerin bir hedef poliniikleotidin gen ekspresyonunu, hedef
poliniikleotidi spesifik olarak badlayarak ve hedef polinikleotidin transkripsiyonuna, ug
birlesmesine, nakline, translasyonuna ve/veya stabilitesine midahale ederek inhibe ettidi
diistiniilmektedir. Onceki teknikte antisens poliniikleotidi kromozomal DNA'ya, bir birincil RNA
transkriptine veya islenmis bir mRNA'ya hedeflemek igin yontemler agklanmaktadiTercihen
hedef bdlgeler arasinkda u¢ birlesme yerleri, translasyon baslatma kodonlar[]translasyon

sonlandltina kodonlar¥e ag¢kl okuma cergevesi icindeki baska diziler yer allrl

Bu dokiimaninl amaclarCldogrultusunda “antisens” terimi endojen genin ekspresyonuna
mudahale etmek Uzere, bir genin, birincil transkriptin veya islenmis mRNAn @ tamamhl¥eya
bir bélimind yeterince tamamlaylcdolan bir polinliklectit iceren bir nikleik asidi
belirtmektedir. “Tamamlaylc™l polinikleotitler standart Watson-Crick tamamlay(cllk]
kurallarlbb goére baz eglesmesine muktedir olanlardlr] Spesifik olarak pirinler pirimidinlerle

baz eslesmesiyle DNA stz konusuysa sitozinle eslesmis bir guanin (G:C) ve timinle eslesmis
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adenin (A:T) veya RNA s&z konusuyla urasille eslesmis adenin (A:U) kombinasyonu
olusturacakt[t 1Iki polintikleotidin, her biri digerine esas itibarila tamamlayClblan en az bir
bélgeye sahip olmak kosuluyla, birbirlerini tamamen tamamlaylcLblmasalar bile birbirlerine
hibridize olabilecekleri takdir edilecektir. "Antisens nlkleik asit” terimi, bir antisens RNA
Uretmek (zere transkripsiyona tabi tutulabilen tek iplikli RNA'n[A yan[CEEa ¢ift iplikli DNA
ekspresyon kasetlerini kapsamaktad “Aktif” antisens niikleik asitler, SEKANS KIMLIK NO:2,
SEKANS KIMLIK NO:4 veya SEKANS KIMLIK NO:6'n@ polipeptit dizisiyle en az %80 dizi
dzdegsligine sahip bir polipeptidi kodlayan bir primer transkript veya mRNA'yla secici bir

sekilde hibridize olabilen antisens RNA molekdilleridir.

Yukarlde aclklanan IMI niikleik asitlere ve polipeptitlere ek olarak, bu belgede bir gruba bagl[]
bu nikleik asitler ve polipeptitler agklanmaktadtl Bu gruplar arasida shldandrkl dimamak
kosuluyla saptama gruplarld hibridizasyon gruplarld saflastidna gruplarld tatbik gruplar(d
reaksiyon gruplar[Jbaglama gruplarCize benzeri yer allf]l Baglanml gruplara sahip niikleik
asitlerin tipik bir grubu problar ve primerlerdir. Problar ve primerler tipik olarak esas itibarkda
izole edilmis bir oligonikleotit igerir. Oligontkleotit tipik olarak titiz kosullar altilbda SEKANS
KIMLIK NO:1, SEKANS KIMLIK NO:3 veya SEKANS KIMLIK NO:5'te acklanan dizinin bir sens
ipliginin, SEKANS KIMLIK NO:1, SEKANS KIMLIK NO:3 veya SEKANS KIMLIK NO:5'te
acKlanan bir antisens dizinin veya bunlariil dogal olarak olusan mutantlaril en az yaklask
12, tercihen yaklaskl 25, daha tercihen yaklaslkl 40, 50 veva 75 ard[slkl nikleotidine hibridize
olan bir niikleotit dizisi bélgesi icerir. SEKANS KIMLIK NO:1, SEKANS KIMLIK NO:3 veya
SEKANS KIMLIK NQ:5'in bir niikleatit dizisine dayanan primerler PCR reaksiyonlarfida IMI
homologlarinlCklonlamak icin kullan@&bilir. IMI nikleotit dizilerine dayanan problar ayneya
homolog polipeptitleri kodlayan transkriptleri veya genomik dizileri saptamak igin
kullanlabilir. Tercih edilen yonlerde, prob ayrlch bagl[bir isaretleme grubu igerir, drnegin
isaretleme grubu bir radyoizotop, floresan bir bilesik, bir enzim veya bir enzim kofaktdri
olabilir. Bu problar bir IMI polipeptidi eksprese eden hicreleri saptamak igin bir genomik
markor test setinin bir parcasCblarak, érnegdin bir hicreler numunesinde IMI kodlaycIbir
niikleik asit seviyesi dlgllerek, drnegin IMI mRNA seviyeleri saptanarak veya bir genomik IMI

geninin mutasyona ugraypl ugramad@¥eya silinip silinmedigi belirlenerek kullan@@bilir.

Mevcut dokiiman ayrich yukarlda ackland@gibi bir IMI niikleik asit iceren izole edilmis bir

rekombinant ekspresyon vektdrii aclklanmakta olup, burada vektdriin bir konak hiicrede

ekspresyonu konak hlicrenin yabani tip bir cesidine kiyhsla bir imidazolinon herbisite direncin
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artmaslyla sonuclan) Burada “vektor” terimi badldldugu baska bir niikleik asidi tashhbilen
bir ndkleik asit molekalinl belitmektedir. Bir vektér tipi ek DNA segmentlerinin
baglanabildidi dairesel bir gift iplikli DNA ilmegini belirten bir “plazmit”tir. Baska tip bir vektor
ek DNA segmentlerinin viral genom icine baglanabildigi bir viral vektérdir. Belirli vektorler
dahil edildikleri bir konak hlcrede otonom replikasyona muktedirdir (drnedin bakteriyel bir
replikasyon kaynagbh sahip bakteriyel vektorler ve epizomal memeli vektorleri). Dider
vektorler (6rnegin epizomal olmayan memeli vektorleri) konak hicre icine dahil edilince bir
konak hicrenin genomu igine katlltlve bdylece konak genomuyla birlikte replikasyona tabi
olur. Ayricd baz[d vektdrler iglevsel olarak badlO olduklarCd genlerin  ekspresyonunu
yonetebilirler. Bu vektérler burada “ekspresyon vektorleri” olarak gecmektedir. Genel olarak,
rekombinant DNA tekniklerinde vyararlClolan ekspresyon vektorleri cogunlukla plazmitler
formundadlr]l Bu tarifnamede “plazmit” ve ™“vektér” birbirinin yerine kullanl3@bilmektedir,
gunkl plazmit vektdrin en yayg kullanl3n formudur., Ancak bulus esdeder islevleri yerine
getiren, viral vektorler (6rnedin replikasyon kusurlu retrovirisler, adenoviriisler ve adenoyla

iligkili virisler) gibi baska ekspresyon vektorii formlar bl Bapsamay[hedeflemektedir.

Burada acklanan rekombinant ekspresyon vektérleri bir nlikleik asidini bir konak hiicrede
niikleik asidin ekspresyonu igin uygun bir formda icerir, bu rekombinant ekspresyon
vektorlerinin, eksprese edilecek niikleik asit dizisine islevsel olarak baglCdlan, ekspresyon icin
kullan@dcak konak hiicreler temelinde secilen, bir veya daha fazla dizenleyici dizi icerdigi
anlamnb gelir. Bir rekombinant ekspresyon vektor( iginde, “islevsel olarak bagl] terimi,
ilgilenilen nikleotit dizisinin dlzenleyici diziye/dizilere nikleotit dizisinin ekspresyonuna izin
veren bir sekilde (6rnedin bir /7 vitro transkripsiyon/translasyon sisteminde veya vektor
konak hlicre icine dahil edildiginde bir konak hiicrede) badlCbldugu anlambb gelmektedir.
“Duizenleyici dizi” teriminin promotorler, hzlandrlcllar ve diger ekspresyon kontroll 6gelerini
{6rnedin poliadenilasyon sinyalleri}) kapsamas[Jhedeflenmektedir. Bu dizenleyici diziler
ornedin Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymolegy 185, Academic
Press, San Diego, CA (1990)'da a¢klanmaktadl] veya Gruber ve Crosby, Methods in Plant
Molecular Biology and Biotechnolegy, derleyenler Glick ve Thompson, Béliim 7, 89-108, CRC
Press: Boca Raton, Florida'ya ve oradaki refaranslara bak@lzl Diizenleyici diziler arasoba
birgok konak hiicre tipinde bir nikleotit dizisinin yaplcL&kspresyonunu yénetenler ve sadece
baz[konak hlcrelerde veya bazlkosullar altlhda nukleotit dizisinin ekspresyonunu yénetenler
yer alll Bu alanda uzman olanlar ekspresyon vektoriiniin tasar(o doniistirilecek konak

hiicre secimi, istenen polipeptit ekspresyon seviyesi ve bunun gibi faktdrlere baglO]
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olabilecedini takdir edeceklerdir. Ekspresyon vektérleri konak hiicreler icine dahil edilerek
boylece burada agkland@Igibi niikleik asitler taraflodan kodlanan flizyon polipeptitleri veya
peptitleri de dahil olmak lzere polipeptitler veya peptitler (6rnegin IMI polipeptitler, fiizyon

polipeptitleri ve benzeri) Gretilebilir.

IMI polipeptitler bitkilerde ve bitki hiicrelerinde, drnegin tek hiicreli bitki hiicreleri (alglar gibi)
(Falciatore ve digerleri, 1999 Marine Biotechnology 1(3):239-251 ve oradaki referanslara
bakhlz) ve daha yiliksek bitkilerden bitki hicrelerinde (6rnegin kiiltlir bitkileri gibi
spermatofitler) eksprese edilebilir. Bir IMI polinlikleotit bir bitki hiicresine transfeksiyon,
donustirme veya transdiiksiyon, elektroporasyon, parcaclkl bombardmanJagroenfeksiyon,

biyolistik ve benzeri de dahil olmak zere herhangi bir yolla “dahil edilebilir”.

Bitki hiicreleri de dahil olmak Gzere konak hicreleri donlistirmek veya transfekte etmek igin
uygun ydntemler Sambrook ve diderlerinde (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.
basim, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989) ve Methods in Molecular Biology, 1995, Cilt 44, Agrobacterium protocols,
derleyenler: Gartland ve Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey gibi baska laboratuvar
el kitaplarfda bulunabilir. Imidazolinon herbisitlere daha yiiksek direng, mEEF) budday,
cavdar, yulaf, tritikale, piring, arpa, soya fasulyesi, filstk] pamuk, kolza ve kanola, manihot,
biber, aycicedi ve kadife, patates, tiitiin, patlichn ve domates gibi solanaceae bitkileri, Vicia
tirleri, bezelye, yonca, cal(lbitkiler (kahve, kakao, cay), Salix tlrleri, adaclar (palmiye,
Hindistan cevizi), ¢ok ylIKl otlar ve yem bitkileri gibi ok cesitli bitkilere kalm yoluyla allimasC]
istenen genel bir dzelliktir, bu kltlr bitkileri ayn[Zamanda bu bulusun baska bir dizenlemesi

olarak genetik olarak dedistiriimek icin tercihen hedeflenen bitkilerdir.

Yem bitkileri arasida shidandFlcCblmamak kosuluyla Bugday c¢imi, Kanarya otu, Eriste otu,
Arpa, Mavi ot, Ayrlkl otu, Yonca, Salfoin, Gazal boynuzu, Melez T[] KEZIDYonca ve Sar[]

Yonca yer alltl

IMI polinikleotidin bir bitki icine transfeksiyonu Agrobakteri dolaymiCIgen transferiyle
saglanabilmektedir. Bu alanda uzman olanlar tarafbdan bilinen bir ddnistiirme ydntemi
cicekli bir bitkinin bir Agrobakteri ¢ozeltisine igine daldtihasC](burada Agrobakteri IMI
nukleik asit icerir), ardiddan dénustlrilmis gametlerin UGretimidir. Agrobakteri dolay ml[hitki
ddnistirme ornedin GV3101 (pMP90) (Koncz ve Schell, 1986 Mol. Gen. Genet. 204:383-396)
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veya LBA4404 (Clontech) Agrobacterium tumefaciens susu kullanl@rak yap@3bilir.
Donlsturme standart donustlirme ve rejenerasyon teknikleriyle yapl@bilir (Deblaere ve
digerleri, 1994 Nucl. Acids. Res. 13:4777-4788; Gelvin, Stanton B. ve Schilperoort, Robert A,
Plant Molecular Biology Manual, 2. Basioh - Dordrecht: Kluwer Academic Publ., 1995. - in
Sect., Ringbuc Zentrale Signatur: BT11-P ISBN 0-7923-2731-4; Glick, Bernard R. ve
Thompson, John E., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Boca Raton :
CRC Press, 1993 360 S., ISBN 0-8493-5164-2). Ornegin kolza cenek veya hipokotil
dénustirme yoluyla donistirilebilir (Moloney ve digerleri, 1989 Plant cell Report 8:238-242;
De Block ve digerleri, 1989 Plant Physiol. 91:694-701). Agrobakteri icin antibiyotik kullann [
ve bitki secimi donlistlirme icin kullan@n ikili vektére ve Agrobakteri susuna bagldlr] Kolza
secimi normal olarak segilebilir bitki markéril olarak kanamisin kullanldrak yaplE] Ketene
Agrobakteri dolaymlChen transferi érnedgin Mlynarova ve digerleri, 1994 Plant Cell Report
13:282-285'te aclklanan bir teknik kullanl@rak yap@3bilir. Ayrich soya fasulyesinin
donustirilmesi, drnedin Avrupa Patenti No. 0424 047, ABD Patenti No. 5,322,783, Avrupa
Patenti No. 0397 687, ABD Patenti No. 5,376,543 veya ABD Patenti No. 5,169,770%e
agklanan bir teknik kullanl@rak yaplabilir. MSFd donlstirilmesi parcackl bombardmhan(]
polietilen glikol dolaymlCIDNA allmCiveya silikon karbir lif teknigi vasfashda yapl3bilir.
(Ornedin Freeling ve Walbot “The maize handbook” Springer Verlag: New York (1993) ISBN
3-540-97826-7'ye bakmlz). MEIR dénlstirdlimesinin spesifik bir 6rmedi ABD Patenti No.
5,990,387'de bulunabilir ve bugday@ donistirilmesinin spesifik bir érnedi PCT Bagvurusu
No. WO 93/07256'da bulunabilir.

Bu bulusa gére dahil edilen IMI poliniikleotit, kromozomal olmayan otonom bir replikon icine
dahil edilir veya bitki kromozomlar[Ckine katlf$a bitki hiicresinde kallcIbir sekilde korunabhilir.
Alternatif olarak, dahil edilen IMI polintkleotit kromozom dETeplikasyona ugramayan bir
ektor izerinde bulunabilir ve gecici olarak eksprese edilebilir veya gecici olarak aktif olabilir.
Bir diizenlemede IMI poliniikleotidin bir kromozom icine katld@GiChomolog bir rekombinant
mikroorganizma yarat@@bilir, endojen AHAS geni degistirmek, drnedin islevsel olarak bozmak
ve bir IMI gen yaratmak icin bir silinme, ilave veya siibstitisyonun dahil edildidi bir AHAS
genin en azlbdan bir bdlimind iceren bir vektér hazldanid Homolog rekombinasyonla bir
nokta mutasyonu yaratmak igin, kimeraplasti olarak bilinen bir teknikte DNA-RNA hibritleri
kullan@@bilir (Cole-Strauss ve diderleri, 1999 Nucleic Acids Research 27(5):1323-1330 ve
Kmiec, 1999 Gene therapy American Scientist 87(3):240-247). Triticurn turlerindeki baska
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homolog rekombinasyon prosedirleri de bu alanda iyi bilinmekte ve burada kullanm igin

disunilmektedir.

Homolog rekombinasyon vektériinde, bir mikroorganizma veya bitkide vektdr taraflndan
tagmbn eksojen IMI gen ile endojen bir AHAS gen araslida homolog rekombinasyonun
olusmasbb imkan vermek igin, IMI gen 5' ve 3' uglarlda AHAS genin ek bir niikleik asit
molekillyle yandan kugatabilir. Ek yan AHAS niikleik asit molekili endojen genle basar(ll
homolog rekombinasyon icin yeterli uzunluktadll Tipik olarak vektdre birkag ylz baz cifti ila
kilobazlarca yan DNA (hem 5' hem de 3' uglarda) dahil edilir {(homolog rekombinasyon
vektorlerinin bir agkKlamasCiin érnedin Thomas, K. R. ve Capecchi, M. R., 1987 Cell 51:503'e
ve Physcomitrella patenste cDNA bazl(tekombinasyon igin Strepp ve digerleri, 1998 PNAS,
95(8):4368-4373'e baklnlz). Ancak IMI gen normal olarak cok az sayldh amino asitte AHAS
genden farklCbldugu igin, bir yan dizi her zaman gerekli degildir. Homolog rekombinasyon
vektorii bir mikroorganizmaya veya bitki hiicresine (rnedin polietilen glikol dolayimlCDNA
yoluyla) dahil edilir ve dahil edilen IMI genin endojen AHAS genle homolog olarak rekombine

oldugu hiicreler teknikte bilinen teknikler kullan@@rak segilir.

Alternatif olarak dahil edilen genin diizenlenmis ekspresyonuna izin veren secilmis sistemler
iceren rekombinant mikroorganizmalar Gretilebilir. Ornedin lac operonun kontrolii alt@h
yerlestirerek bir vekttre bir IMI genin dahil edilmesi, IMI genin sadece IPTG'nin varl§nda

ekspresyonuna izin verir. Bu diizenleyici sistemler bu alanda iyi bilinmektedir.

Ister kromozom dEeplikasyona ugramayan bir vektérde isterse bir kromozom icine katIh(s]
bir vektorde bulunsun, IMI polinikleotit tercihen bir bitki ekspresyon kasetinde bulunur. Bir
bitki ekspresyon kaseti tercihen her dizinin kendi islevini, érnedin poliadenilasyon sinyalleriyle
trenskripsiyonun sonlandifirhasillyerine getirebilmesi igin islevsel bir sekilde badlCbitki
hiicrelerindeki gen ekspresyonunu tahrik edebilen dizenleyici diziler igerir. Tercih edilen
poliadenilasyon sinyalleri, Ti-plazmit pTiACHS'in oktopin sentaz[blarak bilinen gen 3 gibi
Agrobacterium tumefaciens t-DNA'dan kaynaklananlar (Gielen ve digerleri, 1984 EMBO J.
3:835) veya bunlarl islevsel esdegerleridir, ama bitkilerde islevsel olarak aktif olan biitiin
diger sonlandfkcldr da uygundur. Bitki gen ekspresyonu c¢ok skl olarak transkripsiyon
seviyeleri aclSIndan s@lklCblmad@cin, bir bitki ekspresyon kaseti tercihen RNA oranCicin

polipeptidi arttln titlin mozaik virlisiinden 5' translasyona tabi tutulmamisllider dizisi iceren
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ashECdizi tdriinden translasyonel hZandCEI2r gibi islevsel olarak badlbaska diziler icerir
{Gallie ve digerleri, 1987 Nucl. Acids Research 15:8693-8711). Bitki ekspresyon vektorlerinin
ornekleri arasinda Becker, D. ve digerleri, 1992 New plant binary vectors with selectable
markers located proximal to the left border, Plant Mol. Biol. 20:1195-1197; Bevan, M.W.,
1984 Binary Agrobacterium vectors for plant transformation, Nucl. Acid. Res. 12:8711-8721;
ve Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; Transgenic Plants, Cilt 1, Engineering and
Utilization iginde, derleyenler: Kung ve R. Wu, Academic Press, 1993, S.15-38'de ayrtlO

olarak agKlananlar yer alltl

Bitki gen ekspresyonunun zamanloda, hiicreye veya dokuya spesifik bir sekilde uygun bir
promotdr verici gen ekspresyonuna islevsel olarak badlanmasCigerekir. Burada acgklanan
ekspresyon kasetlerinde vyararl(d olan promotorler araslbda, bir bitki hiicresinde
transkripsiyonu baslatabilen herhangi bir promotér yer allcl Bu promotérler arasinda
shildandlrkcl blmamak kosuluyla Agrobacterium ve Rhizobium gibi bitkilerde eksprese olan
genler igeren bitkilerden, bitki virlislerinden ve bakterilerinden elde edilebilenler yer allF]

Promotor yaplluyar@@bilir, gelisim asamas[tercihli, hicre tipi tercihli, doku tercihli veya
organ tercihli olabilir. YapElpromotorler kosullarldl gogunda aktiftir. Yaplpromotdérlerin
drnekleri araslda CaMV 19S ve 35S promotérleri (Odell ve diderleri 1985 Nature 313:810-
812), sX CaMV 35S promotorli (Kay ve diderleri 1987 Science 236:1299-1302), Sepl
promotorii, piring aktin promotdrii (McElroy ve digerleri 1990 Plant Cell 2:163-171),
Arabidopsis aktin promotéri, ubikuitan promotorii (Christensen ve digerleri 1989 Plant Molec
Biol. 18:675-689); pEmu (Last ve digerleri 1991 Theor Appl Genet. 81:581-588), slriica otu
mozaik virlisi 35S promotori, Smas promotori (Velten ve digerleri 1984 EMBO J. 3:2723-
2730), GRP1-8 promotéri, sinamil alkol dehidrojenaz promotéri (ABD Patenti No.
5,683,439), manopin sentaz, nopalin sentaz ve oktopin sentaz gibi Agrobakteri T-DNA'sikdan
promotorler, ribuloz bifosfat karboksilaz (ssuRUBISCO) promot&riniin kiiclik alt birimi ve

benzeri yer all]

Uyar3dbilir promotdrler bir besin veya metabolitin varll@]slchk veya soduk, K] patojen
sald[fEL] anaerobik kosullar ve bunun gibi baz[lcevre kosullarCaltMda aktiftir. Ornegin
Brassicatlan hsp80 promotéri [S[kokuyla uyarllf] PPDK promotéri [Skkla uyarllE) titlin,
Arabidopsis ve mlslidlan PR-1 promotdrii bir patojenle enfeksiyonla uyarldbilir ve Adhl
promotdrl hipoksi ve soduk stresiyle uyarllE] Bitki gen ekspresyonu uyar@@bilir bir promotér
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vaslasiyla kolaylastIdbilir (bir inceleme icin Gatz, 1997 Annu. Rev. Plant Physiol, Plant Mol.
Biol. 48:89-108'e bakmlz). Kimyasal olarak uyar@3dbilir promotorler zamana spesifik gen
ekspresyonu isteniyorsa d&zellikle uygundur. Bu tir promotdrlerin  érnekleri salisilik
asitleuyarldbilir bir promotér (PCT Basvurusu No. WO 95/19443), tetrasiklinle uyar@bilir bir
promotor (Gatz ve digerleri, 1992 Plant ). 2:397-404) ve etanolle uyarl@bilir bir promotordir
{PCT Basvurusu No. WO 93/21334).

Geligme agsamas[iercihli promotorler tercihli olarak gelisimin bazLagamalarinda eksprese olur.
Doku ve organ tercihli promotdrler arasida tercihli olarak yapraklar, kdkler, tohumlar veya
ksilem {odunsu doku) gibi bazCHokularda veya organlarda eksprese olanlar yer allcl Doku
tercihli ve organ tercihli promotdrlerin drnekleri arasida shlfandlcl bimamak kosuluyla
meyve tercihli, ovill tercihli, eril doku tercihli, tohum tercihli, kabuk tercihli, yumru k&k
tercihli, sap tercihli, perikarp tercihli ve yaprak tercihli, tepecik tercihli, polen tercihli, bas¢k
tercihli, tag yapragercihli, canak yaprak tercihli, sapgkl tercihli, hardalsClyemis tercihli,
gbvde tercihli, kok tercihli promotérler ve benzeri yer alll Tohum tercihli promotdrler
tercihen tohum gelisimi ve/veya cimlenme slAshda eksprese olur. Ornedin tohum tercihli
promotdrler ogulcuk tercihli, endosperm tercihli ve tohum zarf(Rercihli olabilir. Thompson ve
digerleri, 1989 BioEssays 10:108’e bakmlzl Tohum tercihli promotdrlerin drnekleri arashtla
shlrand kL bimamak kosuluyla seliiloz sentaz (celA), Ciml, gama-zein, globiilin-1, msr119
kD zein {(cZ19B1) ve benzeri yer allrl

Diger uygun doku tercihli veya organ tercihli promotorler arasiitda kolzadan napin-gen
promotori (ABD Patenti No. 5,608,152), Vicia fabaflan USP- promotor (Baeumlein ve
digerleri, 1991 Mol Gen Genet. 225(3):459-67), Arabidopsistien oleozin-promotor (PCT
Basvurusu No. WO 98/45461), Phasecolus vulgaristen fazeolin- promotér {ABD Patenti
No0.5,504,200), Brassica’dan Bced4- promotdr (PCT Basvurusu No. WO 91/13980) veya
legumin B4 promotdrinin (LeB4; Baeumlein ve digerleri, 1992 Plant Journal, 2(2):233-9)
yan[kltd mlsk] arpa, bugday, cavdar, piring ve bunun gibi tek cenekli bitkilerde tohuma
spesifik ekspresyon sadlayan promotorler yer alll Sozil edilebilecek uygun promotorler
arpadan Ipt2 veya Iptl-gen promotdril (PCT Bagvurusu No. WO 95/15389 ve PCT Bagvurusu
No. W095/23230) veya PCT Bagvurusu No. WO 99/16890'da acKlananlardltl(arpa hordein
geni, piring glutelin geni, piring orizin geni, piring prolamin geni, bugday gliadin geni, bugday
glutelin geni, yulaf glutelin geni, Slplirge darSLkasitin geni ve gavdar sekalin geninden
promotdrler).
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Mevcut dokiimani ekspresyon kasetlerinde yararlCdolan dider promotérler arasiida
shllandrkcl Tolmamak kosuluyla ana klorofil a/b baglaylcl]protein promotérii, histon
promotoérleri, Ap3 promotorii, konglisin promotdrii, napin promotérl, soya fasulyesi lektin
promotorld, msIEI15 kD zein promotérd, 22kD zein promotdri, 27kD zein promotorl, g-zein
promotord, mumsu, shrunken (cekmis) 1, shrunken 2 ve bronz promotdrler, Zm1l3
promotori (ABD Patenti No. 5,086,169), mislt] poligalaktironaz promotdrleri (PG) (ABD
Patentleri No. 5,412,085 ve 5,545,546) ve SGB6 promotérinin (ABD Patenti No. 5,470,359)
yan3lc sentetik veya dodal baska promotérler yer allr]

Bitkilerde heterolog gen ekspresyonunun kontrol edilmesinde ek esneklik, heterolog
kaynaklardan DNA baglanma alanlarCye yanElGdeleri (yani bitki olmayan kaynaklardan DNA
baglanma alanlar(Jkullan@rak elde edilebilir. Béyle bir heterolog DNA badlanma alannlnl bir
ornegi LexA DNA baglanma alandirl{Brent ve Ptashne, 1985 Cell 43:729-736).

Mevcut dokiimaniil bagka bir yoni bir rekombinant ekspresyon vektoriiniin dahil edildigi
konak hicrelere iliskindir. “Konak hiicre” ve “rekombinant konak hiicre” terimleri burada
birbirinin yerine kullanlthaktadtl Bu tir terimlerin sadece spesifik hicreyi dedil aynO
zamanda bdyle bir hiicrenin dolini veya potansiyel dolini de belirttigi takdir edilecektir.
Sonraki kusaklarda mutasyona veya cevresel etkilere badlColarak bazOmodifikasyonlar
olabildigi icin, bu d&l asllbda ana hiicreyle aynCblmayabilir, ama yine de burada kullan3n
terimin gergevesi igine girmektedir. Bir konak hiicre herhangi bir prokaryotik veya ékaryotik
hiicre olabilir. Ornedin bir IMI poliniikleotit C. ghstamicum gibi bakteriyel hiicrelerde, bdcek
hiicrelerinde, mantar hicrelerinde veya memeli hiicrelerinde (6rnedin Gin hamsteri
yumurtalkl hiicreleri (CHO) veya COS hicreleri), alglar, siliyatlar, bitki hicreleri, mantarlar
veya C glutamicumn gibi baska mikroorganizmalarda eksprese olabilir. Baska uygun konak

hiicreler bu alanda uzman olanlarca bilinmektedir.

Kiltirdeki bir prokaryotik veya oOkaryotik konak hiicre gibi bir konak hiicre bir IMI

poliniikleotit lretmek (veya eksprese etmek) icin kullanl@bilir. Dolaylslyla mevcut dokiiman

ayrlch bulusun konak hicrelerini kullanarak IMI polipeptitleri Gretmek icin yontemleri

acklamaktadltl Yéntem (bir IMI polipeptidi kodlayan bir rekombinant ekspresyon vektérinin

dahil edildigi veya genomuna yabani tip veya IMI polipeptidi kodlayan bir genin dahil edildigi)
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konak hilicrenin uygun bir ortamda IMI polipeptit (retilene kadar kiltlirlenmesini
icerebilmektedir. Yontem ayrlch ortamdan veya konak hiicreden IMI polipeptitlerin izole
edilmesini icerebilmektedir. Baska bir y&n izole edilmis IMI polipeptitlere ve bunlarl biyolojik
olarak aktif boliimlerine iliskindir. “Izole ediimis” veya “saflastiEImE’ polipeptit veya bunun
biyolojik olarak aktif bolimi, rekombinant DNA teknikleriyle (Uretildidinde hiicresel
malzemenin bir klsSnfdan veya kimyasal olarak sentezlendiginde baska kimyasallardan aridir.
“Hicresel malzemeden esas itibarha ari” ifadesi, polipeptidin, dogal olarak veya
rekombinant yolla iginde Uretildigi hiicrelerin hiicresel bilegsenlerinin bir kismbdan ayrld@]
IMI polipeptit terkiplerini kapsamaktad[t] Bir yonde “hlicresel malzemeden esas itibarkda ari”
cumlesi yaklaskl %30'dan az (kuru aglk olarak) IMI olmayan malzeme (burada “kontamine
edici polipeptit” olarak da gegmektedir), daha tercihen yaklask! %20°den az IMI olmayan
malzeme, daha da tercihen yaklaskl %10°'dan az IMI olmayan malzeme ve en ¢ok tercih
edilen durumda yaklaskl %5ten az IMI olmayan malzemeyi haiz bir IMI polipeptidin

terkiplerini kapsamaktadlrl

IMI polipeptit veya bunun biyolojik olarak aktif bolimi rekombinant yolla (retildiginde,
tercihen kiltir ortamndan da esas itibarlda aridir, yani kiiltdr ortampolipeptit terkibinin
hacminin yaklaskl %20'sinden azlnl Jdaha tercihen yaklaskl %10’'undan azln[¥e en ¢ok tercih
edilen durumda vyaklaskl %5inden azDltemsil eder. “Kimyasal oncllerden veya baska
kimyasallardan esas itibarlyla ari” climlesi, polipeptidin, polipeptidin sentezinde rol oynayan
kimyasal 6nclilerden veya baska kimyasallardan ayr[d@IIMI polipeptit terkipleri kapsar. Bir
yonde, “kimyasal oncilerden veya baska kimyasallardan esas itibarlyda ari” ifadesi yaklaskl
%30'dan az (kuru agllkl olarak) kimyasal onciler veya IMI olmayan kimyasallar, daha
tercihen yaklaskl %20'den az kimyasal oncliler veya IMI olmayan kimyasallar, daha da
tercihen yaklaskl %10'dan az kimyasal Oncliler veya IMI olmayan kimyasallar ve en cok
tercih edilen durumda yaklaskl %5ten az kimyasal dnciler veya IMI olmayan kimyasallar(d
haiz bir IMI polipeptidin terkiplerini kapsar. Tercih edilen yonlerde, izole edilen polipeptitler
veya bunlaril biyolojik olarak aktif béllimleri, IMI polipeptidin elde edildigi ayn[drganizmadan
kontamine edici polipeptitler icermez. Tipik olarak bu polipeptitler Triticum aestivum disIndaki
bitkilerde veya C. giutamicum, siliyatlar, alglar veya mantarlar gibi mikroorganizmalarda

ornegin bir Triticum aestivum IMI Polipeptidin rekombinant ekspresycnuyla Gretilir.

Burada agklanan IMI polintkleotid ve polipeptit dizilerinin ¢esitli kullanmlarCardr] Nukleik

asit ve amino asit dizileri bitkileri donistirmek, bdylece bitkinin imidazolinon herbisitlerine
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direncini modile etmek icin kullan@3bilir. Dolayklvla mevcut dokiiman bir imidazolinon
herbisite toleransCartticlithsltransgenik bir bitki uretmek icin (@) bir bitki hlicresinin bir veya
daha fazla IMI niikleik asit iceren bir veya daha fazla ekspresyon vektoriiyle donistirilmesini
ve (b) bitki hlicresinden bir imidazolinon herbisite direnci bitkinin yabani tip cesidine klyhsla
daha ylksek olan transgenik bir bitkinin Gretilmesini iceren bir yontemi ac¢klamaktad(t]

Birden fazla IMI nukleik asit farkiICdenomlardan elde edilebilmektedir.

Burada ayrich {a) bir IMI niikleik asidini iceren bir ekspresyon vektdriyle bir bitki hicresinin
dénUstlrilmesini iceren bir imidazolinon herbisitine karsOartiElfh(g] toleransa sahip bir
transgenik bitkinin Uretilmesine yonelik yontemler agklanmakta olup, burada nikleik asit
Imil olmayan bir nikleik asittir ve (b) burada bitkinin yabani tip cesidine kihsla bir
imidazolinon herbisitine karsUartlklmls] dirence sahip bir transgenik bitkiden bir bitki

hiicresinin lretilmesi de a¢cKlanmaktad

Mevcut dokiman bir bitkinin bir imidazolinon herbisite toleransmlCmodifiye etmek igin, bir
veya daha fazla IMI nikleik asidin ekspresyonunun modifiye edilmesini iceren yéntemleri
acklamaktadltl Tercihen nikleik asitler farkllCdgenomlar (zerinde bulunur veya farkl]
genomlardan elde edilir. Bir IMI polintikleotidin ekspresyonu artt@rak veya azalt@drak
stasila bitkinin imidazolinon herbisite direnci arttFlIdbilir veya azalt@@bilir. Tercihen bitkinin
imidazolinon herbisite direnci, bir IMI poliniikleotit ekspresyonu arttifldrak arttcIE] Bir IMI
poliniikleotidin ekspresyonu bu alanda uzman olanlaril bildigi herhangi bir yontemle modifiye
edilebilir. IMI poliniikleotitlerin ekspresyonunu arttiina yéntemleri, bitkinin transgenik oldudu
veya olmadtdurumda kullandbilir. Bitkinin transgenik oldugu durumlarda, bitki yukarida
acklanan IMI kodlaylcl hiikleik asitlerin herhangi birini iceren bir vektdrle déndstiirilebilir
veya bitki, ornegin bitkideki endojen IMI poliniikleotitlerin ekspresyonunu yoneten bir

promotérle dénistirilebilir.

Boyle bir promotdr dokuya spesifik olabilmekte veya gelisimsel olarak diizenlenebilmektedir.
Alternatif olarak, transgenik olmayan bitkiler bir dodal promotor uyarl@rak modifiye edilen
endojen IMI poliniikleotit ekspresyonuna sahip olabilir. Hedef bitkilerde SEKANS KIMLIK
NO:1, SEKANS KIMLIK NO:3 veya SEKANS KIMLIK NO:5i iceren polinikleotitlerin
ekspresyonu shlfland fikldImamak lzere asagdbki drneklerden biriyle sadlanabilir: (a) yaplcld

promotér, (b) kimyasalla uyarl@n promotdr ve (c} o©rnedin cinko parmak tirevli
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transkripsiyon faktérleriyle tasarlanm(s] promotdr asklEkspresyonu (Greisman ve Pabo, 1997
Science 275:657).

IMI polinlklectidin transkripsiyonu Greisman ve Pabo, 1997 Science 275:657 taraflndan
acklanan ve Sangamo Biosciences, Inc. tarafdan imal edilen ¢inko parmak tiirevli
transkripsiyon faktorleri (ZFP'ler) kullanl@rak modile edilebilmektedir. Bu ZFP’ler hem bir
DNA tan(oha alanChem de bir IMI ndkleik asit gibi bir hedef nikleik asidin aktivasyonuna veya
baskll@dnmashh neden oclan iglevsel bir alan icerir. Bu nedenle, yukaridh acklanan IMI
poliniikleotit promotdrlerini  spesifik olarak tanihn ve bir bitkide IMI poliniiklectit
ekspresycnunu azaltmak veya arttlcinak icin kullan@@bilen, boylece bitkinin herbisit direncini

maodile eden aktive edici ve baskBy[CLZFP'ler yaratldbilir.

Yukaridea daha ayrkllolarak ag¢lland@gibi, mevcut dokiiman@ yoéntemleriyle Uretilen
bitkiler tek cenekli veya cift cenekli olabilir. Bitkiler &rnedin m&Ik) budday, ¢avdar, yulaf,
tritikale, piring, arpa, soya fasulyesi, flstlk] pamuk, kolza, kanola, manihot, biber, aygicegi,
kadife, solanaceae bitkileri, patates, titiin, patllcdn, domates, Vicia tiirleri, bezelye, yonca,
kahve, kakao, cay, Salix turleri, palmiye agac[JHindistan cevizi, cok yllKlotlar ve yem bitkileri
arastan segilebilir. Tercih edilen bir diizenlemede bitki bir budday bitkisidir. Yem bitkileri
arasnda shidandrkcldlmamak kosuluyla Budday ¢imi, Kanarya otu, Eriste otu, Arpa, Mavi of,
Ayrlklotu, Yonca, Salfoin, Gazal boynuzu, Melez TIFL] KzIYonca ve Sarc Yonca yer allcl

Tercihen, bitki bir budday bitkisidir. Yukardh acKanan yontemlerin her birinde, bitki
hiicreleri arasinida shirlandrkEl Jolmamak kosuluyla bir protoplast, gamet (retici hicre,
yeniden bir tam bitki Greten bir hiicre yer alld Tercihen, bitki bir bugday bitkisidir. Burada
“transgenik” terimi en az bir rekombinant poliniikleotidin tamamleya bir kismnldgeren
herhangi bir bitki, bitki hiicresi, kallus, bitki dokusu veya bitki bdlimiini belirtmektedir.
Bircok durumda rekombinant polindkleotidin tamamUClveya bir klsmOsonraki kusaklara
iletilmek Uzere kallcbir sekilde bir kromozom icine veya kallcbir kromozom dis[Bdeye
kat (]

Yukarida agKland@1gibi mevcut dokiman, bir budday bitkisinin veya tohumunun
imidazolinon direncini bitkinin veya tohumun yabani tip bir ¢esidine kiyhsla arttlcinak icin

bilesimleri ve yontemleri agklamaktadlt] Tercih edilen bir diizenlemede, bir bugday bitkisinin
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veya tohumunun imidazolinon direnci, bitkinin veya tohumun tercihen yaklaskl olarak 10-400

g ai ha'l, daha tercihen 20-160 g ai ha'l 1

ve en ¢ok tercih edilen durumda 40-80 g ai ha
imidazolinan herbisit uygulamasihi dayanabilecedi sekilde arttI3bilmektedir. Burada bir
imidazolinon herbisit uygulamasb “dayanmak”, bitkinin boyle bir uygulamayla 6lmeyecegi

veya zarar gbrmeyecedi anlambla kullan [thaktadlcl

Ayrlch burada bir budday bitkisinin civardaki zararlCbtlarCkontrol etmek icin, zararlCbtlara
ve budday bitkisine bir imidazolinon herbisitin uygulanmas@l] igeren bir yontem
acklanmaktadlr] burada budday bitkisinin imidazolinon herbisite direnci budday bitkisinin
yabani tip bir ¢esidine klyasla artar ve burada bitki bir veya daha fazla IMI nikleik asit igerir.
Bitki farkiCgenomlar tizerinde bulunan veya farklCgenomlardan elde edilen birden fazla IMI
niikleik asit icerebilmektedir. Bitki Imil olmayan bir niikleik asit icermektedir. Imidazolinona
direnci arttlclith 5] bugday bitkileri temin edilerek, bitki biiylimesini arttlcinak ve besinler igin
rekabeti azaltmak (izere budday bitkilerini zararlOotlardan korumak icin cok cesitli
formiilasyonlar kullanidbilir. Bir imidazolinon herbisit kendi baglhb burada aclklanan bugday
bitkilerini ¢evreleyen alanlardaki zararl[] otlarl@l kontrolli icin giceklenme ©&ncesinde,
ciceklenme sonraslikla, ekim oncesinde ve ekim slidsida kullanldbilir veya baska katk[d
maddeleri iceren bir imidazolinon herbisit formiilasyonu kullanI3bilir. Imidazolinon herbisit bir
tochum islemi olarak da kullanl3bilir. Bir imidazolinon herbisit formilasyonunda bulunan katk[d
maddeleri arasiida bagka herbisitler, deterjanlar, adjuvantlar, yayma maddeleri, yap(stiricI]
maddeler, stabilize edici maddeler veya benzeri yer alEl Imidazolinon herbisit formilasyonu
[slak veya kuru bir terkip olabilir ve bunlar arasioda shldandrkl dimamak kosuluyla akabilen
tozlar, emiilsifiye edilebilir konsantreler ve skl konsantreler yer allE]l Imidazolinon herbisit ve
herbisit formilasyonlarCheleneksel yontemlere gore, érnedin, piskirtme, sulama, tozlama

veya benzeriyle uygulanabilir.

Bulus ayrich kapsam[Clherhangi bir sekilde shlrfandrEllolarak yorumlanmamaslkereken
asagldeki orneklerle acklanmaktadlr]

ORNEKLER ORNEK 1

Direncli Gunner Budday Hatlario/d Mutagenezi ve Secimi
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Imidazolinona direncli budday mutasyon ve geleneksel secim ve lretimle elde edildi.

Baslanggltohum mutagenezi asagldaki gibi yapId[]

1. Sert klrinz[¥az buddaydesidi Gunner techumlar[dnceden musluk suyuna daldirid (]

2. Musluk suyu bosaltldktan sonra, tohum kabhl %0.03 Etilmetan siilfonat {(EMS) ve %0.02
Dietil Sulfat (DES) c¢6zeltisi dokuldu. Kap iki saatlik islem boyunca her 10-15 dakikada bir
calkaland(d

3. EMS ve DES c¢ozeltisi bosaltld(ve 0.001M fosfat tampon iginde %0.02 sodyum azit

¢ozeltisi ilave edildi.
4. Uglincli asama tekrarland

5. Daha sonra tohumlar musluk suyuyla durulandClve kurutuldu. Kurutulduktan sonar

techumlar ekildi.

6. Ekilen tohumlar M1 kusadlkemsil ediyordu. M1 bitkilerinden toplanan tohumlar M2
kusagmlBemsil ediyordu.

M2 tohumu ekildi ve ¢kbn bitkiler duyarlCbugday[dldiirecek oranlarda imazamoks herbisitle
yaklaskl olarak 2-3 yaprak asamasloda islemden gecirildi. Toplam dokuz herbisite toleransiC]
bitki segildi ve yeniden bir serada ekildi. Dokuz bitkinin her birinden dél tohumu toplandC1Bu
tohum bir serada ekildi. Bitkilere imazamoks herbisit 80 g. a.i./ha + %1.0 Sun-It adjuvant
{hacim/hacim) seviyesinde piskirtiildii ve tolerans aclsIndan degerlendirildi. HRS 198205 ve
HRS198208 olarak adlandltldn iki hattan toplam on iki bitki en toleransiCblarak belirlendi.
Her hatta herhisit toleransClgin aylfina, tek bir yarChaskidl genle tutarlftdl124 bitkinin dol
tohumu toplandre dederlendirme ve secim igin yine bir serada ekildi. Bitkilere imazamoks
herbisit 80 g. a.i./ha. + %1.0 Sun-It adjuvant {(hacim/hacim) seviyesinde plskirtilerek en
ylksek tolerans seviyesini gdsteren alt hatlar belirlendi. Ayrich alt hatlaril Gunner’ll fenotipik

ozelliklerine sahip oldugu belirlendi.

HRS198205 ve HRS5198208'in ddl tohumu toplandClve tarlaya ekildi. Tarla parsellerine
imazamok herbisit 80 ¢. a.i./ha. + %1.0 Sun-It adjuvant (hacim/hacim) seviyesinde
puskurtiildi. Her hattaki bitin bitkiler imazamoks herbisite aynlCkabul edilebilir tolerans
seviyesini gobsterdi. Bu sonuglar temelinde, bes HRS198205 alt hattilnl parsellerinden

toplanan tohumlar AP205CL (yukarida Gunner IMI 205 olarak gegmektedir) olarak
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adlandlldn tek bir parti halinde birlestirildi. Ayrich bes HRS198208 alt hattlnl parsellerinden
toplanan tohumlar AP602CL (yukarida Gunner IMI 208 olarak gegmektedir) olarak
adland[tldn tek bir parti halinde birlestirildi. Tohum arttleinalar birkag yerde yapldL1Bitin
tochum arttlrinalaribb imazamoks herbisit 40 g. a.i./ha + %0.25 (hacim/hacim) noniyonik
ylizey aktif madde seviyesinde puskirtuldi. Hi¢ herbisite duyarlbitki gozlemlenmedi. Ayrlch
bitdn bitkiler Gunner gesidi bitkilerle karsldstiridbilirdi.

ORNEK 2

Direncli Madsen Budgday Hatlario/d Mutagenezi ve Secilmesi

Yumusak beyaz ksl bugdaykesidi Madsen tohumlarCdonceden musluk suyuna daldirIdld
Musluk suyu bosaltIdktan sonra tohum kablnk %0.03 EMS ve %0.02 DES ¢ozeltisi dokalda.
Kap iki saatlik islem boyunca her 10-15 dakikada bir calkalandlJEMS ve DES g¢ozeltisi
bosaltldCve 0.001M fosfat tampon iginde %0.02 sodyum azit ¢dzeltisi ilave edildi. Kap iki
saatlik islem boyunca her 10-15 dakikada bir yeniden calkaland(Tohumlar musluk suyunda

durulandCve kurutuldu. Kurutulduktan sonra tohumlar ekildi. Ekilen tohumlar M1 kusagni]
temsil ediyordu. M1 bitkilerinin kendi kendine tozlanmaslol izin verildi ve M2 tohumlarChir
y@nl olarak toplanddYaklaskl 0.2 hektar M2 tohumu tarlaya ekildi ve elde edilen bitkiler 40g.
ai/ha imazamoks oranfyla islemden gecirildi. On iki M2 bitkisinin toleranslChldugu saptand[]
Bu bitkiler kazlldrak ¢khrId[ e vernalizasyon ve M3 tohum Uretimi icin Pullman, WA'ya
gonderildi. Her M2 bitkisinden M3 tohumlarCkerada ekildi ve elde edilen bitkiler 8 hafta
vernalize edildikten sonra 80 g. ai/ha Imazamoksla islemden gegirildi. Bitkiler gdzlemlenen
tolerans seviyeleri temelinde secildi ve tohum dretimi icin baska bir yere tagbd(dBir My
olarak 40 g/ha imazamoksa toleranslCblarak secilen Madsenl adyerilen M2:3 hattln, M3

doliine uygulanan 80 g/ha oranlida imazamoksa toleranslCloldugu teyit edildi. Sonraki
molekiiler karakterizasyon Madsen1’in imidazolinon herbisitlerine tolerans verdigi bilinen A/s2

AHAS gende bir mutasyona sahip oldugunu ortaya koydu.

ORNEK 3

AP205CL ve AP602CL Budday Bitkilerinin Imidazolinon Herbisitlere Toleransi]
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Hem AP205CL hem de AP602CL budday bitkileri imidazolinon herbisitlere, bu herbisitler
tarafmdan /7 vitro inhibisyona direncli olan AHAS enzimin bir mutasyonuna baglColarak
toleranslidlr] Bu, yabani tip bugdaydan ekstrakte edilen AHAS enzimin aktivitesinin herbisite
toleransITIAP205CL bitkilerinden (Sekil 5A) ve AP602CL bitkilerinden (Sekil 5B) ekstrakte
edilen AHAS aktivitesiyle karsldstElhasida gosterilir. Sekil 4'teki veriler inhibe edilmemis
aktivitenin bir yiizdesi olarak ifade edilir. Yabani tip Gunner bugdaydan AHAS enzimi
imidazolinon herbisit imazamoksun disiik bir konsantrasyonunun (1 M) varllnda aktivitede
yuzde 1 ila 35 azalma gosterir. Bu aktivite daha ylksek herbisit konsantrasyonlarinda (100
M) enzimin hemen hemen yiizde 100 inhibisyonuna kadar diismeye devam eder. Buna
karslkl herbisite toleransICJAP205CL bitkilerinden ekstrakte edilen AHAS enzimi 1 M
imazamoks konsantrasyonunda aktivitesinin hemen hemen yiizde 90'lmlkorur ve daha
yuksek (50 M ila 160 M) konsantrasyonlarda aktivitesinin yaklaslkl olarak Ggte birini korur.
Herbisite tolerans|CJAP602CL bitkilerinden ekstrakte edilen AHAS enzim 1 M imazamoks
konsantrasyonunda aktivitesinin hemen hemen yizde 80-100°Uni ve daha yiksek (50 M ila
100 M) konsantrasyonlarda aktivitesinin hemen hemen yarlslnl korur. Bu aktivite seviyeleri,
toleranslCbugday bitkilerinin, secim islemi slfasfda (Ornek 1) gdzlemlendidi gibi imazamoks

uygulamasb ragmen hayatta kalmasbl3aglamak icin yeterlidir.

ORNEK 4
Madsen Budday Bitkilerinin Imidazolinon Herbisitlere Tolerans/ 7

Madsenl bir sera callSimasinda 40 ve 80 g/ha imidazolinon herbisit imazamoksa tolerans
acsndan degerlendirildi. Duyarl(] bugday kiiltivar(J Teal kontrol olarak kullanfdd
Dederlendirme islemden 14 giin sonra yapldldHasar 0-9 6lgedinde degerlendirildi, 0 hig
hasar yok anlambbh ve 9 bitki 6limi anlamb geliyordu. Sekil 6A’da sunulan veriler

Madsen1'in imazamoksa toleransColdugunu géstermektedir.

Madsenl'deki tolerans AHAS enzimdeki onu imidazolinon herbisitlerle inhibisyona direncgli
kI@n bir mutasyona badlColdugu igin, yabani tip bitkilerden (tolerans icin mutasyonu
olmayan) ekstrakte edilen AHAS'D /n wvitro aktivitesi degisen konsantrasycnlarda bir
imidazolinon (IMI} herbisitin varlidiida toleransiChitkilerden ekstrakte edilen /in vitro AHAS
aktivitesiyle karsdsticIdbilir. Madsenl yabani tip Madsen cesidiyle karsldstiId]Sonuclar
Sekil 6B'de gosteriimektedir. Sekil 6B'de imazamoks Aonsanirasyonu arttkéa, inhibe
edilmemis AHAS enzim aktivitesinin yabani tip hatlarda Madsen1‘dekinden daha hzlCzald Gl
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gdsterilmektedir. 100 yM imazamoksta kalbkOnhibe edilmemis AHAS Madsenl'de herbisite

toleransl[bir yanElsaglamak icin yeterlidir.

ORNEK 4

AHAS Enzim Aktivitesini Lds in ve Valinle Geri Besleme Inhibis yonu

AHAS'I0l dallanmsl zincirli amino asitler tarafinidan geri besleme inhibisyonuna tabi tutuldugu
bilinmektedir. Valin ve 18sin kombinasyon halinde &zellikle etkili inhibitdrlerdir.
Incelendidinde, yabani tip cesit Gunner, AP205CL ve AP602CL'den ekstrakte edilen AHAS
enzimler valin ve ldsin kombinasyonuyla inhibisyonun kars@sticddbilir modellerini gésterdi
(Sekil 7A ve 7B).
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<210> 1

<211> 411

<212> DNA

<213> Triticum aestivum

<400> 1

tectgtgoce aacccaggtyg ttacagttgt tgacattgat ggtgatggta gtttccteat 60
gaacattcag gagttggegt tgatccgeat tgagaacete ceagtgaagg tgatgatatt 120
gaacaaccag catctgggaa tggtegteca gtgggaggat aggttttaca aggecaatcg 180

ggegeacaca taccttggea acccagaaaa tgagagtgag atatatccag attttgtgac 240
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gattgctaaa ggattcaacg ttccageagt tegagtgacg aagaagageg aagtcactge 300
agcaatcaag aagatgettg agaccecagg gecatacttg ttggatatea tagtcecgea 360
tcaggageac gtgetgecta tgatcecaaa cggtggtget ticaaggaca t 411
<210> 2

<211> 168

<212> PRT

<213> Triticum aestivum

<400> 2

Ala GIn Tyr Tyr Thr Tyr Lys Arg Pro Arg Gln Trp Leu Ser Ser Ser

1 5 10 15

Gly Leu Gly Ala Met Gly Phe Gly Leu Pro Ala Ala Ala Gly Ala Ala
20 25 30

Val Ala Aso Pro Gly Val Thr Val Val Asp Tle Asp Gly Asp Gly

Phe Leu Met Asn Tle Gln Glu Leu Ala Leu Ile Arg Tle Glu Asn
50 55 60

Pro Val Lys Val Met Ile Leu Asn Asn Gln His Leu Gly Met Vval
65 70 75

Gln Trp Glu Asp Arg Phe Tyr Lys Ala Asn Arg Ala His Thr Tyr
85 30 a5

Gly Asn Pro Glu Asn Glu Ser Glu Ile Tyr Pro Asp Phe Val Thr
100 105 110

Ala Lys Gly Phe Asn Val Pro Ala Val Arg Val Thr Lys Lys Ser
115 120 125

Val Thr Ala Ala Ile Lys Lys Met lLeu Glu Thr Pro Gly Pro Tyr
130 135 140

Leu Asp Ile Ile Val Pro His Gln Glu His Val Leu Pro Mst Ile
145 150 155

Asn Gly Gly Ala Phe Lys Asp Met
165

<210> 3

<211> 511

<212> DNA

<213> Triticum aestivum

<400> 3
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Ser

Leu

val

80

Leu

Ile

Glu

Leu

Pro
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gcggctcagt
gcaatgggat
gttgttgaca
cgtattgaga
gtgcagtggg
gasaaatgaga
gcagttcgtg
ccagggeocat

ccaaacggtg

<210> 4
<211> 168
<212> PRT

<213> Triticum

<400> 4

Ala Gln Tyr
1

Gly Leu Gly

Val Ala Agn

35

Phe Leu
50

Met

Pro Val
65

Lys

Gln Trp Glu

Gly Asn Fro

Ala Lys Gly

115

Val Thr
130

Ala

Lou Asp Ile

145

<210= 5

<211> 498
<212
<213>

<400> 5

DNA
Triticum aestivum

attacactta
trgggttgce
ttgatggyga
acctcccagt
aggataggtt
gtgagatata
tgacgaagaa
acttgttgga

gtgcttttaa

aestivum

Tyr Thr

Ala
20

Meat

Pro Gly

Asn lle

Val Met

Asp Arg

85

Glu
100

Agn

Phe

Asn

Ala

Ile

Ile Val

Tyr

Gly

val

Gln

Tla

70

Phe

Glu

val

Lys

Pro

caagcggcca
agctgcagct
tggtagtetc
gaaggtgatg
ttacaaggee
tccagatett
gagcgaagtc
tatcattgte

ggacatgatce

Lys Arg

Phe Gly

Pro

Leu

cggcagtggc
ggegctgetg
ctcatgaaca
atattgaaca
aaccgggcgc
gtgacgattg
actgcagcaa
ccgeatcagg

C

Arg Gln

10

Pro Ala

25

Thr val

40

Glu
55

Leu
Lau Asn
Tyr

Lys

Ser Glu

val

Ala

Asn

Ala

Ile

Asp Ile

Leu Ile

Gln His

]

Asn
90

Arg

Tyr Pro

105

Ala
120

Fro

Lys Met

135

His Gln

150

val

Leu

Glu

Arg val

Glu

Thr

Val
155

His

tgtctrcarc
tggccaacec
ttcaggagtt
accagcatct
acacatacct
ctaaaggatt
tcaagaagat

agcacgtget

Trp Leu Ser

Ala Ala Gly

30

Asp Gly

45

Asp

Arg Ile Glu

60

Leu Gly Met

Ala His Thr

Phe Val

110

Asp

Thr Lys

125

Lys

Pro Pro

140

Gly

Leu Pro Met

38

cggrttgggt
aggtgttaca
ggcgttgatc
gggaatggtg
tggcaaccca
caacgttecg
gcttgagacc

gcctatgatc

Ser Ser

15

Ala Ala

Gly Ser

Asn Leu

Val Val

80

Tyr Leu

95

Thr Ile

Ser Glu

Tyr Leu

Ile Pro

160

€0

120

180

240

300

360

420

480

511



10

ggctcagtat

aatgggattt
tgttgacatt
tattgagaac
gcagtgggag
aaatgagagt
agttogtgtg

agggccatac

aaacqgtggt

<210= 6
<211> 168
<212> PRT

tacacttaca
gggttgccag
gatggggatg
ctcccagtga
gataggtttt
gagatatatc
acgaggaaga

ttgttggata

gettttaa

<213> Triticum aestivuim

<400> 6

agecggcecacyg
ctgcagctgg
gtagtttcet
aggtgatgat
acaaggccaa
cagattttgt
gogaagtcac

tcattgtcec

gcagtggctg
cgctgctgtg
catgaacatt
attgaacaac
ccgggogeac
gacgattgct
tgcagecpatce

gcatcaggag

tecttecateog
gccaacccag
caggagttgg
cagcatctgg
acataccttg
aaaggattca
aagaagatgc

cacgtgctge

gttrgggtgce
gtgttacagt
cqgttgateeq
gaatggtggt
gcaacccaga
acgttcecggc
ttgagacees

ctatgatccc

Ala Gln Tyr Tyr Thr Tyr Lys Arg Pro Arg Gln Trp Leu Ser Ser Ser

1

5

10

39

15

60

120

180

240

300

360

420

480

498



10

15

20

25

Gly

Val

Phe

Pro
65

Gln

Gly

Ala

val

Leu
145

Asn

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Leu

Ala

Lay

val

Trp

Asn

Lys

Thr

130

Asp

Gly

7
13

TYr

Gly

Asn

35

Mt

Lys

Glu

Pro

Gly

115%

Ala

Ile

Gly

PRT

Yapay Sekans

TYyr

Ala

20

Pro

Asn

val

Asp

Glu

100

Phe

Ala

Ila

Ala

Thr

Met

Gly

Ile

Met

Arg

85

Asn

Agn

Ile

val

Phe
165

Tyr

Gly

val

Gla

Ile

10

Phe

Glu

Val

Lys

Pro

150

Lys

Lys

Phe

Thr

Glu

Leu

Tyr

Ser

Pro

Lys

135

His

ABp

Arg

Gly

Val

40

Leu

Asn

Lys

Glu

Ala

120

Met

Gln

Pro

Leu

25

Val

Ala

Asn

Ala

Ile

105

Val

Glu

Arg

10

Pro

Asp

Lau

Gln

Asn

990

Tyr

Arg

Glu

His

Gln

Ala

Ile

Ile

His

75

Arg

Pro

val

Thr

Val
155

Trp

Ala

Asp

Arg

Leu

Ala

Asp

Thr

Proc

140

Leu

Leu

Ala

Gly

45

Gly

Bis

FPhe

Lys

125

Gly

Pro

Yapay Sekans i A¢ Klamas : Ornekleyici saklanm § peptit

Ala lle Thr Gly Gln Val Pro Arg Arg Met lle Gly Thr

1

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7
5
8
4
PRT
Yapay Sekans

10

Yapay Sekans 1 Ac klamas : Ornekleyici saklanm g peptit

8

40

Saer

Gly

30

Asp

Glu

Met

Thr

Val

110

Lys

Pro

Met

Ser

15

Ala

Gly

Asn

val

Tyr

95

Thr

Ser

Tyr

Ile

Ser

Ala

Ser

Leu

val

Lau

Ile

Glu

Leu

Pro
160



10

20

25

30

35

40

45

50

55

Gln Trp Glu Asp
1

<210> 9

<211> 19

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220
<223> Yapay Sekans 1 A¢ klamas : Ornekleyici saklanm § peptit

<400> 9

Val Phe Ala Tyr Pro Gly Gly Ala Ser Met Glu Ile His Gln Ala Leu
| 5 10 15

Thr Arg Ser

<210> 10

211> 6

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>
<223> Yapay Sekans 1 A¢ klamas - Ornekleyici saklanm § peptit

<400 10

Ala Phe GIn Glu Thr Pro
l 5
<210> 11

211> 5

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>
<223> Yapay Sekans i A¢ Klamas : Omekleyici saklanm § peptit

<400> 11

Ile Pro Ser Gly Gly
1 5

41
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Sekil 1A

Gunner IMI1 205’in k §mi niikleotit sekans {SEK KIM NO:1)

L

T
o -

T T GUCG U CAACC AT T TACACT TS TCACAT AT ZOTSATGLT
AT TCC T CATGAA AT T CAGGAC TTGGOAT TCAT I ZGCA I TUAGAACCT
OO CAGTGARGGTGATCGATAT T3ANCARCTAGTATOTGEERA RETEETE0
ASTCGGAGGATAGOTT T TATAN RO CANTCGHGOSIACATATA T TUGET

ANCOCAGAR AR 1IN NG CAGE UATATCCAZAT DTS TAnC B T oT A A

-—

S s

R S L
P S

-

(251 AGGATICAATOTTC A A T TCCAG T ACGAAGAN SR SCGALGT ZACT:
(3210 CAGCARRTIAAGARAGATGUTTSAGACCC CAGSGCUATAC TT I TGN TATS
(327 ATAGTCOCG AT AGGMGOA DG TGU TS ICTATEAT ITCAA DG S RGTGH
P332 TTIOCAAGGACAT (212

Sekil 1B
Gunner IMI1 205°in k(Smi olarak belirlenen niikleotit sekans[{SEK KIM NO:2)

: AUV E RN OW S LS G CAMGFG  PAMGAN AN PGV VLT VTS F
PO MNTOEDAL LRTEN TP VEVMT LNRNCEHLGMV Y OWEDRF YV ANRAHT Y N PE
V10 NESELYEDRFVI IAXKGENVEAYVRVTRFSEVTAARIKEMLETPSFYLLDIIVE
1) HQERVLIMISNGCZAREDM
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Sekil 2A

Gunner IMI2 208’in kSmi niikleotit sekans {SEK KIM NO:3)

N GOGICTCRGTAT TACACTPATRAGIGCC CADGCCQACTSGUTAT ZTTOAT
(Dl CCEGTTTCCEI SCAATZEGATTIGECTTCOCAZCTGIASCTEECECTGECT

Clol) GTECECOAACCOTAGGTS MTACAG G SACN T TCATOURGA R LAST T
V1313 COTCATGARCATTCAGORE TGS I IGATCOSTATTGAGARCCTCIZAS

(201) TGARAGGTEATGATA T TCRACAATCAS ZAT I TUGGARNTGC TGS TS TAT TGS
12217 CGAGEATACCT . TTACRAGGUCARCCIGACECACACATACC TTOROANRCCC
(321) AGAMNAATSAGACSTGAGATATAT I CAGA TIT TGTGACSAT N CTARAGBAT
13510 TCARACCTICCGEIAUTTCCTO UCACGAAGAARAG GAAGTTATT ZCAZCA
AL ATCAAGARGATSI T T RA AN CACGESOrATAT TTGI TESA AT ATTGT

(231 CCODSCATCAGIACTALU G ISCCTAIGATCCCARR UGS TCOTEITITTS

- - - E ———y -
1S31F RAEGATATOATCT 1572)

Sekil 2B
Gunner IMI2 208’in k Smi olarak belirlenen amino asit sekans {SEK KIiM NO:4)

bld ARYYTTYXRFRCWLS SEGCLGAMGPELEAAARAAY ANPGVTVV T GDGSE
(30 LMNIQELALIRIENTESVEVMI 2NQELEMIURDREYYANRASTYLCNE
(200) ZENZSEIYFOFVIIAXGFNVIAVRVTKNSEVTAATIKXMLETRPGEYLLDIZV
(3500 PROEEVLEMIENGAATESM



Sekil 3A

Madsen IMI2 nin k(smi niikleotit sekans {SEK KIM NO:5)

Ry SOUTCAGTATIATACT I ACAAGO - CCACGETASTGGOTETLTTCATS
(51) COGTTTGGCTIIAATGGEA T TTGEOTTEC IAST IGCARCT GG TR T s

{17570 TEGOCAACTCAGE T I T TACAG 3T ICACATTCATVOGEGNICUTASTITS

Py L LN

(121, CICATEAACAT T ASCACT I ZECCTTOAT IO GTALTIARARC T TAGT

(20 GAA ST OAT AT AT T AL CARC T AGCAT DT ECEAR T OOTOE TGIATLT 305G
( o RSGATROGTTTTACANG S TCARCCGEGOG TACATATACC T T R CAASTON
'

T

GRARLTGACAGTGAGATATATC RGATTTTETGRIGATIGT A AATCAT

CAACCTIONGOLACT T o PG T EACCAACAAS A COARNGTCA UTGUAG TS

w2 -

il L B

T

NEENY IS BT

- row

TCARACARCATCGOTTOASE DO CAGREC ZATROT MG I DCSATATIAT ST

T s
CUGUAT CARGA S A T AT TGUC AT T ST CARA CL I OGS TTTIAN

,..__.q_;-
- e
"

b

Sekil 3B

Madsen IMI2’nin k Smi olarak belirlenen amino asit sekans (SEK KiM NO:6)

01; AUV Y ERPROWLESSGLIAMIFGLPANASALVANF OV TVVDILEDGSF
(31} LMYMIQELBRLIRIZNLFVIMILNNCHLOMVVOWEDRFTEANEASI 'Y LGNP
107} ENESESIVPLTVI IAEGENVEAVRVTEKSEVTAATKEZMLETPGEY LA IIV
(167) PREJERVLEMITNCGIATER
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Sekil 4

Alan B

Uws=0

Alan A
Transit
Peptiti AlITGRVPRAMIGT
- [
v J ‘

S S
ﬁFQE 1+
Alan D

YTAYPGEASMEIBOALTIRS
Alan C

1._J

[ ‘
3
1_,_+‘
IPHEG

Alan E
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Sekil 5A
Y abani tip bugdayda (gesitli Gunner) ve AP205CL’de ABAS Enzim Aktivitesinin in
inhibisyonu
Imazamox Kons. (WM) Gunner Yabani tip AP205CL
100.0 4 28
50.0 7 36
25.0 8 37
13.0 12 41
6.0 19 47
3.0 34 38
2.0 53 70
1.0 77 87
Sekil 5B
Yabani tip bugdayda (gesitli Gunner) ve AP602CL’de ABAS Enzim Aktivitesinin in
inhibisyonu
Imazamox Kons. (M) (Gunner Yabani tip AP602CL
100.0 15.1 43.5
50.0 16.5 46.3
25.0 254 49.6
12.5 434 53.7
6.3 59.6 61.9
3.1 83.6 71.8
1.6 99.8 84.3
Sekil 5C
Yabani tip bugday (cesitli Madsen) ve Madsen|’de ABAS Enzim Aktivitesinin
nhibisyonu
uM IMI Herbisit % Engellenmemis ABAS Aktivitesi
Madsen Yabani Tip Madsenl
100.0 0.0 22.2
50.0 1.7 24.5
25.0 2.7 25.3
12.5 6.0 27.7
6.3 12.0 34.8
3.1 254 42.0
1.6 423 53.6
0.8 64.2 72.2




Sekil 6
Bir Teal bugday kontrolii olarak Imazamox ile Madsen]’in azaltUmlg
yaralanmas[_

Bugday kiltiri Yaralanma puan ]

40g/ha 80g/ha
Imazamox Imazamox
Madsen] 3.3 5.1
Teal Kontrolii 8.9 9.0
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Sekil 7A
Yabani tip bugday (cesitli Gunner) ve AP205CL’de Lésin ve Valinle AHAS enzim
aktivitesinin geribildirim inhibisyonu

Lésin & Valin Gunner Yabani tip AP205CL
Kons. (uM)
1000.0 42 44
500.0 48 48
250.0 56 50
125.0 65 58
63.0 75 70
31.3 33 82
15.6 92 90
7.8 98 95
Sckil 7B

Yabani tip bugday (¢esitli Gunner) ve AP206CL’de Lésin ve Valinle AHAS enzim
aktivitesinin geribildirim inhibisyonu

Losin & Valin Gunner Yabani tip AP602CL
Kons. (uM)
1000.0 46.9 48.7
500.0 53.6 49.4
250.0 65.9 56.7
125.0 74.5 68.2
63.0 82.4 79.5
31.3 89.3 86.6
15.6 98.6 93.1
7.8 102.8 98.7




