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Transgeneettinen kasvi, jolla on modifioitu fysiologia,
morfologia ja modifioitu hormonimetabolismi, kasvin kudos-

viljelmid ja menetelmd sen valmistamiseksi

Keksintd koskee transgeenisia kasveja tai transgee-
nisia kasvielimiad, joilla on muunneltu fysiologia, morfo-
logia ja muunneltu hormonimetabolia, menetelmdd ndiden
kasvien ja elimien valmistamiseksi ja kudosviljelmid, jot-
ka sisdltdvat ndiden kasvien soluja tai elimid tai kasvi-
elimien soluja. Keksintd koskee myds transgeenisten kas-
vien kayttdd jalostettaessa kasveja, joilla on muunneltu
biokemiallinen, fysiologinen, kehitysfysiologinen ja mor-
fologinen ominaisuus ja transgeenisen kasvin tai elimen
tai niiden kudosviljelyjen k&ayttb6d sekundaaristen Kas-
vituotteiden valmistamiseksi.

Monissa bakteeri-indusoiduissa fytopatogeneesita-
pauksissa hormonibiosynteesi nédyttelee tairke&dtd osaa kas-
vin ja bakteerin v&élisessd vuorovaikutuksessa. Esimerkki
on Agrobacterium tumefaciens, joka on &k&m&bakterioositau-
din etiologinen tekijad. Tamdn kasvitaudin aiheuttaa infek-
toitujen kasvisolujen muuntunut hormonibiosynteesi. Kas-
visolut transformoituvat infektioprosessin aikana. Tamdn
saa aikaan DNA-fragmentin, "T-DNA:n", insertoituminen kas-
visolun genomiin ja sitd seuraava T-DNA:n sisdltdmdn ge-
neettisen informaation ekspressio. T&lla tavalla kasviso-
lun hormonimetaboliaa muunnellaan ja sdadtelemdtdn kasvai-
men kasvu indusoidaan.

Myds hr-taudin ("karvajuuritauti") patogeneesisséa
ensimmdinen tapahtuma on yksittdisten kasvisolujen trans-
formaatio. Hr-taudin aiheuttaa Agrobacterium rhizogenes-
bakteerin Ri-plasmidien DNA-fragmentit, jotka integroitu-
vat vaikutukselle alttiin kasvisolun genomiin. Agrobacte-
rium tumefaciens-bakteerin aiheuttamat bakteeridkédmit ovat
kimeerisid kudoksia, koska T-DNA:n geenituotteiden tuot-

tama auksiinien (IAA) ja sytokiniinien (IPT) biosynteesi
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edistad sekd transformoituneiden ettd transformoitumatto-
mien naapurisolujen kasvua. P8invastaisesti Agrobacterium
rhizogenes-bakteerin infektiokohdassa indusoimat juurikar-
vat sisdltavdt ainoastaan transformoituneita soluja. Sen
mukaisesti rol-geenituotteiden, jotka geenit sis&dltyvat
Ri-plasmidin DNA:han ja ovat integroituneet kasvigenomiin,
on ajateltu toimivan paddasiassa, jollei yksinomaan, trans-
formoituneissa soluissa. Ndin ollen oletettiin, ettd namad
geenit eivdt suoraan ota osaa siirtyvien kasvutekijodiden
synteesiin.

Tunnetaan neljd rol-geeni&d, nimittdin rola-,
rolB-, rolC- ja rolD-geeni. RolA- rolB- ja rolC-lokukset
tai geenit vastaavat avoimia lukuraameja 10, 11 ja 12 Ri-
plasmidin T ~DNA:ssa. Yksityiskohtaisemmat kuvaukset lokuk-
sista ovat antaneet Spena et al., EMBO J., 6 (1987), sivu
3891. Agrobacterium rhizogenes-bakteerin T -DNA:n sek-
venssin ovat julkaisseet Slightom et al., J. Biol. Chem.,
261 (1986), sivu 108. Binaarisen vektorin pPCV002 ovat
kuvanneet Koncz ja Schell, Mol. Gen. Genet., 204 (1986),
sivu 383.

Hr-syndrooma ldydet&dn kasveilta, jotka on regene-~
roitu Ri-transformoiduista juurista. Tamdn syndrooman tun-
nusomaisia ominaisuuksia ovat jdlkikasvuinen juurten muo-
dostus, juuriviljelmien korkea kasvunopeus hormonivapaassa
alustassa, alentunut apikaalidominanssi sekd varsissa ettéa
juurissa, muuntunut lehtien ja kukkien morfologisa, plagio-
trooppinen juurikasvu (nimittdin muuttunut geotropismi) ja
alentunut hedelmdllisyys. Tdysin kehittyneen hr-syndrooman
muodostuminen korreloituu rolA-, rolB-ja rolC-lokusten tai
geenien ekspressioon, joiden geenituotteilla on synergis-
tinen aktiivisuus juurimuodostuksen indusoimisessa; Spena
et al., yllda mainitussa paikassa.

Spena et al. kuitenkin l1l&hinn& vain kuvaavat vai-
kutusta, joka kaikilla kolmella lokuksella, yksittdisilléa

lokuksilla tai lokusten eri yhdistelmilld, on juurimuodos-
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tuksen induktioon infektoituneiden Kalanchoe- tai tupak-
kakasvien infektiokohdassa. Spena et al. eivat kuitenkaan
ole kuvanneet rolA-, rolB- tai rolC-lokusten tai n&diden
lokusten spesifisten yhdistelmien spesifisid biologisia
vaikutuksia kokonaisiin transgeenisiin kasveihin, joissa
kukin solu, eika vain infektiokohdassa 1l&sndoleva solu,
sisdltdd ndamd& lokukset tai niiden yhdistelm&t. Promootto-
rien muunteluiden wvaikutuksia, kun kaytetdan yksittdisia
rol-geenejd tai useamman kuin yhden rol-geenin yhdistel-
mid, ei ole tutkittu kokonaisissa transgeenisissa kasveis-
sa.

Oono et al., Jpn. J. Genet., 62 (1987), 501, esit-
tavat transgeeniset tupakkakasvit, jotka sisdltévat rolC-
geenin sen luonnollisen promoottorin sd&telyn alaisena ja
siksi omaa alentuneen pituuskasvun verrattuna villityypin
kasveihin. '

Koristekasvien alueella on suuri tarve kasveista,
jotka omaavat selvdn kdd&pidkasvun, Kkasveista, joiden ku-
kinta-aikaa voidaan sdddelld ja kasveista, jotka kestédvét
kauan jopa pidettdessd kukkamaljakoissa, joka tarkoittaa,
ettd kestdd kauemmin ennen kuin vanhenemisoireita nakyy.
Lisdksi on olemassa tarve kasveista, joilla on parantunut
juurisysteemi, jotka kasvavat hyvin jopa vaikeissa kasvu-
alueen olosuhteissa. Sellaiset fysiologiset ja morfologi-
set ominaisuudet on tdhdn mennessd saatu aikaan vain ké&-
sittelem&lld kasveja kemikaaleilla.

Kasveista, jotka omaavat merkittdvan k&dpidkasvui-
suuden, ollaan erikoisen kiinnostuneita kasvihuonevilje-
lyssd. Siitd asti menetelmd sellaisten kasvimorfologioit-
ten aikaansaamiseksi on sis&dlté&nyt, paitsi kemiallisesti
aktiivisten aineiden k&ytdbn, oleellisesti kasvin Kkasvun
fysikaalisen heikentémisen.

Kasvit, jotka ovat sopivia mainittuja ominaisuuksia
omaaviksi jalostettaviksi kasveiksi, on t&@h&n asti ollut

vain rajoitettavasti saatavissa.
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Valittaessa vastaviljeltyjad kasveja voi syntyd@ spe-
sifinen ongelma kahden ristisiitokseen osaaottavan kasvin
hedelmdllisyydesta.

Lisdksi kasvikudosviljelmia kéytetddn sekundaaris-
ten kasvituotteiden valmistukseen. Kuitenkin t&lla tavoin
saadut saannot eivdt ole tyydyttavia.

Niin muodoin esilld olevan keksinndn perustana ole-
va ongelma on esittdd kasvit ja kasvielimet, joilla on
muunnellut fysiologiset ja morfologiset ominaisuudet ja
antaa niitd8 uusien kasvien jalostukseen ja edullisten ku-
dosviljelmien valmistukseen. Lisdksi keksinntn perustana
oleva tekninen ongelma on esittdd menetelmdt sellaisten
kasvien ja elimien valmistamiseksi.

Y118 mainitut ongelmat on ratkaistu suoritustavoil-
la, jotka on kuvattu patenttivaatimuksissa.

Niin muodoin keksintd koskee transgeenisia kasveja
ja kasvielimid, joilla on muunneltu fysiologia, morfologia
ja muunneltu hormonimetabolia, joilla kasveilla on geno-
missaan

a) Agrobacterium rhizogenes-bakteerin Ri-plasmidin
T,-DNA:n rolA-geenid, rolB-geenid, rolC-geenid koodittava
alue, rolA-geenia ja rolC-geenid koodittava alue, rolB- ja
rolC-geeni& koodittava alue tai rolA- ja rolB-geenid koo-
dittava alue ja/tai Agrobacterium tumefaciens-bakteerin
Ti-plasmidin T-DNA:n IPT (isopentenyyliadenosiinitransfe-
raasi)-geenid koodittava alue, mainitun koodittavan alueen
(mainittujen koodittavien alueiden) ollessa sen/niiden
luonnollisen tai heterologisen promoottorin (luonnollisten
tai heterologisten promoottorien) s&&telyn alaisena lu-
Kuunottamatta rolC-geenid@ koodittavaa aluetta, joka, jos
sitd8 ei ole sisdllytetty yhdessd muun genomissa olevan
koodittavan alueen Kkanssa, on heterologisen promoottorin
sdédtelyn alaisuudessa; ja

b) valinnaisesti myds selektoitava merkkigeeni;
jossa koodittavat alueet ja merkkigeeni ekspressoituvat.
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Keksintd juontuu oleellisesti wuusien vaikutusten
loytémisestd rolA-, rolB- ja rolC-geeneille transgeenisis-
sa kasveissa ja elimissd. Nama vaikutukset sisdltavat seu-
raavat:

a) rol-geenien erillinen ekspressio transgeenisissa
kasveissa ja elimissd aiheuttaa spesifisid ja erotettavia
morfologisia muutoksia, jotka antavat olettaa, ettd n&illa
geeneilld on erilaiset biologiset tai biokemialliset vai-
kutuskohteet;

b) kimeeristen geenien, joissa rolB- tai rolC-gee-
nin koodittavan alueen ekspressiota sddtelee CaMV:n
("Kukkakaalin mosaiikkivirus") 35S-promoottori, ekspressio
aiheuttaa uusia morfologisia muutoksia transgeenisissa
kasveissa ja elimissé&;

c) rol-geenin indusoimat juuret ovat aina transfor-
moituneita; ja ‘

d) paras juuren kasvu in vitro viljelmédsséd saadaan
aikaan yhdistam&lld rolC-geeni rolB-geenin kanssa tai
rolA-geenin kanssa tai kohottamalla rolC-geenin ekspres-
siota.

Esilld olevan keksinntén tulokset osoittavat, etta
rol-geenituotteilla on joko erilliset biokemialliset vai-
kutuskohteet tai niill8 on erilainen wvaikutus samaan vai-
kutuskohteeseen, joka ottaa osaa kasvin tai elimen kehi-
tyksen sd@atelyyn. Tulokset osoittavat lisdksi, ettd n&éiden
geenien ekspression sddtely nayttelee tdrkedd osaa mor-
fologisten muutosten alkuperdssd transgeenisissa kasveissa
ja elimisséd. Jokainen ndistd kolmesta rol-geenistd kykenee
itsessd8n saamaan aikaan juuren muodostuksen esimerkiksi
tupakkakasvissa. Suurempi m&&rd juuria ja kohonnut juuren
kasvu saadaan kuitenkin aikaan useamman kuin yhden ainoan
rol-geenin aktiivisuudella.

Keksinntn kasvit eivédt osoita tdydellistd hr-synd-
roomaa, jonka aiheuttaa yhdistetty rolA-, rolB- ja rolC-

geenien koodittavien alueiden ekspressio. Niill& on vain
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valikoituja, haluttuja ominaisuuksia ja muuntelemalla gee-
nisdatelyd ne osoittavat uusia ja/tai parantuneita feno-
tyyppisid ominaisuuksia.

Keksinndn transgeenisilla kasveilla on merkittédva
kadpidkasvu, muuttunut kukinta-aika, hidastunut wvanhentu-
minen, muunneltu juurisysteemi, esimerkiksi plagiotroop-
pinen juurikasvu (kasvavat juuri maanpinnan alapuolella).
Ne osoittavat muutoksia hedelmadllisyydessddn, kukkiensa
madrissa ja/tai kukkiensa koossa. Naiden transgeenisten
kasvien ominaisuuksien saamiseksi kdytetddn ylld mainit-
tuja rolA-, rolB- tai rolC-geenien koodittavien alueiden
spesifisid yhdistelmiad. Lisdksi keksinndn transgeeniset
kasvit voidaan valmistaa yksind&dn tai yhdistelm&nad kayt-
tden yhtd rol-geeneistd IPT-geenin koodittavan alueen
kanssa.

Sellaisten kasvien elimill&d, jotka wvoidaan saada
joko niista tai voivat olla erikseen tuotettuja, on mai-
nittuja kasveja vastaavat ominaisuudet.

Keksinndn kasveilla, joilla on kohonnut ja/tai
muuttunut juuren kasvu, on valintaetu monien luonnollises-
ti kasvavien kasvien suhteen wvaikeissa kasvuolosuhteissa,
joita 1dydetdan luonnosta.

Suositeltavassa suoritustavassa heterologinen pro-
moottori on Drosophila melanogaster-karpdsen HSP ("Heat
Shock Promoter")-70-promoottori. Drosophila melanogaster-
kdrpdsen HSP-70-promoottorin ovat kuvanneet Spena et al.,
EMBO J. 4 (1985), sivu 2739.

Keksinndén toisessa suositeltavassa suoritustavassa
heterologinen promoottori on vahva konstitutiivinen pro-
moottori.

Keksinndn toisessa erityisen suositeltavassa suo-
ritustavassa vahva konstitutiivinen promoottori on
CaMV35S-promoottori.

Keksinndn toisessa erityisen suositeltavassa suo-

ritustavassa transgeeninen kasvi tai elin sis&ltdd geno-
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missaan Agrobacterium rhizogenes-bakteerin Ri-plasmidin T,-
DNA:n rolC-geenin koodittavan alueen, joka on vahvan kons-
titutiivisen promoottorin sddtelyn alaisuudessa, suositel-
tavasti CaMV35S-promoottorin s&&telyn alaisuudessa. Jos
CaMV35S-promoottoria kdytetddn rolC-geenin sddtelyyn, vas-
taavat transgeeniset kasvit ovat dominantteja koiraspuoli-
sesti steriilej&, naaraspuolisesti hedelmdllisid ja omaa-
vat pidentyneen elinidn tai hidastuneen vanhentumisen. Sn
avulla, ettd dominantti geeni tekee kasvit koiraspuolises-
ti steriileiksi, hybridisiemeni& voidaan tuottaa taloudel-
lisemmin. Vaikka naaraspuolinen hedelm#dllisyys olisi jon-
kin verran alentunut, kasvinjalostajan on mahdollista val-
mistaa sellainen mdard hybridisiemenid, joka on riittava
mddrittamadn hybridipopulaation ominaisuudet. Varsinainen
etu dominanteilla koiraspuolisesti steriileilld kasveilla
on se, ettd risteytykset eri variaatioiden v&lilla eivét
endd vaadi vastaanottajan heikentdmista. Lis&ksi, jos
esilld olevan keksinnén transgeeniset kasvit sis&ltdvét
kasvimyrkkyresistenssigeenin, on mahdollista kasvattaa
puhdas koiraspuolisesti steriili emokasvipopulaatio joh-
tuen siitd, ettd koiraspuolinen steriliteetti ja kasvi-
myrkkyresistenssi periytyvdt yhdessd, koiraspuolisesti
hedelmidlliset jdlkel&iset voidaan eliminoida koiraspuoli-
sesti steriilien ja koiraspuolisesti hedelm@llisten kas-
vien vdlisten risteytysten jadlkeldistdstd kasittelemdlla
kasvimyrkyilla.

Esimerkki keksinndn mukaisesta dominantista koiras-
puolisesti steriilistd transgeenisesta kasvista on tupak-
kakasvi, joka sisdltda kimeerisen CaMV35S-rolC-geenin.

Tama keksinndn kasvi omaa merkittavan kdapidkasvun
ja alentuneen apikaalisen dominanssin. Silld on myds pi-
dentynyt elinik& ja pidentynyt kukinta- ja nuppuaika tai
hidastunut wvanhentuminen. Sen kukat ovat pienempid& Kkuin
villityypin kasvilla. Edullista on, ettd ndmad ominaisuudet

siirtyvdt seuraavalle kasvisukupolvelle. Keksinnén trans-
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geenisen tupakkakasvin CaMV-Cl-I, jolla on edelld mainitut
ominaisuudet, pdlytté&minen villityypin kasvin (SR1l) kanssa
johti 23 kasvin syntymiseen, joilla oli transgeeninen fe-
notyyppi ja 62 kasvin syntymiseen, joilla oli villityypin
fenotyyppi. Toisessa kokeessa transgeenisen fenotyypin
omaavien kasvien prosentti oli 50 %.

Koiraspuolisen steriliteetin tai alentuneen naaras-
puolisen hedelmdllisyyden eliminoimiseksi edelld mainit-
tujen kasvien jdlkeldistOstd, jotka sisaltavdt ja ekspres-
soivat keksinndén CaMV-C-geenid, nam& transgeeniset CaMV-C-
kasvit voidaan risteytt&dd koiraspuolisesti hedelmdllisten
kasvien kanssa, jotka ovat homotsygootteja jonkin seuraa-
van geenin suhteen:

a) geenin, joka CaMV35S-promoottorin tai muiden
promoottorien ekspressiosddtelyn alaisuudessa ekspressoi
rolC-transkriptin 'antisense'-RNA-juostetta. RNA/RNA-hyb-
ridien muodostumisen johdosta transgeenisten CaMV-C-kas-
vien ominaista fenotyyppia ei 1l6ydetd jdlkeldistostd (F1l-
hybridit); katso A. van der Krol, J.N.M. Mol. ja A.R.
Stuitje, Gene 72 (1988), 45 -~ 50;

b) geenin, joka CaMV35S-promoottorin tai muiden
promoottorien ekspressiosddtelyn alaisuudessa ekspressoi
ribotsyymi&, joka katalyyttisesti katkaisee ja niin muo-
doin inaktivoi rolC-geenin 1l&8hetti-RNA:n jalkeldisills;
katso J. Haseloff ja W.L. Gerlach, Nature 334 (1988), 585-
591.

Toisessa esilld olevan keksinndn suositeltavassa
suoritustavassa transgeeninen kasvi sisdlt&d3d IPT-geenin
koodittavan alueen Drosophila melanogaster-kdrpdsen HSP-
70-promoottorin alaisuudessa.

Koodittavien alueiden, jotka ovat Drosophila
melanogaster~karpdsen HSP-70-~geenin 457 emdsparin pituisen
DNA-fragmentin, joka sis&lt&d promoottorin ja 199 emdspa-
ria transloimatonta 'leader' -sekvenssiad, s8dtelyn alaise-

na, ekspressiota voidaan sdadelld 1lamm$lla tupakkakasveis-
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sa; katso Spena et al., EMBO J. 4 (1985), sivu 2739 ja
Spena ja Schell, Mol. Gen. Genet. 206 (1987), sivu 436.
Tdm& promoottori omaa hyvin matalan transkription perus-
tason normaalissa kasvulamp®ttilassa, jota tasoa voidaan
Kuitenkin dramaattisesti kohottaa aktivoimalla la@mp&dsho-
killa.

Sytokiniinit ovat kasvihormoneja, jotka sddtelevit
erilaisia biologisia ilmidit&d, kuten vanhenemista, kukkien
morfologiaa, apikaalista dominanssia ja j&dlkikasvuisten
juurten muodostusta. Agrobacterium tumefaciens-bakteerin
Ti-plasmidin T-DNA:n IPT-geeni koodittaa isopentenyyli-
transferaasia. Tam& entsyymi katalysoi transgeenisten kas-
vien kudoksissa isopentenyyliadenosiinin, sytokiniinin,
synteesissd nopeusrajoitettua vaihetta. Transgeeniset kas-
vit, jotka sis&altévat genomissaan IPT-geenin sen oman pro-
moottorin tai muiden promoottorien s#dtelyn alaisuudessa,
eivdt muodosta juuria johtuen kohonneen sytokiniinitason
inhiboivasta vaikutuksesta.

T&mén ongelman valttamiseksi oktopiini Ti-plasmidin
pTil5955 T-DNA:n IPT-geenin koodittava alue sijoitettiin
Drosophila melanogaster-karpasen HSP-70-promoottorin s&d&-
telyn alaiseksi. Oktopiini Ti-plasmidin pTil5955 ovat ku-
vanneet Barker et al., Plant Mol. Biol. 2 (1983), sivu
325. Kiytetty kimeerinen HSIPT-geeni koostuu (1)
Drosophila-kdrpédsen HSP-70-geenin promoottorialueesta
(Spena et al., EMBO J. 4 (1985), sivu 2739), (2) transloi-
mattomasta signaalialueesta, joka on muodostettu liitta-
m&lld Drosophila-karpasen HSP-70-geenin 199 emé@sparin pi-
tuinen transloimaton signaalialue yhteen 16 emdsparin
kanssa, jotka sijaitsevat juuri ylavirtaan IPT-geenin koo-
dittavan alueen ATG-aloituskodonista, (3) IPT-geenin Kkoo-
dittavan alueen 702 emdsparin pituisesta alueesta ja (4)
373 emdsparin pituisesta IPT-geenin 3'~pd&n viereisestd
alueesta, joka ulottuu Rsal-entsyymin katkaisukohtaan.

Transgeeniset tupakkakasvit, jotka sis&dlt&vat mai-

nitun kimeerisen geenin, muodostavat juuria ja omaavat
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muunnellun kukkamorfologian. Kukat ovat isompia ja niilla
on suuremmat emin luotit kuin villityypin kasveilla (SR1).
Kimeerinen HSIPT-geeni voidaan ndissd8 transgeenisissa kas-
veissa indusoida lampdshokkijérjestelmdalli.

Toisessa suositeltavassa suoritustavassa transgee-
niset kasvit tai elimet sisdltdvidt genomissaan rolB-geenin
ja rolC-geenin koodittavan alueen juurispesifisen promoot-
torin sdatelyn alaisuudessa ja niin muodoin omaavat kohon-
neen juuren muodostuksen ja muunnellun tai edullisen juu-
ren kasvun muiden rolBC-kasveille tai elimille tyypillis-
ten ominaisuuksien puuttuessa.

Transgeeniset kasvit tai elimet, joilla on muunnel-
tu fysiologia, morfologia ja muunneltu hormonimetabolia,
jotka sis&altdvat genomissaan rolA-, rolB- ja rolC-geenin

koodittavan alueen, ovat my®s keksinndn mukaisesti suosi-

"teltavia. Kuitenkin ainakin yksi koodittavista alueista on

heterologisen promoottorin s&dtelyn alaisuudessa ja muut
koodittavat alueet ovat valinnaisesti niiden omien luon-
nollisten promoottorien s&didtelyn alaisuudessa. Suositel-
tavasti heterologinen promoottori on vahva konstitutiivi-
nen promoottori. CaMV35S-promoottori on erityisen suosi-
teltava.

Keksinndn transgeeniset kasvit tai elimet ovat suo-
siteltavasti perdisin heimoista Solanaceae, Apocynaceae,
Chenopodiaceae, Polygonaceae, Boraginaceae, Compositae,
Rubiaceae, Scrophulariaceae, Caprifoliaceae, Leguminosae,
Araceae, Moraceae, suvusta Asplenium, heimosta Euphor-
biaceae, kaalityypeistd, auringonkukista, porkkanoista,
paprikasta (Capsicum annuum), purjolaukasta, retiisityy-
peistéd, lehtisalaattityypeistd, 1lehtisellerista (Apium
graveolens), sipuleista, saksankuminasta (Foeniculum wvul-
gare), vehnastd, rukiista, ohrasta, viljasta (maissi),
sokerijuurikkaasta, soijapavusta, kauroista, riisityypeis-
td, daalioista, koristetupakasta, pelargonioista, petuni-

oista, esikoista, orvokeista, astereista, amarantustyy-
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peistd, vuokoista, leijonankidoista (Antirrhinum), akilei-
joista, koristeasparaguksista, begonioista, tohvelikukas-
ta, rapsista, krysanteemista, syklaamista, kukonkannukses-
ta, puutarhaneilikoista, gerberasta, h&pykannuksesta, lu-
piinista, neilikasta, heimosta Portulaceae, leinikistéa
(Ranunculus), salviasta, gloksiiniasta, tageteksesta, ukon
tulikukasta, zinniasta, heimosta Rosaceae, saponoriasta
tai Panax ginseng-kasvista.

Perunoista tai tupakkakasvista perdisin olevat kas-
vit ovat erityisen suositeltavia.

Keskeinen kohta tdssd on se, ettd sekd kaksi- ettéa
yksisirkkaiset ovat sopivia aloitusmateriaaliksi keksinndn
kasvien valmistuksessa.

Lisdksi kudosviljelm&dt, jotka sisdltavat ylla ku-
vattujen transgeenisten kasvien soluja tai elimid tai ylla
kuvattujen transgeenisten kasvielimien soluja, on myos
esitetty keksinndn mukaisesti.

Transgeenisten Kkasvien in vitro juuriviljelm&t,
jotka sisdltdvidt rolC-geenin koodittavan alueen CaMV35S-
promoottorin sd&dtelyn alaisuudessa, kasvavat ainakin 10
kertaa nopeammin kuin villityypin kasvien in vitro juuri-
viljelmat. Lisdkohotus kasvunopeuteen voidaan saada aikaan
yhdistamdllda CaMV35S-promoottorin sd&dtelyn alaisuudessa
oleva rolC-geeni rolB- tai rolA-geenin kanssa, vaihtoeh-
toisesti heterologisen promoottorin sd&dtelyn alaisuudessa.

Keksinnén mukaisia transgeenisia kasveja voidaan
kdyttdaa jalostettaessa kasveja, joilla on muunnellut bio-
kemialliset, fysiologiset ja kehitysfysiologiset ja/tai
morfologiset ominaisuudet.

Lisdksi ndistd kasveista ja elimistd perédisin ole-
via transgeenisia kasveja, elimid@ tai kudosviljelmia voi-
daan k&yttad valmistettaessa sekundaarisia kasvituotteita,
suositeltavasti alkaloideja, monoterpeenejé, seskviter-
peenejd, diterpeenejd, triterpeenisteroideja, tetrater-
peenejd, polyketideja, polyakryleenejd, flavonoideja, fe-
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nyylipropanoideja, amiineja, alkaloideja, proteiinissa
esiintymdttomid aminohappoja, syanoglykosideja tai gluko-
sinolaatteja.

Keksinnon mukaiset transgeeniset kasvit tai elimet
voidaan valmistaa seuraavan menetelmdn mukaisesti.

Ensiksi kasvin protoplasteja tai kudoksia kasvate-
taan yhdessd Agrobacterium tumefaciens-bakteerien tai
Agrobacterium rhizogenes-bakteerien kanssa, jotka bak-
teerit sis&dltévat rekombinanttiplasmidin, joka on perdisin
Ti- tai Ri-plasmidista ja joka sisdltd3 insertteini
Agrobacterium rhizogenes-bakteerin Ri-plasmidin T -DNA:n
koodittavat alueet ja/tai Agrobacterium tumefaciens-bak-
teerin Ti-plasmidin T-DNA:n IPT-geenin koodittavan alueen
ja wvaihtoehtoisesti selektoitavan merkkigeenin. Ainoa
valttamétdn kohta esilld olevan keksinndn mukaisten trans-
geenisten kasvien valmistuksessa on spesifisten rekombi-
nanttiplasmidien kaytto.

Sitten transgeeniset solut selektoidaan ja trans-
geeniset kasvit tai elimet regeneroidaan transgeenisista
soluista.

Keksinntn menetelmén suositeltavassa suoritustavas-
sa rekombinanttiplasmidit valitaan siten, ett&d ylld maini-
tut koodittavien alueiden yhdistelm&t voidaan insertoida
transgeenisen kasvin genomiin.

Keksinntn mukaisesti ne suoritustavat yll& mainit-
tujen keksinndn mukaisten kasvien ja elimien valmistusme-
netelmdksi ovat suositeltavia, joissa rekombinanttiplas-
midi sis&ltds koodittavat alueet ja promoottorit, joilla
on esimerkiksi plasmidien  pPCV002-ABC, pPCV002-AB,
pPCV002-B1100, pPCV002-B300, pPCV002-CaMVBT, pPCV002-C,
pPCV002-CaMVBT+C, pPCV002-CaMV-C, pPCV002-A, pPCV002-AC,
biologinen aktiivisuus. Suoritustavat, joissa rekombinant-
tiplasmidi sis&dltda koodittavat alueet ja promoottorit
sellaisen biologisen aktiivisuuden kanssa, joka sisdltyy
plasmideihin pPCV002-BC tai pPCV002-HSIPT, ovat erikoisen
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suositeltavia. Eivat ainoastaan erikoisesti mainitut plas-
midit vaan my®6s kaikki ndiden plasmidien wvastaavan biolo-
gisen toiminnan omaavat ovat sopivia keksinndn mukaisten
transgeenisten kasvien ja elimien valmistamiseksi. Alan
asiantuntija, joka tuntee keksinntn, voi esimerkiksi eris-
td48 rol-geenien koodittavat alueet eri Ri-plasmideista,
joita esiintyy Agrobacterium rhizogenes-bakteerissa, ja
kayttdd niita muodostamaan rekombinanttiplasmidit, joiden
avulla koodittavat alueet voidaan integroida haluttujen
kasvien genomiin transgeenisten kasvien ja elimien valmis-
tamiseksi. Plasmidisysteemit, jotka ovat sopivia ndihin
tarkoituksiin, on kuvattu esimerkiksi EP-Al 116 718:ssa.
Samalla tavalla on mahdollista keksinnon mukaisesti kayt-
td88, ei vain promoottoreita, jotka ovat samanlaisia DNA-
sekvenssiltddn, kuten esimerkiksi ainoastaan spesifista
CaMV35S-promoottoria, vaan myds promoottoreita, jotka ovat
bioclogiselta toiminnaltaan tdysin vastaavia, kuten esimer-
kiksi 35S-promoottoreita, jotka voidaan eristdd kukkakaa-
lin mosaiikkiviruksen eri kannoista.

Kuviot esittavat:

Kuvio 1: Kaavioesitys kéaytetyistd rekombinantti-
plasmideista.

Kuvio 2: Villityypin (SR1l) tupakkakasvin, oikella,
transgeenisen rolABC-kasvin, vasemmalla, ja transgeenisen
rolAB-kasvin, keskelld, vertailu. Transgeeninen rolABC-
kasvi osoittaa hr-syndrooman fenotyyppisis ominaisuuksia,
kun taas transgeeninen rolAB-kasvi eroaa sekd villityypin
(SR1) kasvista ettd rolABC-kasvista.

Kuvio 3: Villityypin tupakkakasvin (SR1), vasemmal-
la, ja transgeenisen CaMV-C-kasvin vertailu. CaMV-C-kas-
villa on alentunut apikaalidominanssi aiheuttaen k&&pi6-
kasvurakenteen. Silld on korkeampi maarad sivujuuria ja
vaaleaﬁ vihre&dt keihdsmidiset lehdet. Kukinnoissa on pie-
nemmdt kukat, jotka ovat koiraspuolisesti steriileja.

Kuvio 4: Transgeeniset CaMV-C-kasvit.
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Kuvio 5: In vitro juuriviljelm&t. Kuvio esittda
villityypin (SR1l) tupakkakasvin, oikealla, ja transgeeni-
sen CaMV-C-kasvin juurikasvun vertailun kasvatettuna pi-
medssid hormonivapaassa nestemdisessd alustassa (MS) kolme
viikkoa.

Kuvio 6: Transgeeninen rolA-kasvi. Kuvattu trans-
geeninen rolA-kasvi valmistettiin pPCV002-A-rekombinantti-
plasmidin avulla. Silla on kurttuiset lehdet ja tiivisty-
nyt kukinto. T&amd morfologia johtuu rolA-geenin koodit-
tavan alueen ekspressiosta.

Kuvio 7: Transgeenisen rolC-kasvin, keskelld, vil-
lityypin (SR1) kasvin, vasemmalla, ja CaMV-C-kasvin, o0i-
kealla, vertailu. Transgeeninen roclC-kasvi valmistettiin
pPCV002-C-rekombinanttiplasmidin avulla. Transgeenisella
rolC-kasvilla oli hiukan alentunut apikaalidominanssi ja
pienemm&t kukat, joilla oli alentunut siitepdlyn tuotto.
Tamd& fenotyyppi johtuu oman promoottorinsa sddtelyn alai-
suudessa olevan rolC-geenin koodittavan alueen ekspres-
siosta.

Kuvio 8: Transgeeninen rolAC-kasvi. Kuvattu trans-
geeninen rolAC-kasvi valmistettiin pPCV002-AC-rekombinant-
tiplasmidin avulla. Sill& on kurttuiset lehdet, hiukan
alentunut apikaalidominanssi ja pienemm&t kukat. Tama mor-
fologia johtuu rolA-geenin ja rolC-geenin koodittavien
alueiden yhdistetysta ekspressiosta.

Kuvio 9: Kukkamorfologia I. Kuvio esittdsd wvilli-
tyypin (SR1l) kasvin ja transgeenisten kasvien kukkien ver-
tailun. Transgeenisilla rolA- ja rolB-kasveilla on isommat
kukat, kun taas transgeenisilla rolC-kasveilla on pienem-
mdt kukat.

Kuvio 10: Kukkamorfologia II. Kuvio esittdad wvilli-
tyypin (SR1) kasvien ja transgeenisten Kkasvien Kkukkien
vertailun. Transgeenisten CaMV-C-kasvien kukat ovat hyvin
pienid ja koiraspuolisesti steriilej&. Transgeenisten

CaMVBT-kasvien, joissa sama promoottori sd&telee rolB-gee-
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nin koodittavan alueen ekspressiota, kukilla on esiinpul-
listuvat emin luotit ja pienentynyt hede.

Kuvio 11: Siemenkapselin koko. Kuvio esittda villi-
tyypin (SR1) kasvien ja transgeenisten kasvien siemenkap-
selien vertailun. Kun transgeenisten rolA- ja rolB-kasvien
siemenkapselin koko on muuttumaton, transgeenisten rolC-
kasvien siemenkapselit ovat huomattavasti pienempid.
Transgeenisten CaMV-C-kasvien siemenkapselit ovat viela
pienempid. Kaikki kuvatut siemenkapselit saatiin ristipo-
lytt&8m&ll8 naaraspuoliset vastaanottajat SRl-siitepdblylla.

Kuvio 12: Transgeeninen rolBC-kasvi. Kuvattu trans-
geeninen rolBC-kasvi saatiin pPCV002-BC-rekombinanttiplas-
midin avulla, 8illd on alentunut apikaalidominanssi ja
pienemmdt kukat. Tamd morfologia johtuu rolC-geenin eksp-
ressiosta. RolB- ja rolC-geenien koodittavien alueiden
vyhdistetyn ekspression johdoSta tdlla transgeenisella kas-
villa on suurentunut juurisysteemi.

Kuvio 13: Transgeenisten rolABC-kasvien polyA-RNA:n
ja transgeenisten CaMV-C-kasvien polyA-RNA:n Northern-
blot-analyysi. RolC-geenin koodittava alue ekspressoituu
transgeenisissa rolABC-kasveissa elinspesifiselld tavalla.
RolC-geenin koodittava alue ekspressoituu transgeenisissa
CaMV-C-kasveissa puolestaan konstitutiivisella tavalla.

Kaistat 1 - 4: Transgeenisen rolABC-kasvin juurien
(r), varsien (s) ja lehtien (1) polyA-RNA.

Kaistat 5 - 7: Transgeenisen CaMV-C-kasvin juurien
(r), varsien (s) ja lehtien (1) polyA-RNA.

Northern-blot hybridisoitiin Agrobacterium rhizogenes-bak-
teerin T -DNA:n radioaktiivisesti leimatun EcoRI-fragmentin
15 kanssa, joka fragmentti sis&dlt8&@ rolA-, B- ja C-geenit.

Kuvio 14: Eri transgeenisten kasvikudosten polyA-
RNA:n Northern blot-analyysi. Kuvattu Northern-blot esit-
tda8 eri rol-geenien ekspression. Seuraavien transgeenisten
kasvikudosten polyA-RNA:ta kaytettiin:

Kaista 1: klooni rolABC 1-27
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Kaista 2: klooni rolA-2
Kaista 3: klooni rolA-4
Kaista 4: klooni rolB1100-1
Kaista 5: klooni rolB1100-2
Kaista 6: klooni rolCaMVBT-5
Kaista 7: klooni rolCaMVBT-6
Kaista 8: klooni rolCaMv-C-2
Kaista 9: klooni rolCaMv-C-4
Kaista 10: klooni rolAB-1

Kaista 11: klooni rolAB-5

Kaista 12: klooni rolacCc-1,5

Kaista 13: klooni rolaC-2,4

Kaista 14: klooni rolBC-10

Kaista 15: klooni rolBC-14

Kaista 16: klooni rolCaMVBT+Cl

Kaista 17: klooni rolCaMVBT+C3

Kuvio 15: Kuvio esittdid transgeenisen CaMVBT-kasvin
lehtinekroosia, jonka aiheuttaa rolB-geenin korkeampi eks-
pressio lehdissd johtuen sen spesifisestd ekspressiosta
CaMV35S-promoottorin sddtelyn alaisuudessa.

Taysin kehittynyt hr-syndrooma l6ydetddn transgee-
nisista kasveista, jotka ekspressoivat rolA-, rolB- ja '
rolC-geenejd; katso Spena et al., yll&d mainitussa paikas-
sa. Transgeenisten kasvien, jotka sisdltavat genomissaan
ndiden kolmen rol-geenin koodittavien alueiden eri yhdis-
telmdt, keksinndn mukainen analyysi paljasti havaittavat
ja spesifiset kasvun epdnormaaliudet, jotka korreloivat
mainittujen koodittavien alueiden ekspression suhteen;
katso kuviot 2, 6 - 9, 11, 12. Transgeeniset kasvit, jotka
sis&dltdvdt genomissaan vain yhden ainoan rol-geenin koo-
dittavan alueen, eivat osoita kaikkia hr-syndrooman feno-
tyyppisid ominaisuuksia. Té&std johtuen hr-syndrooman ai-
heuttaa geenien yhdistynyt vaikutus, joilla kullakin gee-
nillad on havaittava biologinen vaikutus transgeenisessa

kasvissa.
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Tiedettiin jo, ettd rolB- ja rolC-geenit Ri-trans-
geenisissa tupakkakasveissa ja Ri-transgeenisissa peruna-
kasveissa, jotka kuitenkin kaikki sisdltdvdt ainakin kolme
geenid, nimittdin rolA-, rolB- ja rolC-geenin genomissaan,
ekspressoituvat elinspesifiselld tavalla. Lisdksi tunne-
taan elinspesifinen ekspressio transgeenisilla tupakkakas-
veilla, jotka sisdltavat kaikki kolme geenid; Katso Spena
et al., ylla mainitussa paikassa. Ndissd kokeissa osoitet-
tiin Northern blot-analyysilléd, ettd rolB-~ ja rolC-geenien
ekspressionopeus on korkea varsissa, hiukan hitaampi juu-
rissa ja paljon hitaampi lehdissd. Nam&@ tulokset on vah-
vistanut rolB- ja rolC-promocottorin sadtelyn alaisuudessa
olevan merkkigeenin ekspressionopeuden analyysi. 0li myos
mahdollista mddrittdd tarkemmin ekspression elinspesifi-
syys ja soluspesifisyys.

Ekspressionopeuden muutokset saivat myds aikaan
kehitysmuutoksia. Sivujuurien kohonnut mddrad esimerkiksi
korreloi rolC-geenin korkeamman ekspressionopeuden kanssa
(kuvio 13). Ekspressionopeuden spesifisyys nayttelee tar-
kedtd osaa transgeenisten hr-kasvien morfologisten muutos-
ten alkuperdssd. Transgeeniset kasvit, jotka sisdltavat
kimeeriset geenit, joissa rolB- tai rolC-geenin koodittava
alue on CaMV35S-promoottorin sid&dtelyn alaisuudessa, osoit-
tavat uusia kasvun morfologisia epadnormaaliuksia. Northern
blot-analyysin ja histokemiallisten varjédysten avulla on
osoitettu, ettd lehtinekroosi korreloi rolB-geenin kohon-
neen ekspression kanssa lehdissd (kuvio 15). T&m&n geenin
kohonnut ekspressio voidaan saada aikaan ekspressiomalla
CaMV35S-promoottorin sddtelyn alaisuudessa.

Transgeenisten tupakkakasvien, jotka sis&ltavat
genomissaan kimeeriset CaMVBT- ja CaMV-C-geenit, joissa
kahta koodittavaa aluetta s&ddtelee sama promoottori, ha-
vaittavat kasvutavat antavat olettaa, ettd ndiden geeni-
tuotteiden biocloginen vaikutus koko kasviin on erilainen.

Tdstd johtuen rolB- ja rolC-geenituotteilla on joko eri
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biokemialliset vaikutuskohteet tai niill& on eri vaikutus
samaan vaikutuskohteeseen. Rol~geenien ekspression aiheut-
tamat muutokset viittaavat muutoksiin hormonisaddellyissa
prosesseissa. Tamd@n vuoksi on ehdotettu malleja, joissa
hr-syndrooma selitet&&n kohonneella auksiiniherkkyydells,
jonka on aiheuttanut rol-indusoitu hormonisignaalin vas-
taanotto~-siirto-systeemin muutos. Toisaalta on oletettu,
ettd rol-geenien toiminta johtaa muutoksiin sytokiniini-
biosynteesissd tai silld on sytokiniinin kaltainen vaiku-
tus. Vastaavissa kokeissa Ti-plasmidin, joka oli mutatoitu
IPT-geenin alueelta, virulenssi saatiin takaisin inkorpo-
roimalla Ri-plasmidin T, -DNA-alue. RoOlA- ja rolB-geenien
tuotteiden bioclogiset vaikutukset todellakin muistuttavat
auksiinin aiheuttamia vaikutuksia ja rolC-geenin her&dttd-

mdt biologiset wvaikutukset antavat olettaa sytokiniiniak-

"tiivisuuden ldsndolon. Siitd huolimatta rol-geenien vaiku-

tukset eivat ole helposti selitettdvissa malleilla, jotka
vaativat kuljetettavien fytohormonien, kuten indolietik-
kahapon (IAA) ja isopentenyyliadenosiinin (IPT), syn-
teesid. Ndiden geenien vaikutukset on rajoitettu transfor-
moituneisiin soluihin, ainakin juuren muodostuksessa.
RolB- ja/tai rolA-indusoidut auksiinin kaltaiset vaikutuk-
set voidaan saada aikaan, ei vain indusoimalla auksiini-
signaalin vastaanotto-siirto-systeemin muutos, wvaan my&s
inhiboimalla auksiiniantagonistien, kuten sytokiniinien,
vaikutus tai syntetisoimalla ainetta, jolla on auksiinin
kaltainen wvaikutus, kuten fenyylietikkahappoa, jota ei
kuljeteta kasvikudoksissa. Molemmissa tapauksissa tulokse-
na on kohonnut biologinen auksiinivaikutus ilman muutosta
IAA-konsentraatiossa. Toisaalta transgeenisista CaMV-C-
kasveista 1loydetyt ominaisuudet ja hr-kasveissa ja trans-
geenisissa CaMVBT+C-kasveissa muodostuneet vaikutukset,
jotka .johtuvat rolC-geenin kohonneesta ekspressionopeudes-
ta, ovat tyypillisi& kohonneelle sytokiniiniaktiivisuudel-

le. Vastaavasti kohonnut sytokiniiniaktiivisuus voi myOs
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johtua indolietikkahapon inhibitiosta tai osittaisesta
inaktivaatiosta tai solun itsendisen aineen synteesistai,
jolla aineella on sytokiniiniaktiivisuutta.

Transgeenisten tupakkakasvien juuriviljelmien kas-
vukayttdytymisen tutkimus paljasti, ettd juuren kasvua
voidaan suuresti parantaa in vitro juuriviljelmissd yhdis-
tédm&lld erikoisesti rolB- ja rolC-geeni, ja jonkinverran
vdhemmdn tehokkaasti yhdist&m&l1ld rolA- ja rolC-geeni.
Tdssd rolB-geeni ryhmdstd, joka koostuu rolA-, rolB- ja
rolC-geenistd, on tehokkain indusoimaan juuren kasvua.
Kuitenkin haaroittuneiden juurten nopea kasvu saadaan pa-
remmin aikaan rolC-geenilld. RolC-geenituotteella on melko
rajoittunut kyky indusoida juuren muodostusta. Transgeeni-
set rolC- ja etenkin CaMV-C-juuret ovat erittdin haaroit-
tuneita ja osoittavat nopean ja plagiotrooppisen kasvun,
katso kuvio 5. ‘

Tiedetddn, ettd& auksiinit indusoivat 1lis&juurien
muodostumista (ritsogeneesid). Kuitenkin muilla fytohor-
moneilla, kuten sytokiniineilld, on myds vaikutusta ritso-
geneesiin. Lis#dksi on olemassa osoituksia, jotka antavat
olettaa, ettd korkea auksiini/sytokiniinisuhde on optimaa-
linen juurten muodostuksen indusoimisessa, kun taas matala
auksiini/sytokiniinisuhde on tarpeellinen juurten kasvun
jatkumiselle. Sen t&ahden rolB- ja rolC-geenituotteiden
yvyhdistetty vaikutus on edullinen tehokkaalle juurten muo-
dostukselle ja tehokkaalle juurten kasvulle; rolB-geeni-
tuote (auksiinin kaltainen vaikutus) tehokkaasti indusoi
juurten muodostumista ja rolC-geenituote (sytokiniinin
kaltainen vaikutus) sallii nopean ja haaroittuneen juuri-
kasvun toimien rolB-geenituotteen bioclogisen aktiivisuuden
vastaisesti.

Seuraavissa esimerkeissa kéytetyt rekombinantti-
plasmidit, plasmidia pPCV002-BC lukuunottamatta, ovat ku-

vanneet Spena et al., ylld mainitussa paikassa.
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Esilld olevan keksinndn transgeeniset kasvit ja
elimet voidaan valmistaa esimerkiksi transformoimalla pro-
toplastit rekombinanttiplasmidien avulla seuraavaksi vali-
ten transgeeniset solut ja regeneroiden kokonaiset Kkasvit
valituista transgeenisista soluista.

Materiaalit ja menetelmidt

Bakteerikannat ja viljelmét

Bakteerikannat ja viljelmdt ovat kuvanneet Spena et
al., ylld mainitussa paikassa. Kaikki rekombinanttiplas-
midit siirrettiin ensin E. coli-bakteerikantaan SM10 ja
sitten mobilisoitiin Agrobacterium tumefaciens-bakteeri-
kantaan GV310l, Koncz ja Schell, Mol. Gen. Genet. 204
(1986), sivu 383.

Rekombinanttiplasmidien rakentaminen

Kaytetyt rekombinanttiplasmidit rakennettiin val-
miina olevien menetelmien mukaisesti; Maniatis et al.,
"Molecular Cloning, A Laboratory Manual", Cold Spring Har-
bour Laboratory, 1982. Kuviossa 1 esitetyt plasmidit ovat
jo kuvanneet Spena et al., ylld mainitussa paikassa, lu-
kuunottamatta rekombinattiplasmidia pPCV002Z-BC.

Kasvikudosviljelmdt ja transformaatio

Juurien indusointi Kalanchoe diagremontiana-kasvin
lehtiin ja Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SRl-kasvin
(Nagy ja Maliga, Z. Pflanzenphys. 78 (1976), sivu 453)
steriilien versoviljelmien lehtikiekoille suoritettiin,
kuten ovat kuvanneet Spena et al., ylld kuvatussa paikas-
sa.

Kun tutkittiin, olivatko rol-geenien indusoimat
juuret transformoituneet kaikissa tapauksissa, lehtikiek-
koja inkuboitiin eri rakenteiden kanssa ja viljeltiin MS-
alustalla ilman kanamysiini&; Murashige ja Skoog, Physiol.
Plant. 15 (1962), sivu 473. Neljdn viikon kuluttua juuret
leikattiin ja jaettiin kahteen osaan. Toinen puoli altis-
tettiin kanamysiiniselektiolle (50 mg/l) MS-alustalla kal-

lussolukon muodostumisen aikana. MS-alustaan lisdttiin 0,6
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mg/l naftyylietikkahappoa (NAA) ja 0,2 mg/l kinetiinid.
Transgeeniset kasvit regeneroitiin tavallisella tavalla
transgeenisesta kallussolukosta MS-alustalla, johon oli
lisatty 0,5 mg/l bentsyyliaminopuriinia (BAP) ja 0,1 mg/1
NAA:ta. Transgeenisten kasvien regeneroinnissa kallusso-
lukosta esiintyy kuitenkin vaikeuksia, jos solun genomi
inkorporoi koodittavat alueet, jotka ovat perdisin rekom-
binanttiplasmideista pPCV002-CaMVBT tai pPCV002-CaMVBT+C.
Sen vuoksi versoja kasvatettiin 10 - 12 wviikkoa MS-alus-
talla, johon oli lisatty 7,5 mg/l isopentenyyliadenosiinia
ja 0,1 mg/l kloorifenoksietikkahappoa; Firoozabady, Plant
Science 46 (1986), sivu 127. Versot juurrutettiin hormoni-
vapaalle MS-~alustalle ja selektoitiin kanamysiiniresis-
tenssin suhteen. Juuriviljelm&t muodostettiin joko kiin-
tedlld MS-alustalla tai nestemdisessd MS-alustassa.

DNA- ja RNA-analyysit ‘

DNA ja RNA saatiin transgeenisten kasvien kudoksis-
ta Taylor ja Powell; BRL Focus 4 (1983), sivu 4, kuvaaman
menetelmdn mukaisesti. PolyA-RNA puhdistettiin kromatogra-
foimalla oligo~dT-selluloosan ldpi valmistajan (Boehringer
Mannheim) ohjeiden mukaisesti ja sitten erotettiin 1,5 %
agaroosiformaldehydigeelisséd. Sitten ne siirrettiin nylon-
membraaneille ja hybridisoitiin radioaktiivisten koetti-
mien kanssa. Kaytetyt koettimet olivat puhdistettuja DNA-
fragmentteja, jotka oli leimattu nick-translaatio-menetel-
md&lld BRL:n nick-translaatio-kdyttopakkauksen avulla val-
mistajan ohjeiden mukaisesti. Northern blot-analyysin hyb-
ridisaatio suoritettiin 10 % dekstraanisulfaatin, 1 M nat-
riumkloridin, 1 % natriumlauryylisulfaatin, 100 ug/ml he-
terologisen DNA:n l&sndollessa 65 °C:ssa. Pesut suoritet-
tiin ensin 2 x SSPE, 1 % SDS-liuoksella huoneen lampdti-
lassa ja seuraavaksi 0,2 x SSPE-liuoksella ja 1 % SDS-
liuoksella 65 °C:ssa. DNA tédpldanalyysit kidsiteltiin edel-
leen tavanomaisella tavalla; Maniatis et al., ylld maini-
tussa paikassa.
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Todistus neomysiinifosfotransferaasi-II-ak-

tiivisuudesta

Neomysiinifosfotransferaasi-II-aktiivisuus todis-
tettiin in situ testeilld, kuten ovat kuvanneet Spena et
al., EMBO J. 4 (1985), sivu 739.

Esimerkit kuvaavat keksintéa.

Esimerkki 1

Plasmidin pPCV002-BC rakentaminen

Rekombinanttiplasmidi pPCV002-BC saatiin subkloo-
naamalla 3581 emdsparin pituinen Smal/EcoRI DNA-fragmentti
binaariseen vektoriin pPCV0O02. Tarkan kuvauksen fragmen-
tista ovat antaneet Spena et al., ylla mainitussa paikas-
sa. Smal/EcoRI-fragmentti, joka sisdltda rolB- ja rolC-
geenien koodittavat alueet, eristettiin plasmidista
pPCV002-ABC ja subkloonattiin plasmidin pUCl1l9 Smal/EcoRI-
restriktiokatkaisukohtiin. Tam& fragmentti sis&lt&& alueen
emdsparista 9863 emdspariin 13445 T -DNA:n sekvenssin nume-
roinnin mukaisesti, jonka numeroinnin ovat kuvanneet
Slightom et al. (1986), ylla mainitussa paikassa. N&in
saadusta plasmidista pUC1l9-BC leikattiin EcoRI/Xbal DNA-
fragmentti ja subkloonattiin vektorin pPCV002 EcoRI/Xbal-
restriktiokatkaisukohtiin. T&11l& tavalla saatiin plasmidi
pPCV002-BC.

Esimerkki 2

Plasmidin pPCVO02-HSIPT rakentaminen

Plasmidi pPCV0O02-HSIPT rakennettiin valmiina ole-
vien menetelmien mukaisesti; katso Maniatis et al. (1982),
ylla mainitussa paikassa. Oktopiini Ti-plasmidin pTil5955
TDNA:n Rsal/Rsal DNA-fragmentti subkloonattiin plasmidin
pUCY9 Smal-restriktiokatkaisukohtaan. T&m& DNA-fragmentti
sis&dlt&dd alueen emdsparista 8588 emdspariin 9836 Barker et
al., Plant Mol. Biol. 2 (1983), sivut 335-350, julkaiseman
numercinnin mukaisesti. Saatu plasmidi pUC9-IPT katkais-
tiin EcoRI-restriktioentsyymilld IPT-geenin Kkoodittavan

alueen yléavirralla olevasta restriktiokatkaisukohdasta ja
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promoottori poistettiin sitten digestoimalla Bal3l-ekso-
nukleaasilla. Translaation aloituskohdasta ylavirtaan jal-
jelle jdaneiden emdsparien maara tarkistettiin DNA-sek-
venssoinnilla juosteen terminaatiomenetelmdn mukaisesti.
Sitten IPT-geenin koodittava aluen poistettiin plasmidista
pUC9-IPT katkaisemalla EcoRI- ja HindIII-restriktioentsyy-
meilld ja subkloonattiin plasmidin pUC8-HSP-70 BamHI/-
HindIII-restriktiokatkaisukohtiin EcoRI- ja BamHI-restrik-
tiokatkaisukohtien ollessa muutettu tasapdisiksi kasitte-
lemdlld Klenow-polymeraasilla ennen ligaatiota. Tuloksena
syntynyt plasmidi pUC8-HSIPT sis&dltdd nain ollen IPT-gee-
nin koodittavan alueen alavirtaan Drosophila melanogaster-
kdrpdsen l&mpodindusoituvasta HSP-70-promoottorista. Tama
kimeerinen geeni leikattiin ulos EcoRI- ja HindIII-res-
triktioentsyymeilld ja subkloonattiin binaarisen kasvivek-
torin pPCV002 EcoRI- ja HindIII-restriktiokatkaisukohtaan.
Niin muodoin saatu plasmidi pPCVOQO2-HSIPT sisdltésd seuraa-
vat rakenteelliset ominaisuudet:
~ 258 emdsparia Drosophila melanogaster-kdrpdsen HSP-70-
promoottoria;
- 199 emdsparia Drosophila melanogaster-kdarpdsen transloi-
matonta sekvenssié;
- 16 emdsparia IPT-geenin transloimatonta sekvenssi& si-
sdltden nukleotidisekvenssin "GGATCTAATTC" fuusiokohdassa;
- 712 emasparia IPT-geenin koodittavaa aluetta; ja
-~ 373 emdsparia IPT-geenin terminaatioalueen 3'-p&dé&n
transloimatonta sekvenssia.

Esimerkki 3

rolA-, rolB- ja rolC-geenin biologinen vaikutus

transgeenisissa tupakkakasveissa

Transgeeniset tupakkakkasvit, joissa rolA-, rolB-
ja rolC-geenit ekspressoituvat, omaavat kaikki hr-syndroo-
malle tyypilliset fenotyyppiset muutokset. Painvastaisesti
transgeeniset tupakkakasvit, joissa yksi ainoa rol-geeni

tai ndiden geenien kaksoisyhdistelmd ekspressoituu, omaa-
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vat muita fenotyyppisid muutoksia, jotka ovat tyypillisia
sellaisille yksittdisille geeneille tai yhdistelmille.
Kuviossa 2 transgeenista tupakkakasvia, joka sisdltdd ja
ekspressoi rolA- ja rolB-geenin koodittavia alueita, on
verrattu normaalin wvillityypin (SR1) tupakkakasvin tai
transgeenisen tupakkakasvin, joka sisdltda ja ekspressoi
rolA-, rolB-~ ja rolC-geenien koodittavia alueita, Kkanssa.
On helposti havaittavissa, ettd keksinntén kasvi, joka si-
sdltd4 ja ekspressoi rolA- ja rolB-geenin koodittavia
alueita, eroaa villityypin (SR1l) kasvista ja hr-syndrooman
omaavasta kasvista, joka ekspressoi kaikkia kolmea koodit-
tavaa aluetta. .

Transgeeniset kasvit, jotka sisdltdvdt rolB- ja
rolC-geenin tai rolA- ja rolC-geenin koodittavien alueiden

vyhdistelmat genomissaan, eivat omaa kaikkia hr-syndroomal-

'le tyypillisi&d ominaisuuksia, mutta eroavat wvillityypin

kasveista; katso kuvio 12 ja kuvio 8, vastaavassa jarjes-
tyksessa.

Samat pditelmidt tehtiin, kun tutkittiin risteytys-
kokeiden jalkelédisi&, joissa kokeissa transgeeniset rolAB-
kasvit risteytettiin transgeenisten rolC-kasvien Kkanssa.
N&dissd tunnetuilla tavoilla suoritetuissa risteytyskokeis-
sa transgeeninen tupakkakasvi, joka sisdlt83d genomissaan
rolA- ja rolB-geenin koodittavan alueen (esimerkiksi AB3-
5), risteytettiin transgeenisen tupakkakasvin, joka sisdl-
tdd genomissaan rolC-geenin koodittavan alueen (esimerkik-
si C9a), kanssa. 29 kasvia 100 jalkel&diskasvista omasi
tdydellisen hr-syndrooman.

Transgeeniset tupakkakasvit, jotka sisdltavadt ja
ekspressoivat rolC-geenin koodittavaa aluetta, omaavat
muunnellun lehtimorfologian, pienentyneen kukan koon ja
alentuneen siitep®tlytuoton (kuvio 9), siemenkapselit ovat
pienempid (kuvio 11) ja kasvi on haaroittuneempi (kuvio
7).
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Transgeeniset tupakkakasvit, jotka sisdltdvat rolB-
geenin koodittavan alueen genomissaan ja ekspressoivat
sitd, kaikki omaavat muita kasvumuutoksia. N&itd ovat
oleellisesti muut muutokset lehtimorfologiassa, suurentu-
neet emin Juotit ja kukat (kuvio 9). Siiteptlytuotto on
vain hiukan alentunut ja siemenkapselien suhteen ei ole
haitallista vaikutusta tapahtunut (kuvio 11). Tupakkakas-
vien, jotka ovat transgeenisia rolA-, rolB- ja rolC-gee-
nien suhteen, kukat ovat pienempii kuin villityypin (SR1)
kasvien, kun taas kasvien, jotka ovat transgeenisia rolB-
geenin suhteen, kukat ovat suurempia ja omaavat muuttunei-
ta ominaisuuksia (kuvio 9).

Transgeeniset kasvit, jotka sisdltévat genomissaan
rolC-geenin koodittavan alueen ja rolA- tai rolB-geenin
koodittavan alueen yhdistelmd@n, omaavat myds pienemm&t
kukat. Niissd kasveissa yksi koodittavista alueista on
vaihtoehtoisesti vahvan heterologisen promoottorin sddte-
lyn alaisuudessa. Sellaiset kasvit voidaan saada esimer-
kiksi plasmidien pPCV002-AC, pPCV002-BC tai pPCV002-
CaMVBT+C, avulla.

Transgeeniset tupakkakasvit, jotka sis&éltéavét rolA-
geenin koodittavan alueen genomissaan, eroavat muunneltu-
jen kasvuominaisuuksiensa suhteen sekd transgeenisista
kasveista, jotka sisdltdvat rolB-geenin koodittavan alueen
genomissaan, ettd niistd, jotka sisdltdvdt rolC-geenin
koodittavan alueen genomissaan. Erds erittdin tyypillinen
ominaisuus sellaisille kasveille on kurttuiset 1lehdet,
tiivistynyt kukinto (kuvio 6) ja suuremmat kukat, joilla
on muuttunut morfologia (kuvio 9).

Keksinnén transgeenisten kasvien jalkeldistd omaa
samanalaiset morfologiset muutokset kuin emokasvi. Lis&ksi
suoritetuissa kokeissa havaittiin, ettd muunnellut ominai-
suudet erottuvat yhdess& kanamysiinisulfaattiresistenssin
kanssa. Toisessa kokeessa keksinnén mukaisia eri tupakka-
kasveja testattiin tutkittaessa, korreloivatko fenotyyp-

piset muutokset rol-geenien ekspression kanssa.
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Kuvio 13 osoittaa Northern blot-analyysin polyA-
RNA:sta, jotka on eristetty keksinndn eri transgeenisten
kasvien kudoksista. Kaikissa testatuissa tapauksissa muut-
tunut kasvu korreloi rol-geenien ekspression kanssa.

Esimerkki 4

Tyypillisten rol-ominaisuuksien muuttaminen eks-

pressionopeutta muuttamalla

Transgeeniset kasvit, jotka sisdltavdt genomissaan
rolC-geenin koodittavan alueen, joka on CaMV35S-promoot-
torin sddtelyn alaisuudessa, omaavat erilaisen fenotyypin
kuin kasvit, joissa genomin sis&dlt&@mien rolC-geenien kood-
ittava alue on luonnollisen promoottorin sadtelyn alaisuu-
dessa; katso kuvioita 3, 4 ja 7. CaMV35S-promoottorin
kaytté johtaa tuuheaan fenotyyppiin, jolla on kohonnut
versojen mddra. Kukat ovat erittdin pienid (kuvio 10) ja
lehdet ovat kapeita ja keihdsmdisiad (kuvio 4). Trans-
geeniset CaMV-C-kasvit ovat koiraspuolisesti steriilej& ja
tamd piirre siirtyy jédlkeldisttlle yhtend dominanttina
geeniné.

Testit lyhytaikaisissa ekspressiosysteemeissd tupa-
kan lehtien protoplasteja kdyttden ovat osoittaneet, etta
rolC-geenin koodittavan alueen ekspressionopeus on 15 ker-
taa korkeampi, kun kaytetdan CaMV35S-promoottoria. T&amé&
pitdad paikkansa tulosten kanssa, jotka saatiin transgee-
nisten kasvien polyA-RNA:lla tehdyilld@ Northern blot-ana-
lyyseillda. Tamd on myds vahvistettu analysoimalla ekspres-
siota transgeenisissa kasveissa, jotka sisdltavdt kimeeri-
sen geenin, joka koostuu beeta-glukuronidaasin kooditta-
vasta alueesta ja rolC-promoottorista. Niin ollen rolC-
geenin koodittavan alueen spesifisen ekspression muutos on
vastuussa alentuneesta apikaalidominanssista.

Lisdksi valmistettiin transgeeniset kasvit, joissa
rolB-geenin koodittava alue on CaMV35S-promocottorin saa-
telyn alaisuudessa. Ndmd kasvit valmistettiin k&ayttden
rekombinanttiplasmidia pPCV002-CaMVBT. Yksi n&iden trans-
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geenisten kasvien ominaisuuksista on aikaisempi lehtien
vanhentuminen (nekroosi); katso kuvio 15. Ndiden transgee-
nisten kasvien polyA-RNA:n Northern blot-analyysi osoitti,
ettd kimeerinen geeni ekspressoituu lehdiss& korkeammalla
tasolla kuin transgeenisissa kasveissa, joissa rolB-geenin
koodittava alue on luonnollisen promoottorin s&a&dtelyn
alaisuudessa. Uuden fenotyypin aiheuttaa ndin ollen rolB-
geenin koodittavan alueen kohonnut ekspressionopeus.

Lis8ksi valmistettiin keksinndn mukaiset transgee-
niset kasvit, jotka sisdltdvat CaMV35S-promoottorin saa-
telyn alaisuudessa olevan rolB-geenin koodittavan alueen
ja rolC-geenin koodittavan alueen yhdistelmdn. Ndiden kas-
vien valmistuksessa ké&dytettiin rekombinanttiplasmidia
pPCV002-CaMVBT+C. Mainitut Kasvit omaavat lehtinekroosin,
joka on tyypillistd transgeenisille CaMVBT-kasveille; kat-
so kuvio 15. Painvastaisesti kukkamorfologia on verratta-
vissa transgeenisiin kasveihin, jotka sis&ltdvét rolC-gee-
nin koodittavan alueen genomissaan.

Nekroottinen prosessi alkaa lehtikudoksessa lehti-
suonten valistd ja etenee vaikuttaen koko lehteen; katso
kuvio 15. T&m& havaitaan yleensd kasveissa, jotka ovat
saavuttaneet kypsyyden ennen kukkien muodostumista. Leh-
det, joihin wvaikutus kohdistuu ensin, eivdt ole vanhimpia
eikd nuorimpia, mutta sijaitsevat suurin piirtein kasvin
keskikohdalla. Kuitenkin joillakin transgeenisilla
CaMVBT+C~kasveilla on kohonnut versojen ja lehtien md&dra
nekroottisen prosessin ollessa vdhemmdn selvd nédissa kas-
veissa ja sen ollessa siirtynyt kukinnan j&lkeiseen ai-
kaan. Eri transgeenisten CaMVBT+C-kasvien Northern blot-
analyysi antaa olettaa, ettd kasvit, joilla on kohonnut
madra versoja ja hidastunut lehtinekroosi, ekspressoivat
CaMVBT-geenid vdhemmdn kuin rolC-geeni&. N&in ollen ndilla
kasveilla on kohonnut suhde rolC-transkriptien mddrassa
verrattuna rolB-transkriptien madradan.
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Esimerkki 5

Transgeeniset rol-geenin indusoimat tupakan juuret

Aluksi tutkittiin sit&, kykynevatk$ rol-geenin in-
dusoimat tupakan juuret kasvamaan MS-alustalla, joka sisd-
1si kanamysiinid, koska juuret, niiden ollessa tehty plas-
midien pPCV002-ABC, pPCV002-B1100, pPCV002-AC avulla, myOs
sisdltédvat neomysiinifosfotransferaasi-II-geenin erillédén
rol-geenien koodittavista alueista. 166 rol-geenin in-
dusoimaa tupakan juurta testattiin. 153 niist& kykeni sel-
vasti kasvamaan MS-alustalla, joka sisdlsi kanamysiinisul-
faattia. Muut 12 eivdt olleet selvidsti positiivisia ja ne
tutkittiin sen vuoksi in situ testeilld neomysiinifosfo-
transferaasi-II-geenin aktiivisuuden suhteen. Lis8ksi teh-
tiin Southern blot-analyysit Kkasvien genomista. Tulokset

osoittavat, ettd namd juuret olivat todella transformoitu-

‘neet.

Rol-geenien eri koodittavat alueet tai niiden yh-
distelmdt omaavat eri vaikutukset juuren kasvuun. Trans-
geeniset tupakan juuret, jotka sisdlsivédt yksittdisen rol-
geenin, kasvoivat paremmin kuin transformoitumattomat juu-
ret. Transgeeniset juuret, jotka sisdlsivédt rolC-geenin,
haaroittuivat useammin kuin ne, jotka sisdlsivat rolA-gee-
nin tai rolB-geenin. Pdinvastaisesti transgeeniset juuret,
jotka sisdlsivdt rolC-geenin yhdessd rolA-geenin ja/tai
rolB-geenin kanssa, kasvoivat paljon voimakkaammin. RolB-
geenilld rolC-geenin kanssa yhdistettynd on vahvempi vai-
kutus kuin rolA-geenin yhdistelmdlld rolC-geenin kanssa.
RolA- ja rolB-geenin yhdistelm&t eivat johtaneet oleelli-
sesti parantuneeseen juuren kasvuun verrattuna siihen, kun
geenejd kaytettiin yksind&n. Kun rolC-geenin koodittava
alue on CaMV35S-promoottorin sddtelyn alaisuudessa, juuri-
kasvu paranee (kuvio 5). Painvastaisesti juuret kasvavat
vadhemmdn voimakkaasti, kun rolB-geenin ekspressio on
CaMV35S-promoottorin sédatelyn alaisuudessa. Kuitenkin juu-

ret kasvavat nopeammin, jos rolB-geenin koodittava alue on
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CaMV35S-promoottorin sddtelyn alaisuudessa ja on yhdistet-
ty rolC-geeniin. Tassd tapauksessa juuret ovat erittdin
haaroittuneita ja kasvavat plagiotrooppisella tavalla.
Spena et al., ylld mainitussa paikassa, kuvaamia ja esi-
merkissd 1 kuvattuja rekombinanttiplasmideja kaytettiin
nididen transgeenisista kasveista perdisin olevien juurten
valmistuksessa.

Juurten kudosviljelmdt ovat erittdin sopivia sekun-

daaristen kasvituotteiden valmistukseen.
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Patenttivaatimukset:

1. Haluttuja piirteitd omaava transgeeninen kasvi,
joka genomissaan sisdltdd Agrobacterium rhizogenes -bak-
teerin Ri-plasmidin T -DNA:n rol C-geenin koodittavan
alueen, jolloin kasvilla on muuttunut morfologia, fysiolo-
gia ja hormonimetabolismi mainitun geenin ekspression joh-
dosta, tunnettu siitd, ettd rol C-geeni on hete-
rologisen promoottorin sddtdménid.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen transgeeninen
kasvi, tunnettu siitd, ettd heterologinen promoot-
tori on Drosophila melanogaster -kdrpdsen HSP ("Heat Shock
Promotor")-70-promoottori.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen transgeeninen
kasvi, tunnettu siitd, ettd heterologinen promoot-
tori on vahva konstitutiivinen promoottori.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen transgeeninen
kasvi, tunnettu siitd, ettd vahva konstitutiivinen
promoottori on CaMV ("Kukkakaalin mosaiikkivirus")-35S-~
promoottori.

5. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen
transgeeninen kasvi, tunnettu siitd, ettd se on
perdisin heimoista Solanaceae, Apocynaceae, Chenopodi-
aceae, Polygonaceae, Boraginaceae, Compositae, Rubiaceae,
Scrophulariaceae, Caprifoliaceae, Leguminosae, Araceae,
Moraceae, suvusta Asplenium, heimosta Euphorbiaceae, kaa-
lityypeistd, auringonkukista, porkkanoista, paprikasta
(Capsicum annuum), purjolaukasta, retiisityypeistd, 1leh-
tisalaattityypeistd, lehtiselleristd (Apium graveolens),
sipuleista, saksankuminasta (Foeniculum vulgare), vehnds-
td, rukiista, ohrasta, viljasta (maissista), sokerijuurik-
kaasta, soijapavusta, kauroista, riisityypeistd, daaliois-
ta, koristetupakasta, pelargonioista, petunioista, esi-
koista, orvokeista, astereista, amarantustyypeistd, wvuo-
koista, leijonankidoista (Antirrhinum), akileijasta, ko-
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risteasparaguksesta, begonioista, tohvelikukasta, rapsis-
ta, krysanteemista, syklaamista, kukannuksesta, puutarha-
neilikoista, gerberasta, hidpykannuksista, lupiinista, nei-
likasta, heimosta Portulaceae, leinikistd (Ranunculus),
salviasta, gloksiiniasta, tageteksesta, ukon tulikukasta,
zinniasta, heimosta Rosaceae, saponoriasta tai Panax gin-
seng =-kasvista.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen transgeeninen
kasvi, tunnet tu siitd, ettd se on perdisin peru-
nasta tai tupakasta.

7. Kudosviljelmd, t unnettu siitd, ettd se
sisdltdd minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 - 6 mukaisen
transgeenisen kasvin soluja tai elimid tai transgeenisen
kasvielimen soluja.

8. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1 - 6 mukaisen
transgeenisen kasvin tai patenttivaatimuksen 7 mukaisen
kasvikudoksen kdyttd sekundaaristen kasvituotteiden val-
mistamiseen.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen kdyttd, t un -
nettu siitd, ettd sekundaariset kasvituotteet ovat
alkaloideja, monoterpeenejd, seskviterpeenejid, diterpee-
nejd, triterpeenisteroideja, tetraterpeeneji, polyketide-
jd, polyasetyleenejd, flavonoideja, fenyylipropanoideja,
amiineja, proteiinissa esiintymdttémi& aminohappoja, sya-
noglykosideja tai glukosinolaatteija.

10. Menetelmd minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 -
6 mukaisen transgeenisen kasvin valmistamiseksi, t un -
nettu siitd, ettid

a) kasvin protoplasteja tai kudosta viljelldin yh-
dessd Agrobacterium tumefaciens- tai Agrobacterium rhizo-
genes -bakteerien kanssa, Jjotka bakteerit sisdltidvit re-
kombinanttiplasmidin, joka on per&disin Ti- tai Ri -plasmi-
deista ja joka sisd#lt#i Agrobacterium rhizogenes -baktee-
rin Ri-plasmidin T -DNA:n rol C-geenin koodittavan alueen

heterologisen promoottorin sditidminid ja valinnaisesti se-
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lektoitavan merkkigeenin;

b) transgeeniset solut selektoidaan; ja

c) transgeeninen kasvi tai transgeeninen kasvielin
regeneroidaan transgeenisista soluista kdytté@mdlld isopen-
tenyyliadenosiinilla ja kloorifenoksietikkahapolla rikas-
tettua alustaa versojen viljelemiseksi.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd rekombinanttiplasmidi sisdl-
tdd koodittavia alueita ja promoottoreita, jotka sisdlty-
vdt kuviossa 1 esitettyihin rekombinanttiplasmideihin.
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Patentkrav:

1. Transgenisk vaxt eller ett dito vaxtorgan med
modifierad fysiologi, morfologi och modifierad hormon-
metabolism, kdnnetecknade dirav, att de i
sitt genom innehaller

a) den kodande regionen av rolA-genen, rolB-genen,
rolC-genen, rolA- och rolC-genen, rolB- och rolC-genen
eller rolA- och rolB-genen i T,-DNA:et av Ri-plasmiden fran
Agrobacterium rhizogenes och/eller den kodande regionen av
IPT-genen (isopentyl-adenosintransferas-genen) i T-DNA:et
av Ti-plasmiderna fran Agrobacterium tumefaciens, varvid
den eller de kodande regionerna styrs av dess/deras natur-
liga eller av en heterolog promotor, med undantag av dsen
kodande regionen av rolC-genen, vilken, ifall den ej in-
nehdlls i kombination med nagon av de andra kodande regio-
nerna i genomet, styrs av en. heterolog promotor; och

b) eventuellt &ven en valbar markeringsgen;
varvid de kodande regionerna och markeringsgenen ex-
primeras.

2. Transgenisk védxt eller ett dito vdxtorgan enligt
patentkravet 1, k @ nne tecknade diarav, att den
heterologa promotorn &r HSP ("Heat Shock Promotor")-70-
promotorn av Drosophila melanogaster.

3. Transgenisk véxt eller ett dito véxtorgan enligt
patentkravet 1 eller 2, k @& nnetecknade dirav,
att den heterologa promotorn dr en stark, konstitutiv pro-
motor. '

4. Transgenisk védxt eller ett ditovdxtorgan enligt
patentkravet 2 eller 2, k @annetecknade dirav,
att den starka, konstitutiva promotorn &r CaMv("Clauliflo-
wer Mosaic Virus")-35S-promotorn.

5. Transgenisk vdxt eller ett dito vdxtorgan enligt
ndgot av patentkraven 1, 3 och4, k d8nneteckna-
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d e ddarav, att de i genomet innehaller den kodande regio-
nen av rolC-genen av T,~-DNA:et i Ri-plasmiden fran Agrobac-
terium rhizogenes, vilken star under styrning av en stark,
konstitutiv promotor, féretréddesvis av CaMV35S-promotorn.

6. Transgenisk vdxt eller ett dito vdxtorgan enligt
patentkraven 1-5, k8 nnetecknade dirav, att
den kodande regionen av IPT-genen stdr under styrning av
HSP-70-promotorn av Drosophila melanogaster.

7. Transgenisk véxt eller ett dito vaxtorgan enligt
patentkraven 1-6, k d@&nnetecknade darav, att
de i genomet innehdller den kodande regionen av rolB-genen
och rolC-genen, vilka star under styrning av en rotspeci-
fik promotor och darigenom uppvisar en modifierad rot-
bildning och modifierad rottillvidxt i franvaro av andra
sdrdrag, vilka &r typiska f6r transgeniska rolBC-véxter.

8. Transgenisk védxt eller ett dito viaxtorgan med
modifierad fysiologi, morfologi och modifierad hormon-
metabolism, kdnnetecknade dirav, att de i
genomet innehdller den kodande regionen av rolA-, rolB och
rolC-genen, varvid dtminstone en av de kodande regionerna
stdr under styrning av en heterolog promotor, fdretrddes-
vis av CaMv35S-promotorn, och att de 6vriga kodande regio-
nerna star under styrning av deras naturliga promotor.

9. Transgenisk vdxt eller ett dito véxtorgan enligt
nagot av patentkraven 1-8, kd&dnnetecknad e
ddrav, att de deriverats frdn solanaceae, apocyanceae,
chenopodiaceae, polygonaceae, boraginaceae, compositae,
rubiaceae, scrophulariaceae, caprifoliaceae, leguminosae,
araceae, moraceae, asplenium, euphoriaceae, kaltyper, sol-
rosor, mordtter, paprika (Capsicum annuum), purjoldk, réa-
distyper, sallatstyper, celleri (Apium graveolens), 16k,
fankal (Foeniculum vulgare), vete, 1rag, korn, ﬁajs,
sockerbeta, sojabdna, havre, ristyper, dalior, pryd-
nadstobak, pelargonia, petunia, primulae, violer, astrar,

amaranthustyper, anemoner, lejongap (Antirrhinum), ak-
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vileja, prydnadssparris, begonior, calceolaria, coleus,
chrysanthemam cyklamen, delphinium, nejlikor, gerbera,
springkorn, lupiner, 1l6vkojor, portulaceae, ranunklar
(Ranunculus), salvia, gloxinia, tagetes, mullein, ciﬁnia,
rosaceae, -saponoria eller Panax ginseng, fodretrddesvis
fradn potatis eller tobak.

10. Vdvnadskultur, k @ nne tecknad dirav,
att den innehdller celler eller organ av en transgenisk
vaxt eller celler fran ett transgeniskt vaxtorgan enligt
nagot av patentkraven 1-9.

11. Anvédndningen av en transgenisk védxt enligt na-
got av patentkraven 1-9 f6r odling av v@xter med modifie-
rade biokemiska, fysiologiska, utvecklingsfysiologiska
och/eller morfologiska sérdrag.

12. Anvéndningen av en transgenisk vaxt enligt néa-
got av patentkraven 1-9 eller en vdvnadskultur enligt pa-
tentkravet 10 f6r framst&dllning av sekunddra vaxtproduk-
ter, fobretrddesvis alkaloider, monoterpener, seskviter-
pener, diterpener, triterpensteroider, tetraterpener, po-
lyketider, polyacetylener, flavonoider, fenylpropanoider,
aminer, icke-~-proteinaminosyror, cyanglykosider eller
glukosinolater.

13. Fdorfarande f6r framstdllning av en transgenisk
vidxt eller ett dito vdxtorgan enligt nagot av patentkraven
1-9, kd@dnnetecknat darav, att man

a) odlar protoplast eller vavnad fradn en vaxt till-
sammans med Agrobacterium tumefaciens eller Agrobacterium
rhizogenes-bakterier, vilka innehdller en rekombinant
plasmid som deriverats Ti- eller Ri-plasmider och som in-
nehdller de kodande regionerna av T,DNA i R,-plasmiden fran
Agrobacterium rhizogenes och/eller den kodande regionen av
IPT-genen av T-DNA i Ti-plasmiden frdn Agrobacterium tume-
faciens och eventuellt en valbar markeringsgen;

b) vdljer transgeniska celler; och

c) regenererar en transgenisk vdxt eller ett trans-
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geniskt védxtorgan fran de transgeniska cellerna.

14. rdrfarande enligt patentkravet 13, k 8 nn e -
tecknat diarav, att den rekombinanta plasmiden in-
nehdller kodande regioner och promotorer med den biologis-
ka aktiviteten hos de kodande regionerna och promotorerna
i de rekombinanta plasmiderna pPCV002-ABC, pPCV002-AB,
pPCV002-B1100, pPCV002-B300, pPCV002-CaMVBT, pPCV002-C,
pPCV002-CaMVBT+C, pPCV002-CaMV-C, pPCV002-A, pPCV002-AC,
pPCV002-BC eller pPCVO02-HSIPT.

15. Rekombinant plasmid, k @& nnetecknad
ddrav, att den innehdller kodande regioner eller promoto-
rer med den biologiska aktiviteten hos de kodande regio-
nerna och promotorerna i den rekombinanta plasmiden
pPCVOO2-BC.

16. Rekombinant plasmid, k@d@&nnetecknad
ddrav, att den innehdller kodande regioner och promotorer
med den biologiska aktiviteten hos de kodandse regioﬁerna
och promotorerna i den rekombinanta plasmiden pPCV002-
HSIPT.

17. Fo6rfarande f£f6r eliminering av hansterilitet
eller reducerad honfertilitet hos en transgenisk vaxt en-
ligt nagot av patentkraven 1-9, kdnnetecknat
ddrav, att den transgeniska vdxten korsbefruktas med en
hanfertil véxt, wvilken &r homozyg fdr en gen, vilken

a) under expressionsstyrning av en promotor, vilken
dr funktionell i den transgeniska vdxten, exprimerar ett
"antisens-RNA", vilket bildar en hybrid med mRNA:et i ge-
nen, vilken fdrorsakar hansterilitet eller reducerad
honfertilitet; eller

b) under expressionsstyrning av en promotor, vilken
dr funktionell i den transgeniska vdxten, exprimerar ett
ribozym, filket igenkdnner och spjdlker i efterkommande
led mRNA:et hos genen, vilken fdrorsakar hansterilitet
eller reducerad honfertilitet.
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