-1 - 0275957 German Patent Application P 36 28 747.4
proposes a phosphi nothricin (PTC) -resistance gene which can be obtained
fromthe total DNA of St reptonyceskgiorir’-’&@éﬂpano- genes DSM 40736 (general
col l ection) or DSM 4112 (deposi- 5 tion under the Budapest Treaty), which
has been sgiffefifingOr Phosphi not hricyl -al anyl -al ani ne (PTT) -resi stance, by
cutting with BanH, cloning of a fragnment 4.0 kb in size, and selection for

PTT-resi st anGder AsutdiRén Patshtahisldudg ® 8f28t727.5 isU6iR %ﬁi&énz&éﬂgaf%%ki%wﬁhcﬂfmm)
PTG resi st aitdesqhlagst, das &8 ddOGEINMEDNISYon taaNBRspRMbkyl-didhyIRlafid @TRediNEnz seloktior-
PTG esisst mmcStropmmjces viridochrbasjone3cDSMG 40736 Qallgomiainb Sgrhﬂm@ . BSME S 12 HidtortoBung N
si ze and owunterfBudipeétbreVariesg) iretn Sehnglésnemit BariiC Kiofiton 8inéked,0 IRE Grossh Fagridnts b 2
restricti oBelekign §uFiRJUResidynz Sfkidilicpasti Sovamn disf Venbendung ddiesgs 1Geg Al HurdellREPTC-
| ocat ed noYegistdrier Panaern ale IPF TRysistdne-viarker ip Bekterior gndoais PTC-Résistenz-Markdd irf Piagronsl-.
|t enmer gedlen Deprf ki groBe BamHi-Fiagment sif siem eeRegisteagen degt,det doreteimerResinktiodskértek(Eigur
Sst | | - S8t | DmBheyAdfinert( positions 0.55 to 2.15 in Fig. 1 of the min
appl i cati on) Dueh Klealerpy yonyfeflaereizhen diespe4 kip-Fragmantes ayufde digrkees: desTogiekbreichs ndhere
whi ch conf §98aroest. pllerbe; zaigtassichdal dag Resjstenzgem ayb dpra 8 i ShilirSeti-fseament (Bositiorsn 0,55
t ransf or maf'¥ orh° BFigs 1 gey g?“&‘&ﬂg‘?!d“?ﬁi"sgtr RugghsYerraeung it Ralfiirdsin 9.4 K0 sroles Eragmenti on
of PTC. Heff8"PhIor Jaghonbae in gég;q,s’%d'é’sﬁfﬁ” on, ¥a8: & liyidags, EF E-Resistenz yermitisi
sequencé& o ::e eprg‘:'ss'%ﬁgf _'5%@"5 i I Ngoep 8"RY I g% Bas) Sietepres s *’t’?'tfq‘i_é""le
Ger man ap_pl ! Eér%s t%mé}ddﬂ tl'-e@é 4%f82&'€ qéttdieoBHESg’ 6u 42 82v90i's%§?{1ldt %elgls nﬁOSO?e]I, ©
to determ ﬁﬁ‘gnﬁeﬁ@narié Pge S/ gedeI SquenzCEist StchUaAY oﬁ%ﬂg T, ofFene @6058 ' 30
of \Lhe gengons&fiblfbeSimmon ab Rble Nibloord e S bl o e 21 8 £ "
Genes fpPM ShRPiue BreftbRetdf Bssitsbn iRl ¥indh ¥ hfﬁ %Blf:ﬁ -pf'l'h)ﬁ\iﬁ" gz’: é!%rgra ?(?cie_pl Qe
(A + thyngyikin((&)von c&l'888d N % GheritsefidiloRsh AMGil £ 8l bdr GRANN véR !aﬂzg h 'Iieio./0
The propor i 6d) 50 % wditadsidalighh tAug B8R dirindb Wurdb W WRsitereRisgEtaRMg bs EHhdungs§¥dar-Ni S
reason, i nkeas disl DNASBqueR: G BPsISaRkgeRs durdhENSUSYRBds! AUfEsindR filr 68 Bflankildfe RIMAPSHRREMENCE
of the r essedtglingdigergGdenghistsuchegimiert. - 2- optim zed, by de novo synt _he5| s, to
a codonausag8iefEdfinding betifit einé Modifikation tdesNibsispazggne: G I der deutsthéh Pafvi@fthdidiAg P 36
rel at es t 028a747@dinfl iden ZisetaanpieldurigeP 136 92 SPRM e@geagehegen\izt, dlimlich dﬂedﬁ@&_@d\_gldﬁ den
Ger man Pat @adengaprpich ineRflanzan. Die enBpragho@id Afndnpsiliresequenzdst im Attharg wisdeegdghibbn. GVeitbro
appl i cat i oMsgesaigingen depErfigiungsinddh gonRatenterspiiichen definted odén werdertiovfolgandenesribiutert.
pl ants. The P#r98eisehedrade isihekrontich entagelqdbndsd rus flg @pArgnastlremein einzigasEriplett
Furt her %% rﬁggiaqt, rtegd Bqn resticheny|Bgonetiseh ¢odiarbaren Aminosduren 2 bis 6 Tripletts zugeordnet sind.
FUr die Synthese des Gens stoht somit theoretisch eine groBe Vielfalt von Codonkombinationen zur
Auswahl. Da der genannte relative Anteil der einzelnen Nukleotide an der Gesamt-DNA-Sequenz von Einflu8
ist, wurde er als eines der Kriterien bei der Sequenzoptimierung zugrunde gelegt.
Folgende Anderungen an dem sequenzisrten Gen wurden durchgeflihri:
85 1. Das Streptomycetengen-Staricodon GTG (Position 258-260 in der Sequenz der Zusatzanmeldung)
wurde gegen das von der pflanzlichen RNA-Polymerase Il benutzte Startcodon ATG ausgetauscht.
K/ 2. Innerhalb des Gens wurden die Streptomycetengencodons so verindert, daB in Pflanzengenen
geeignete Codons daraus resultierten (G/C-Verh3ltnis).
3. Zur Beendigung des Translationsvorgangs wurde an das Ende der Sequenz das TGA-Stopcodon
40 gesetzt. :
4. Anfang und Ende der Gensequenz wurden mit UberhZingenden Enden von Restriktionsstellen verse-
hen, um das Gen amplifizieren und zwischen pflanzliche Regulationssequenzen ligisren zu kénnen.
5. Palindromische Sequenzen wurden auf ein MindestmaB reduziert.
Die erfindungsgem&Be DNA-Sequenz | (mit der entsprechenden Aminosiuresequenz) ist im Anhang
45 wiedergegeben.
Drei interne singulére Schnittstellen flir die Restriktionsenzyme Xbal (Position 152), BamHI (312) und
Xmal (436) erm&glichen die Subklonierung von Teilsequenzen, die in gut untersuchte Klonierungsvektoren,
wie etwa pUC18 oder pUC19, eingebaut werden k&nnen. Zusitzlich wurden innerhalb des Gens eine Reihe
von weiteren singuldren Erkennungssequenzen flir Restricktionsenzyme eingebaut, die einerseits einen
s0 Zugang zu Teilsequenzen der Acetyltransferase schaffen und andererseits die Durchflihrung von Variatio-
nen erlauben:

Sy
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defined in the patent clains or are explained herein- 10 after. As is
known, the genetics code is degenerate, i.e., only 2 amno acids are coded
for by a single triplet, whereas B@2F&9B%BE ng 18 genetical |y codabl e anino
acids are assigned to 2 to 6 triplets. Thus, theoretically, a wi de 15

vari ety of codon conbi nati ons can be chosen for the synthesis of the gene.

Si nce the sai d Restpikidonaenszim on of Sednitd MaghaNusleotdd-drs in the

total DNA sequence exerts an infl uence,(dadi\agd@ds%&ﬁ? of the criteria
on which the sequ?q%molmzalon was bas 11 0
modi fi gati ons wer to the sequenced gené’. 1. The Streptonycetes gene
start codon GIG (EaXll on 258-260 in the seq®@ce in the additional
application) was rﬂ@ped by the start codon.,ATG which is used by 25

pl ant RNA polynerase 1. 2. Wthin the gene, the Streptonycetes gene codons
were changed in s®Ral way that they resulted®8 n codons suitable in plant
genes G C rati o) .pakyiThe TGA stop codon was gy aced at the end of the 30
sequence to termnate the translation process.. 4. The begi nning and end of
t he gene sequence provi ded with protruc}i3r9g ends. of restriction sites
in order to be ablapd® anplify the gene and 232yate it between pl ant

regul ati on sequen 35 35 5. Palindromc s nces were reduced to a

m ni mifh - 3- T&'g Ha sequence | accordin the ‘i nvention (with the
correspondi ng am vrlkl d sequence) is depictd®B in the annex. Three internal
uni que cl eavage sigg@gsgfor the restriction 5qgggynes Xbal (position 152),
Band, (312) and Xnmal (436) nake possible the subcloning of part-sequences
whi ch gan be i ncorﬁfdﬁ' ted in well-investi gat3&§ cl oning vectors such as, for
exanple, pUCl8 or B4H¥I | n addition, a numag of ot her unique recognition
sequences for restﬁohgltion 10 enzynmes were jJyorporated within the gene,
and these, on theo hand, provide access t© part-sequences of acetyl -
transferase and, @glihe other hand, allow n&B€&ications to be nade:

Restristion enzynggg1rr Cut after gyl eotide No. 15
(codi ngs strand) BspM | 11 Sacl |
64

Der Aufbau der Teilsequenzen durch chemische Synthese und enzymatische Ligationsreaktion erfolgt in
an sich bekannter Weise (EP-A 0 133 282, 0 136 472, 0 155 590, 0 161 504, 0 163 249, 0 171 024, 0 173
30 149 oder 0 177 827). Details wie Restriklionsanalysen, Ligation von DNA-Fragmenten und Transformation
- von Plasmiden in E. coli sind ausflihrlich im Lehrbuch von Maniatis (Molecular Cloning, Maniatis et al., Cold
Spring Harbor, 1982) beschrieben.
Die so klonierte Gensequenz wird dann unter der Kontrolle pflanzlicher Regulationssignale in Pflanzen
eingeflihrt und zur Expression gebracht. Die EP-A 0 122 791 gibt eine Ubersicht liber bekannte Methoden.
35 Man erhilt so PTC-resistente Pflanzenzellen (d.h. man hat sin Selektionsmerkmal fiir transformierte Zellen),
Pflanzen bzw. Pflanzenteile und Samen.
\/ ' In den folgenden Beispielen werden einige Ausgestaliungen der Erfindung im einzelnen erl3utert.
Prozentangaben beziehen sich hierbei auf das Gewicht, wenn nichts anderes angegeben ist.

40 Belspiele

Die folgenden Medien wurden eingesetzt:

a) flir Bakterien:
YT-Medium: 0,5 % Hefe-Exirakt, 0,8 % Bacto Trypton, 0,5 % NaCl
45 LB-Medium: 0.5 % Hefe-Extrakt, 1 % Bacto Trypton, 1 % NaCl
als Festmedium:  jeweils Zugabe von 1,5 % Agar
b) flir Pflanzen: :
M + S§-Medium: Siehe Murashige und Skoog, Physiologica Plantarum 15 (1962) 473
2MS-Medium: M + S-Medium mit 2 % Saccharose
60 MSC10-Medium: M+ S-Medium mit 2 % Saccharose, 500 mg/l Cefotaxim, 0,1 mg/l Naphthylessig-

s8ure (NAA), 1 mg/l Benzylaminopurin (BAP), 100 mg/l Kanamycin
MSC15-Medium: M + 8-Medium mit 2 % Saccharose, 500 mg/l Cefotaxim, 100 mg/l Kanamycin.

1. Chemische Synthese eines einzelstréngigen Oligonukleotids
65
Als Ausgang flir die Synthese des Fragments ll, eines der vier Teilfragmente | - IV, diente das
endstiindige Oligonukleotid lic (Nukleotide Nr. 219 bis 312 des codierenden Stranges der DNA-Sequenz ).
FUr die Festphasensynthese wird das am 3-Ende stehende Nukleosid, im vorliegenden Fall also Guanosin
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EcoRV 74 20 Hpal

80 Aatl | . 99 Bst X
139 Apal | EP 0276 88DB%
272 25 Avrll 308 Afl I

449 Fokl terial ist mit langkettigen Aminoalkylresten funktlonall G ("Controlle Glasscg Im Ubrigen folgt
536 Bgl || die Synthese den (aus den auf Seite 4, Zeile 3 - 4 geRatinten EP-AF BdksrinfoH MotnBbn

par t - sequencps SYHthésBHIEH iStak dis WRA BEdbz |a<mha émaas.brﬁ. 4i€ At BRBen’ RABNA- 9 orlzd
cany ed sOudntspiithe. manner known per se EP— 0, 133, 282, 0, 136,472,

-4- 0,155,590, 0,161,504, 0, 163, 249, 0,171,024, 0,173,149 or 0,177,827).
Detail s, sEhzyastistigss\erkintyfing deradiraélsteifgigen|Cligmtikicdideat dBNGeifrag@erent S and
transformation of plasmds in E. coli, are described at length in the

t ext book of Bur Phiviphorgierusg ddvislliganulliemtideCimoiiTanninud/mronde jei 1snned dex| Qligon@ddotideSibrunt g
Har bor , 701 9&2)it 5 Mihed Adespgintriphopphet oed 4\VRiphsitenBisPolyaukieotistKinaealin 20 1t §0i reM WdsyHCIPutfdnen
i nt r oduced®Pk 76y 1B Imih Magnegiyrarblorid pns o Dihiottypitoh (DAY 3¢ Migutbrabdi §71° & bepaedott Daand
its expresEPYR W4 dyreiipiminltiges) Erhitaemayf 95° G desaktigiert. [Dia, Plispaukiketidoia mst lidoweiche im
this way aP¥-pamentibdie pperhfingendsy §?ﬂ“9 Ibélﬁ’ﬂ" Yeigiendicfts phespheryliget| Disstvpiindarice der e
for transfBf ndlag) Lfgét‘qng'e "F' Blg §‘°’8? als, sjp fem BFA-§qaqm'%" aiePresheny s
Sone enffod| 'g%'f’.k'?% ' \ f" "f W' 5\ 8' de’ P'f?mf"!'f'@m'de

- Ul
exanpl es wi

te v
relate to .\&fsm " g ukisoti nes:'lfa?]i l?cﬁl\g dn(‘}" '"i%ﬁyy
20 \ YT, Shhitzt und_d la mY:3 k Zur 8 atlsc
Nad LB, zHidann dann 2 uIQ}agN{ "ﬁ}l 28 )ﬁw 0Si @S-I 7¥ ¥091|e lgnt ehdy

sol i d_medi Wil 28Rl ihHuBiBrt % StincBIBRGRIC, t O eac
see Mirashi ggie Herigstgues Gerraymdni! I%Iﬁ?du%h%feﬁﬁt%ﬁolée QI;f%ﬁgl)\ 16 %ien Vﬁym}n'ihm
M+S medi Urger @Riecdmstofzudde, 2001 HS&En, 1 mm Dicke), wobei als Markersubstanz @X 174 DNA (Fa. BRL),
geschnitten mit Hinfl, oder pBR322, geschnitten mit Haelll, diente.
25 Die Herstellung der Genfragmente I, Il und IV erfolgt analog, wobei aber die "Uberh&ngenden”
Sequenzen vor dem "Annealing” in die 5'-Phosphate Ubergeflihrt werden, da kein ngatlonsschrltt erforder-
lich ist.

336 Stul  Nyieotid Nr. 312), Uber die 3-Hydroxyfunktion kov iEﬁJﬁ" Tréger g 3@1 P verwendet. Trigerma-

3. Herstellung von Hybridplasmiden, die die Genfragmente |, I, lll und IV enthalten.
30
a) Einbau des Genfragmentes | in pUC18

Das handelslibliche Plasmid pUC18 wird in bskannter Weise mit den Restriktionsendonukleasen Sall
und Xbal nach den Angaben der Hersteller gedffnet. Der Verdauungsansatz wird auf einem 1 %igen
85 Agarosegel durch Elektrophorese in bekannter Weise aufgetrennt und die Bruchstlicke durch Anfirben mit
Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die Plasmidbande {(ca. 2,6 kb) wird anschlieBend aus dem Agarosegel
\_/ herausgeschnitten und durch Elekiroeliition von der Agarose abgetrennt.
1 g Plasmid, mit XBal und Sall getffnet, wird dann mit 10 ng des DNA-Fragments | Giber Nacht bei
16° C ligiert.
b) Einbau des Genfragmentes Il in pUC18.

Analog zu a) wird pUC18 mit XBal und BamH!I aufgeschnitten und mit dem Genfragment Il, das zuvor
wie in Beispiel 2 beschrieben an den Uberh&ngenden Enden phosphoryliert wurde, ligiert.

c) Einbau des Genfragmentes Ill in pUC18
Analog zu a) wird pUC18 mit BamHI und Xmalil aufgeschnitte_n und mit dem Genfragment Ill ligiert.
s0 d) Einbau des Genfragmentes IV in pUC 18

Analog zu a) wird pUC18 mit Xmalll und Sall geschnitten und mit dem Genfragment IV ligiert.
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M5C10 medi um M+S medi um cont ai ni ng 2% sucr ose, 30

500 ng/| cefotaxine, 0.1 ng/l naph- thgll acetic acid (NAA), 1 ng/l benzyl -
am nopurine (BAP), 100 ny/l kanarEPc? SNBC15 medi um M-S nmedi um
contai ni ng 2% sucrose, 500 ng/l cefotaxinme, 100 ny/| kana- nycin. 1.

Chem cal s I eo- tide The

synt hesi s4 é@ﬁaprﬁgégﬁgﬁw éeh%ﬂlg‘?%o?ﬁehﬂ@ﬂ?gﬁ@ pb@ P%Pr agrrent sl -1V, started
from the &) earSidiAdtioPliidMplifkbtioh 88 deRfaghbite (JWCI eotide No. 219 to 312 in the
codi ng strand of DNA sequence |). For the solid-phase 10 synt hesi s,

t he_nug! eosnigleo arhalfold HybridpRshidd Wettien i E} €l raystdgrhian MidrAnEwird (dBLSthrRAE. B8 KNp2

312) i n dirdie BgHasdhe mitGHBE70 B CaRALRHTIBYUNY RéraIRbntdomatHh endmit e Su<P8HEon @BHOUP

t 0 a suppiybridplashiids BUPPEM TriskGHPuiRdr (pls 7B Glet CONMMOdn Elciyituhidriq lish Sw)setzt. Die

f unct i ondaknsfoedierion tStEninengprdsn arientibdich untes |Algnbitzdng der durchrdasl Plasnhi@ verfoltthiesh Wintibioti- t he
synt hesi &arpsistdngansbzivh@mifindliahkeftén seialdionige udd die | HybrdvéktorendangplifielteNach | AthSEeR-d6)

met hodg. Z¥¥en werdam dief Hybiidplabmidé isolied. mih dércarsmeiihglich eibiyFselzteq Restildoristnzyrennaigp;

whi ch ot §eniiiprsundcier Gasisasmaate | fld1l MYV derehu@etelektrpphoree isoligit. Enzymatic |inkage of
t he single-stranded ol i gonucl eo- tides to give gene fragnent Il For the
phosphor Y ¥aringpfungrdet Frnfragmegis el and Veus G&Fa"ttil?@ 5 end, 1 nmol of each of

I I was treated with nm)l of aden05| n
i Sﬁ”“‘ghzf% 4 dmdinn QfLyﬁ’Ie‘f‘ "Bffagmmeb @Mw ;%% 8] of
Iﬁ?ﬁ% b (o

50 mM tr “}9 eﬁgﬂm qngt;nd o S

di t hi ot higPighot kA eﬁ b‘Iﬁmﬁ %ﬁwﬁ'ﬁ g}fd
by \heat 'TQ—@NAQ asel (%or mts un irfkh Stun f#lbld

form 38 mit den HaGriciiinGdn £:e uﬁﬁgéﬁg-" - e 1-312,
phosphor whiggthy difth %ereﬂI‘bﬁﬁHre%eta in ﬂrammgbrppoly Er‘nﬂgal n| &%pél'seﬂ rkersub-

|'i gati on staff gk P4GE DNALURE. BROEYSERRitb VAR dén® REsBRIASH rIi agment |1. - 6-

A i gonucl eak ighReer | Weidedweldenadie® Ghringhents NI Qunginy autahaa&éra@mh WdbeParl ﬁich%ﬁ 1
nmol of ®akigungfeincdas BE-FraGMED (NuRIBSdS BF-558 BamHESRYIngithAs Markébeisdehabigsxtegho! | b
and |15 gse wirdpBRIE gesthriifen mitelemiRsstdifiorserizyh Mapl, arwohet.
Zum Aufbau des Gesamtgens (DNA-Sequenz [) werden 15 ng des 312 bp-Fragmentes und 12 ng des

245bp-Fragmentes mit 1 g des handelsliblichen Plasmids pUC18, das zuvor mit dem Restriktionsenzym

Sall aufgeschnitten und an den Enden enzymatisch dephosphoryliert wurde, wie oben beschrieben ligiert.

Nach der Transformation und Amplifikation (wie in Beispiel 4a) beschrieben) wird durch Sall-Verdauung der

30 richtige Klon mit dem 558 bp-Fragment gem&8 der DNA-Sequenz | identifiziert.

5. Transformation der Hybridplasmide

Kompetente E. coli-Zellen werden mit 0,1 bis 1 ug des Hybridplasmids, das die DNA-Sequenz | enthilt,
as transformiert und auf Ampicillin enthaltenden Agarplaiten plattiert. AnschlieBend lassen sich Kione, die die
korrekt integrierten Sequenzen im Plasmid enthalten, durch DNA-Schnellaufarbeitung identifizieren (Maniatis

b aa.0.).

6. Fusion des synthetisierten Gens an Regulationssignale, die in Pflanzen erkannt werden.

Das an den Enden mit Sall-Schnittstellen versehene optimierte Resistenzgen wurde in die Sall-
Schnittstelle der Polylinkersequenz des Plasmides pDH51 (Pieirzak et al., Nucleic Acids Res. 14 (1986)
5857) ligiert. Auf diesem Plasmid sind Promotor und Terminator des 35S-Transkripts aus Cauliflower Mosaic
Virus lokalisiert, die vom pflanzlichen Transkriptionsapparat erkannt werden.

45 Durch die Ligation des Resistenzgens wurde dieses hinter dem Promotor und vor dem Terminator des
358-Transkripts inseriert. Die korrekie Orientierung des Gens wurde durch Restriktionsanalysen bestitigt.

Der Promotor des ST-LS1-Gen aus Solanum tuberosum (Eckes et al., Mol. Gen. Genet. 205 (1986) 14)
wurde ebenfalls zur Expression des optimierten Acetyliransferase-Gens in Pflanzen verwendet.

s0 7. Einschleusen des Resistenzgens mit den Regulationssequenzen in Agrobacterium tumefaciens

a) Kointegrat-Methode

Die gesamte Transkriptionseinheit aus Promotor, optimiertem Resistenzgen und Terminator {Bsispie! 6)

55 wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI ausgeschnitten und in die EcoRI-Schnittstelle des intermedisren E.
coli-Vektors pMPK110 ligiert (Peter Eckes, Dissertation, Univ. K&iIn, 1985, S. 91 f.). Dieser intermediire
Vektor war nitig, um das Resistenzgen mit seinen Regulationssequenzen in das Ti-Plasmid von Agrobacte-
rium tumefaciens zu Uberfihren. Diese sogenannte Konjugation wurde nach dem von Van Haute et al.
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5. containing 50 MM tris-HA (pH 7.6), 20 mM nmagnesi um chloride, 25 mV
pot assi um chl oride and 10 nM DDT. For the annealing of the oligonucleotides

corresponding to DNA fragnent |1, EROZEITBIn of the oligonucleotides is
heated at [err] for 2 minutes and t hen sIowa cool ed 10 (2-3 hours) to
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agarose by 'Mid ﬁo@ﬂa r"t‘)‘en ’demp cﬂed t horXb and %ﬁmz
then 5 20 wnrksars&v gﬁcﬁ\ da Rgs ste §'a dlisiert,

| ncor por at pQg segﬁ'rglﬁ ﬁé?lﬂ q r die Trén@fo ure

open W t h XBaimeai\therprftidb W ,{s ra rrent wh c

previ ously been phosphoryl ated at the protrudlng ends as descrlbed |n
Exanpl e 2. p)@niteVebidtidb on  of gene fragnment 111 in pUC18 In analogy to
a), pUC8 is cut open with BanH and Xmalll and |ligated with gene fragnent
I11. 15 Esl)wulda Cdss pishidpd ivekiroSistethe s oragomatet | (Mol (3l Bonet. 204 (1988) 383)

beschrieben worden war, verwendst. Der von Koncz et al. (PNAS 84 (1987) 131) beschriebene Vektor
pPCV701 wurde folgendermaBen verfindert: Mit den Restriktionsenzymen BamH! und Hindlll wurde ein
Fragment, auf dem u.a. die Promotoren TR1 und TR2 lokalisiert sind, aus dem Vektor entfernt. Das
30 resultierende Plasmid wurde rezirkularisiert. In die vorhandene EcoRI-Schnittstelle auf diesem Vektor wurde
ein ca. 800 Basenpaare langes Fragment aus dem Vektor pDH51 inseriert, auf dem Promotor und
Terminator des 35S-Transkriptes aus Cauliflower Mosaic Virus lagen (Pietrzak et al., Nucleic Acids Res. 14
(1986) 5858). Das resultierende Plasmid pPCV801 hatte zwischen 35S-Promotor und -Terminator eine
singulére Sall-Schnittstelle. In diese Schnittstelle wurde das optimierte PTC-Resistenzgen inseriert. Seine

85 Expression stand nun unter der Kontrolle der 35S-Transkript-Regulationssequenzen.
Dieses Plasmid (pPCV801Ac) wurde in den E. coli-Stamm SM10 transformiert (Simon et al.,
b Bio/Technology 1 (1983), 784). Zur Uberflihrung des Plasmids pPCV801Ac nach Agrobacterium tumefa-
ciens wurden je 50 il der SM10-Kultur und einer C58-Agrobakterienkultur (GV3101, Van Larebeke et al.,
Nature 252 (1974) 169) mit dem Ti-Plasmid PMPI0RK (Koncz et al., Mol. Gen. Genet. 204 (1986) 383) als
40 Helferplasmid auf einer trockenen YT-Agarplatte vermischt und fiir ca. 16 Stunden bei 28° C inkubiert. Die
Bakterien wurden anschlieBend in 3 ml 1 mM MgSO, resuspendiert und auf Antibiotikaplatten ausplattiert
(Rifampicin 0,1 g/: Selektion auf Gv3101, Kanamycin 0,025 g/: Selektion auf pMP90RK, Carbenicillin 0,1
gfl: Selektion auf pPCV801Ac). Auf diesen Platten k&nnen nur Agrobakterien wachsen, die beide Plasmide
(PMP90RK und pPCV801Ac) enthalten. Bevor diese Agrobakterien flir die Pflanzentransformation eingesetzt
45 wurden, wurde durch "Southern Blotting™ Uberpriift, dag das Plasmid pPGV801Ac in seiner korrekten Form

in den Agrobakterien vorhanden ist.

8. Transformation von Nicotiana tabacum durch Agrobacterium tumefaciens

50 Das optimierte Resistenzgen wurde mittels der sogenannten "leaf disc” Transformationsmsthode in
Tabakpflanzen tibertragen.

Die Agrobakterien wurden in 30 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika bei 28°C unter
stdndigem Schutteln herangezogen (etwa 5 Tage). Dan wurden die Bakterien durch sine zehnmintitige
Zentrifugation bei 7000 rpm in einer Christ-Zentrifuge sedimentiert und einmal mit 20 ml 10 mM MgSO,

55 gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die Bakterien in 20 ml 10 mM MgSO, suspendiert
und in eine Petrischale Uberflihrt. FUr die Blattscheiben-Infektion wurden Blitter von in Sterilkultur auf 2MS-
Medium wachsenden Wisconsin 38-Tabakpflanzen verwendet. Alle Sterilkulturen wurden bei 25 bis 27°C in
einem 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkel-Rhythmus bei Weilicht gehalten.
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I.)n analogy to a), pUC18 is cut with Xmalll and Sall and ligated with gene
fragment 1V. 4. Construction of the conplete gene and cloning in a pUC

pl asm d 20 a) Transfornati_oﬁpa)rﬁ? B ication of gene fragments | -
|V The hybrid pI asm'ds obtained in this way are transforrred into E. coli.

\II:\AO': ht gi ? 9 'Qﬁ E mEen n%l dle l%lal‘tgb ée&%&rw déi;}ébﬁﬁ{s B?rnt 25
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have beedie kisleh Sprpsse isiBitbdnBirizbleheSBprosse wurden RUFAMST15HMediar B Glasaasom weitbrkulevit. InC ut
open W t Hen fbliddenclidchénChiliaen einige\ierabgeschnijionsnl Spyossvander Schafttstpiia@ufzelagnent s |,
[1, 111 andrahiformtede iPgarkzeat kaintiry agpbl| direktcapt PT(phritigers Plianzdninediemsededsiipnioft vgpeles

f ragmeant Burth DNA-Andlyse @Sauithbiv’ Blotting")y end] BNA-Analyse ("Nortkern dRiaitingt)edee t@usiirmiadament s
| and | | Piiszeniwnede dépVoshapriengeinand tlie Fxmuession des|Pd G-Rasisténagdne pachgewideenng of each of

the isolated fragnents | and Il are dissolved together in 10 [err] of
buf f er c&rﬂaa*rwsn er0 Criepitteriz senyensiqrpierten. Rifpnzeno v 15 magnesi um
chloride and n1\/| DTT, and thIS soI ution |s heated at r for 5 mnutes
After ¥ he g Fd‘B‘S'P Q?fﬁ? ’E“’" ;1"3}?

Pf

adenosi n

“H
g ¢ %
i b, §h ri
anéen ee ir enr::ee,g %grrt qu ( ?I":'ansfor?n e::en % ewu ‘?n anssrr:o 6{? 16

os. A dihs ot

oyrs.

BanHl |E; cﬁ% T@,Qi: 55( ﬁi“ .gJ giw FZ:%&?P egﬂdn
U 1 e s i S e e S g colal iy 4 b pearcer

25 bewirk §<§h§t’i\§tﬁlgéﬁ5 BEs ARLeNsh dndWidchSvartenber BB riihioh QfthdriRhibridnUBtiaYed Wart e
restrict hp,aesﬁagggﬁ&sblgﬁ wid bei &E@Q@ruﬁ{eaqmﬁpﬂanhé and IV are linked together in
t he sane way, ere being obtained after purifica- tion a 246 bp
f r agment 10. QoanatraRsibrasderast zu BlathvSis detPTC-Acetyliorundia rtitsgénh, IPrc-resl@ntemPiaazonused
for the gel electro- phoresis is pBR322 cut with the restriction enzyme
Ca. 100 mg Blaitgewebe von transgenen, PTC-resistenten Tabakpﬂanzen bzw. von nichttransformierten
Tabakpflanzen wurden in einem Puffer, bestehend aus: 50 mM Tris/HC| pH 7,5; 2 mM EDTA; 0,1 mg/mi
Leupeptin; 0,3 mg/ml Rinderserumalbumin; 0,3 mg/ml DTT; 0,15 mg/m] Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
30 homogenisiert. _
Nach anschlieBender Zentrifugation wurden 20 w1l des klaren Uberstandes mit 1 1l 10 mM radioaktiv
markierten D,L-PTC und 1 w1l 100 mM Acetyl-CoA flir 20 Minuten bei 37° C inkubiert. AnschlisBend wurde
die Reaktionsmischung mit 25 wl 12 % Trichloressigsdure versetzt und abzentrifugiert. Vom Uberstand
wurden 7 ul auf eine Diinnschichichromatographie-Platte tibertragen und in sinem Gemisch aus Pyridin : n-
35 Butanol : Essigs8ure : Wasser (50 : 75 : 15 : 60 Volumenteile) aufsteigend zweimal entwickelt. PTC und
Acetyl-PTC wurden so voneinander getrennt und konnten durch Autoradiographie nachgewiesen werden.
\/ Nichtiransformierte Pflanzen zeigten keine Umsetzung des PTC zum Acetyl-PTC, wihrend transgene,
resistente Pflanzen dazu in der Lage waren.
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Mspl. To construct the total gene (DNA sequence 1), 15 ng of the 312 bp
fragnment and 12 ng of the 246 bp -9- fragnent are |ligated, as described
above, with 1 [err] of the com‘rer@"aﬂ?vgﬁzﬂql abl e plasm d pUCLl8 whi ch has
pr-evi ously been cut open with the restriction enzyne Sall and enzymatically
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1. Resistenzgen, codierend flir das Protein der Aminos#uresequenz | (Anhang), indem als Startcodon ATG
und als Stopcodon TGA verwendet werden und der GC-Anteil des Gens an den in Pflanzen angepaBt
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15 gene was now also located on the Ti plasmd ' X
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1. Resistenzgen, codierend flir das Protein der Aminoséuresequenz 1 (Anhang), indem als Startcodon ATG
und als Stopcodon TGA verwendet werden und der GC-Anteil des Gens an den in Pflanzen angepaBt
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—_—
fqQrmation, Southern blotting was carried out to 25 . eck that the
pl asm d pPCV801Ac is present in its correct formin thelﬂ’!@%ﬂ "ﬂ”m”m :
Transformation of Nicotiana-t abacuﬁrtﬂ'z")ﬁgqf%lﬂct eriumtu o V" 'I
optim zed resi stance gene was .transferred into 30 t obacco plant’s dsing
t he so-call eg | eaf disk transfor- mation nethod. The Agrobacteria were
cultured in % m of LB nedium containing the appropriate antibiotics at
28C, shaki B9 KsGRbAzBsHOMER XnshRBPY igeRbnRAKRet dubHEai® BRA-BEdu8nYRAfhang, NukidoidposifidA€"
sedi nent ed byg@ntrifugation at g7000 rpomin a Christ centrifuge for 10

m Qut es,s and were washed ofnce with 20 Ml of 10 mM[err]. After a further
centrifugas. tGeasiukilid) gekbméichnétadu® Idd BNISSROSHRA (ArdRangdf) gekoppdit ahGn PidnZen wirksame
MySOH4 and t r segllsionsand ExdressionsBigialel di sh. Leaves of Wsconsin 38 tobacco

pl ants growing on 2Ms nmediumin sterile culture were used for the |eaf disk
I nf ect i on. 4.AlVektorhgekernesichhet durch dasResistevegep nachi Ansuchddbdert2. 25 to 27C in a 16
hours | i'ght/8 hours dark rhythm under white 10 | i ght. Tobacco | eaves
were cut off  Veldpregakpnazeichpgt durch ¢inecGenstyyliucnacihdnspriehed Wi t h sandpaper. After
the | aceration, the | eaves were cut into smaller pieces and dipped in the
bact eri um &ulMelgpran. entialtendsife ogeranebrere fYASeaprppenAnhang) ausidetynsferred to MES
medi um and mai nt ai ned under normal culture conditions for two days. After
the 2-dd¥ infection wth tGrepbadt eri{duclebtidINmf pibkces2yere washed in
liquid WS nedium and transf“arre « to M510- ﬁggr p#gées. Tr ansf or ned
shoots were selected on 20 t he 'basi s of t res?sflance to the

ant\_bi oti c kana- nycin which hatl al 48 been trargyfserradeg) ddr fi rst shoots
becane yjsible 3 to 6 weeks later. |pdividugl shoots were further
cultivated on M8C15 nmediumin dVass {ars. In t ¥8%eeRe8hhich fol | owed, sone
of the 25 shoots which had been cut off developed roots at the site of
the cut. It was al so possible to select transfornmed plants directly on

PTC- cont ai ni ngngbiRdeksingbichnet dlireh éiien VOIS RachGhsiriith 405 fepd.Si On of the
PTC-resizst ance gene was 30 denonstrat ed by DNA anal ysis (Southern

bl otti ng) &ndPhidaénzelleadekaninssichide tirthesimGdn rath Ariaprpichoil, 2 bdiee 31 r ansf or ned pl ant s.

9. Piflanzen, deren Teile und Samen, gekennzeichnet durch ein Gen nach Anspruch 1, 2 oder 3.

30 10. Verwendung des Gens Anspruch 1 oder 2 bzw. der Genstruktur nach Anspruch 3 zur Erzeugung von
Phosphinothricin-resistenten Pflanzenzellen, Pflanzenteilen, Pflanzen und Samen.

Patentanspriiche fir folgenden Vertragsstaat : ES

35 1. Verfahren zur Herstellung eines Resistenzgens gegen Phosphinathricin (PTC), dadurch gekennzeichnet,

daB man ein Gen synthetisieri, das flir das Protein der Aminos&uresequenz | (Anhang) codiert, wobei

{ als Startcoden ATG und als Stopcodon TGA verwendet werden und der GC-Antsil des Gens an den in
— Pflanzen angepast ist. '

40 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 das Gen die DNA-Sequenz | (Anhang,
Nucleotidposition 8-554) hat.

3. Verfahren zur Herstellung PTC-resistenter Pflanzenzellen, Pflanzen, Pflanzenteile oder Samen, dadurch

gekennzeichnet, daB man ein nach Anspruch 1 oder 2 erhaltenes Gen an in Pflanzen wirksame

45 Regulations- und Expressionssignale koppelt, die so erhaltene Genstruktur in Pflanzenzellen einbringt
und darin zur Expression bringt.

Claims .
Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, FR, GB, GR, IT, LI, LU, NL, SE
50 .
1. A resistance gene coding for the protein of amino acid sequence | (annex), in that ATG is used as start
codon and TGA is used as stop codon, and the GC content of the gene is adapted to that in plants.

2. The resistance gene as claimed in claim 1, having DNA sequence | (annex, nucleotide position 9-554).
55
3. A gene structure having DNA sequence | (annex) coupled to regulation and expression signals active in
plants.

"



- 14 - 9. Denonstration of the PTG resistance of the t lgt S
To check the functioning of the resistance gene I n transﬂm% amﬁ m“maf
fragments fromtransformed 5 EP 0243 9%%RT t r ansf or ned ptand StWeme s  »
transferred to MrS nutrient nedia containing 1 x [err] ML-PTC. The
fragment s f rAQQEéﬁ?éh’téirﬁ@rlﬁJ%fiéemlge Bénéﬁé aaiméfﬂclam $r% the fragments from

transforned p were a o regenerate new shoots. Transformed shoots
t 0ok roots. 1@ vector contairtigth gbh&Wubrb ROLLimEd hlciamd.t Y on MES nutrient media
containing 1 x [err] ML-PTC. Transforned plants were, fromsterile

condj t is0res, Vitdrs Etaining 56 dr mRRDNNYoIsREs nkdh) #onk 9/ ha and 5 kg/ ha PTC.

Wher eas nontransfornmed plants did not survive this herbicide treatnent, 15
transforned plants showed ywo damage bromoght—7abqut—byt he herbicide. The
appear ance and growth beha ikgmp f tngizgx)f#zem%% sfdrmed plants was at

| east as good as that of uhsff Yied i % 6)’0}_0. Acetyl transferase

0568 NP |
assay o denonstrate acety| gl 0(pucfeotid+eNo.0 7bldsgl M [t ransgenic
PTC-resi stant plants About L1100 rglo eal—tlssue fTramtransgenic

PTC-resi stant tobacco plants or”?r om non-transfornmed tobacco plants were
honogeni zed . in a buffer conposed of: 50 nMtris-HO, pH 7.5, 2 mM EDTA; 0.1
ng/ m n’ngS 7. Ahost cqll capiainjag ,vectyr ag claimedin ¢lai 4 Ror8er um al bumi n; 0. g ng/ M DITT;

0. 15 nyg/ enyl net hyl sul fonyl ~ fluoride (PVSF). After subsequent
centri fugrg'at ﬁS%{qcﬁ%m[r"%WW a8?"etaﬁ8'¥'8'fa%5.'r°‘a§'b &%3tant were incubated with 1

err] of 410 L0 - I D L-PTC and 1 [err] of 100 mM
-Eicédﬂl - Cos,%\ 5@3\%%&% %P aﬁ‘gse&dsn‘ﬁ’fl %'Q'nggénfggfl |m8 mf%% f’(r;iol{:?fl oroacetic acid were
then agdag, iR §8%r ieaehd Hcilingd M daim f1 e L20NR thgygeﬁiﬂﬁur:th;e%g%}aln%ﬁ'in Zlaiﬁnq%}s of

[ 8deagl" apny - -

t he super nagenpiatingPhssphihcMiicih fdsis@it plaft Biis Pdr8 of ! pi D -
pl ate and subjected to ascendi ng devel opnent twce in a mxture of pyridine

N- but arcMims o @Y follovilag ContradigState®8s: 75 : 15 : 60 parts by volune). PTC
and acetyl - PTC were separated fromone another in this 5 way, and
coul d fe 1deh pmbesd fdd theauéparativi od g IpAgEBIYinotHNGIR (PTIC)-REIStH2E GBS, Which dofnpfves kydtregsl NO
conver si on offa gen€whictt edesciart thd protdic.of auiny &RiSsctjueRESIENAD, WheBinATGNE ugal as kiart

codon and TGA is used as stop codon, and the GC content of the gene is adapted to that in plants.

2. The process as claimed in claim 1, wherein the gens has DNA sequence | (annex, nucléotide position
30 9-554).

3. A process for the generation of PTC-resistant blant cells, plants, parts of plants or seeds, which
comprises coupling a gene which has been obtained as claimed in claim 1 or 2 to regulation and
expression signals active in plants, infroducing the resulting gene structure into plant cells, and bringing

35 about its expression therein. :

'\/ Revendications
Revendications pour les Etats contractants sulvants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, GR, IT, LI, LU, NL, SE

40 1. Géne de résistance, codant pour la proté'ine de la séquence d'acides aminés | (annexe), obtenu par
utilisation d'ATG en tant que codon initiateur et de TGA en tant que codon de terminaison, la partie GG
du géne étant adaptée i celle des végétaux.

2. Géne de résistance selon la revendication 1, caractérisé par la séquence d'ADN | {annexe, position des
45 nucléotides 9-554).

8. Structure génique, caractérisée par la séquence d'ADN | (annexs), couplée  des signaux de régulation
et d'expression actifs dans les végétaux.

50 4. Vecteur caractérisé par le géne de résistance selon Ia revendication 1 ou 2.
5. Vecteur caractérisé par une structure génique selon la revendication 3.

6. Vecteurs contenant une ou plusieurs séquences d’ADN {annexe) provenant du
66
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were capabl e of this. - 16 - 0275957 Patent clains: 1. .
A resistance gene coding for the protein of amno acid seﬂ“m H[I'ﬂﬁll
in that ATGis used as start codonERREHER7B! ysed as sto "I |
GG content of the gene is adapted to that in plants. 2. The" resi st ance”

gene as clained in claiml,—hawn
position 9-554). 3. A genqd #eyrac
coupl ed to regul ati on and dxpress| bn

, hucl eoti de
(nugloetides MONA 159 uen e | (annex)
é"‘ﬁ'ﬁ%ﬁdgs'hdﬁqa/%‘ in plants. 4.
A vector containing the redi stance'{'lg uc %"dﬁ-"l'h@%%“qshwcl aimlor 2. 5. A
vegtpr containing a gene stlructurleVas @ueEeIRN" 4 558 m 15 6. Vectors
contai ni ng one or nore DNA sequences (annex) from G oup | (nucl eoti de No.
1 to 152), Goup Il (nucleotide No. 153 to 312), Goup Ill (nucleotide
No. 313 td 438l kite Giactérisée par uGvertsor $66n I maveodieatiori 416 odle.. 437 to 558). 7.

A host cell containing a vector as clainmed in claim4, 5 or 6. 8. A pl ant
cel | cone afniGeluiavegétple casartédteaiparud obnp solon farrevendicatiosr, 3ou®s5 Q. Pl ant s,
their parts and seeds containing a gene as clainmed in claim1, 2 or 3. 10.
The use of %t HéotfapiougSiements qy parfiag e&ura'nfm qaragiérishs gar %faé@wlog@feve@myeﬁ lirRouas
claimed in cl®%aim3 for - 17 - generating phosphi nothricin-resistant
plant C% | Yo. Rifiatior d% géP | arl‘(}n%é reeeln%'g;ﬂgn ?ngl 2Soeueéjesl'a sti'u]éture génique selon la revendication 3,

pour produire des cellules végétales, des parties de végétaux, des végétaux ou des graines résistant &
la phosphinotricine.

(O Revendications pour I'Etat contractant suivant : ES
20
1. Procédé de préparation d'un géne conférant la résistance & la phosphinotricine (PTC), caractérisé en
ce qu'on synthétise un géne qui code pour la protéine ayant la séquence d'acides aminés | (annexs),
en utilisant 'ATG comme codon initiateur et le TGA code codon de terminaison, et en ce qus la partie
GC du géne est adapiée & celle des végétaux.
25

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le géne a la séquence d'ADN | (annexe,
position des nucléotides 9-554)

3. Procédé de préparation de cellules végétales, de végétaux, de parties de végétaux ou de graines

30 résistant au PTC, caractérisé en ce qu'on couple un géne obtenu selon la revendication 1 ou 2 2 des

signaux de régulation et d'expression actifs dans les végétaux, on introduit la structure génique ainsi
obtenue dans des cellules végétales et on en provoque I'expression dans ces cellules.

35

50

55
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