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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Terminatorregionen, die von transkribierten
Pflanzengenen isoliert wurden, neue chimare Gene, die sie enthalten, und ihre Verwendung fur die Transfor-
mation von Pflanzen.

[0002] Zahlreiche phanotypische Merkmale, die mit der Expression von einem oder mehreren Genelementen
in Verbindung stehen, kénnen in das Genom von Pflanzen integriert werden und so diesen transgenen Pflan-
zen vorteilhafte agronomische Eigenschaften verleihen. Folgende kdnnen kurz genannt werden: Resistenzen
gegen Pflanzenpathogene, Resistenz gegen phytotoxische Pflanzenschutzmittel, Produkt von Substanzen,
die fir die Ernahrung von Interesse sind oder von pharmakologisch interessanten Substanzen. Aul3er der Iso-
lierung und Charakterisierung von Genelementen, die fir diese verschiedenen Merkmale codieren, muf} eine
entsprechende Expression gewahrleistet sein. Diese entsprechende Expression kann qualitativ oder quantita-
tiv sein. Bei der qualitativen Expression kann sie zum Beispiel rdumlich sein: eine bevorzugte Expression in
einem bestimmten Gewebe; oder sie kann zeitabhangig sein: induzierbare Expression. Quantitative Expressi-
on: angehaufte Menge des Expressionsprodukts des eingebrachten Gens. Diese entsprechende Expression
hangt gréRtenteils vom Vorhandensein von regulatorischen Genelementen ab, die mit den Transgenen in Ver-
bindung stehen, insbesondere was die quantitativen und qualitativen Elemente betrifft. Bei den wesentlichen
Elementen, die diese entsprechende Regulation gewahrleisten, ist. die Verwendung von homologen oder he-
terologen, einfachen oder zusammengesetzten Promoterregionen vielfach in der wissenschaftlichen Literatur
beschrieben worden. Die Verwendung einer Terminatorregion stromaufwarts von dem Transgen wurden einzig
und allein fir den Zweck verwendet, einen Abschluf’ einzufligen, mit dem der Vorgang der Transkription des
Transgens gestoppt werden kann, ohne daf} etwas Uber ihre Rolle bei der Qualitat der Expression des Trans-
gens oder der Expressionshéhe des Transgens vorausgesetzt wird.

[0003] Die vorliegende Erfindung betrifft chimare Gene, die Terminatorregionen von Genen, die in Pflanzen
transkribiert werden, enthalten, insbesondere Terminatorregionen von pflanzlichen Histon-Genen, sowie ihre
Verwendung fir die Transformation von Pflanzen. Genauer gesagt betrifft sie die gemeinsame Verwendung
von Terminatorregionen und Promoterregionen, die auf ein- und demselben transkribierten Gen von Pflanzen
isoliert wurden. Sie ermdglicht gleichzeitig die quantitative und qualitative entsprechende Expression der
Transgene unter der Kontrolle dieser Elemente dieser Genregulation. Diese entsprechende Expression, die
durch die Anwendung der vorliegenden Erfindung erzielt wird, kann Merkmale wie folgende betreffen: Resis-
tenz gegen Pflanzenpathogene, Resistenz gegen phytotoxische Pflanzenschutzmittel, Produkt von Substan-
zen, die fur die Ernadhrung von Interesse sind oder von pharmakologisch interessanten Substanzen. Insbeson-
dere ermoglicht sie durch eine vorzugsweise qualitative und quantitative Expression des Expressionsprodukts
von chimaren Genen in stark wachsenden Pflanzenregionen den transgenen Pflanzen eine erhéhte Herbizid-
toleranz zu vermitteln. Diese bestimmte entsprechende Expression des Herbizidresistenzgens wird dadurch
erzielt, das man gemeinsam Promoterregulationselemente und Terminatorregionselemente des Histon-Gens
H4A748 Arabidopsis thaliana verwendet. Solch ein Expressionsprofil kann fur alle Merkmale, die von Interesse
sind, wie den oben beschriebenen Merkmalen, mit den fir die Verleihung einer erhhten Herbizidtoleranz ver-
wendeten Regulationselementen erhalten werden. Die vorliegende Erfindung betrifft auch die mit diesen Ge-
nen transformierten Pflanzenzellen und die von diesen Zellen regenerierten transformierten Pflanzen sowie die
Pflanzen, die aus Kreuzungen mit diesen transformierten Pflanzen stammen.

[0004] Unter den fur den Schutz von Kulturen verwendeten Pflanzenschutzprodukten sind die systemischen
Produkte dadurch gekennzeichnet, das sie nach der Ausbringung in der Pflanze transportiert werden und das
sie in gewissen Fallen sich in den Teilen mit raschem Wachstum, insbesondere den Sprof3- und Wurzelapices
anhaufen, was bei Herbiziden die Veranderung bis hin zur Zerstérung von empfindlichen Pflanzen verursacht.
Bei gewissen dieser Herbizide, die sich derart verhalten, ist der primare Wirkungsmechanismus bekannt und
beruht auf einer Inaktivierung von charakterisierten Enzymen, die an den Biosynthesewegen von Verbindun-
gen, die fur die gute Entwicklung der Zielpflanzen erforderlich sind, beteiligt sind. Die als Angriffspunkt dienen-
den Enzyme dieser Produkte kénnen in unterschiedlichen subzellularen Kompartimenten lokalisiert sein, und
durch Beobachtung der Wirkungsweise von bekannten Produkten erkennt man am haufigsten, daf} diese im
Kompartiment der Plastiden lokalisiert sind.

[0005] Die Toleranz von Pflanzen, die fir ein Produkt, das zu dieser Herbizidgruppe zahlt, empfindlich sind
und deren primares Ziel bekannt ist, 1at sich durch ein stabiles Einbringen eines Gens, das fir das als An-
griffspunkt dienende Enzym codiert und das beliebigen phylogenetischen Ursprungs ist und in Bezug auf die
Hemmeigenschaften des Expressionsprodukts dieses Gens durch das Herbizid mutiert oder nicht mutiert ist,
in ihr Genom erzielen. Ein anderer Ansatz besteht darin, das man ein Gen beliebigen phylogenetischen Ur-
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sprungs, das fir ein Enzym codiert, das eine Verstoffwechselung des Herbizids zu einer nicht aktiven Verbin-
dung, die fur die Entwicklung der Pflanze nicht toxisch ist, zu verursachen vermag, stabil in das Genom von
empfindlichen Pflanzen einbringt. Im letztgenannten Fall ist es nicht erforderlich, dal der Angriffspunkt des
Herbizids charakterisiert worden ist.

[0006] Bei einem gegebenen Translokations- und Anhaufungsmodus von Produkten dieser Art in den behan-
delnden Pflanzen ist es von Interesse, das Translationsprodukt dieser Gene exprimieren zu kdnnen, um ihre
bevorzugte Expression und ihre Anhaufung in den Regionen der Pflanze mit raschem Wachstum, wo sich die-
se Produkte anhaufen, zu gestatten. Weiterhin ist es in dem Fall, wo der Angriffspunkt dieser Produkte in einem
Zellkompartiment, bei dem es sich nicht um das Zytoplasma handelt, lokalisiert ist, von Interesse, das Trans-
lationsprodukt dieser Gene in Form eines Vorlaufers, der eine Polypeptidsequenz enthalt, die die Zielsteuerung
des Proteins, das die Toleranz vermittelt, in das entsprechende Kompartiment gestattet, insbesondere in das
Kompartiment der Plastiden, exprimieren zu kénnen.

[0007] Als Beispiel, das diesen Ansatz veranschaulicht, sind Glyphosate, Sulfosate oder Fosametine zu nen-
nen, bei denen es sich um systemische Breitbandherbizide aus der Familie der Phosphonomethylglycine han-
delt. Sie wirken im wesentlichen als kompetitive Hemmer von PEP (Phosphoenolpyruvat) der 5-Enolpyruvyls-
hikimat-3-Phosphat-Synthase (EPSPS, EC 2.5.1.19). Nach ihrer Ausbringung auf die Pflanze werden sie in die
Pflanze transportiert, wo sie sich in Teilen mit raschem Wachstum, insbesondere den Sprof3- und Wurzela-
pices, anhaufen und zu einer Veranderung bis hin zur Zerstérung von empfindlichen Pflanzen fihren.

[0008] Die EPSPS, der Hauptangriffspunkt dieser Produkte, ist ein Enzym des aromatischen Aminosaure-Bi-
osynthesewegs, der in dem Kompartiment der Plastiden lokalisiert ist. Dieses Enzym wird von einem oder
mehreren im Kern befindlichen Genen codiert und in Form eines zytoplasmischen Vorlaufers synthetisiert, der
anschlielfend in die Plastiden importiert wird, wo er sich in seiner reifen Form anhauft.

[0009] Eine Toleranz von Pflanzen gegenuiber Glyphosate und Produkten dieser Familie wird dadurch erzielt,
das man ein EPSPS-Gen pflanzlichen oder bakteriellen Ursprungs, das in bezug auf die Merkmale der Hem-
mung des Produkts dieses Gens durch Glyphosate mutiert oder nicht mutiert ist, stabil in das Genom dieser
Pflanzen einbringt. Bei dem gegebenen Wirkungsmodus von Glyphosate ist es von Interesse, das Produkt der
Translation dieses Gens exprimieren zu kdnnen, um seine starke Anhaufung in den Plastiden und auch in den
Regionen der Pflanze mit raschem Wachstum, wo sich die Produkte anhdufen, zu gestatten.

[0010] So ist zum Beispiel aus dem Amerikanischen Patent 4,535,060 bekannt, einer Pflanze eine Toleranz
gegen ein Herbizid des oben genannten Typs, insbesondere N-Phosphonomethylglycin oder Glyphosate, da-
durch zu verleihen, das man ein Gen, das fir eine EPSPS codiert, die mindestens eine Mutation tragt, die die-
ses Enzym nach Lokalisierung des Enzyms in dem Kompartiment der Plastiden starker resistent gegen seinen
kompetitiven Hemmer (Glyphosate) macht, in das Genom von Pflanzen einbringt. Diese Techniken missen je-
doch noch verbessert werden, um eine bessere VerlaRlichkeit bei der Verwendung von diesen Pflanzen bei
Behandlung mit diesen Produkten unter agronomischen Bedingungen zu gewahrleisten.

[0011] In der vorliegenden Erfindung versteht man unter ,Pflanze" jeglichen differenzierten mehrzelligen Or-
ganismus, der zur Photosynthese befahigt ist, und unter ,pflanzlicher Zelle" jegliche Zelle, die von einer Pflanze
stammt und die undifferenzierte Gewebe wie Kalli oder differenzierte Gewebe wie Embryonen oder Pflanzen-
teile oder Pflanzen oder Samen darstellen kann.

[0012] Unter ,Terminatorregion" versteht man eine isolierte DNA-Sequenz mit unterschiedlicher Lange, die
sich stromaufwarts von einer Codierregion befindet und die das Ende der Transkription signalisiert. Unter Gen
fur Toleranz gegen ein Herbizid versteht man jegliches Gen eines beliebigen phylogenetischen Ursprungs, das
entweder fir das fur das Herbizid als Angriffspunkt dienende Enzym, das eine oder mehrere Mutationen in be-
zug auf die Eigenschaften der Hemmung durch das Herbizid aufweist oder nicht mutiert ist, oder fir ein Enzym,
das zur Verstoffwechselung des Herbizids zu einer nicht aktiven Verbindung, die fur die Pflanze nicht toxisch
ist, fahig ist, codiert. Unter Regionen der Pflanze mit raschem Wachstum versteht man diejenigen Regionen,
wo eine starke Zellteilungsaktivitat vorliegt, insbesondere die Regionen der SproRspitze.

[0013] Die vorliegende Erfindung betriff die Herstellung von transformierten Pflanzen, die insbesondere eine
erhohte Toleranz gegen Herbizide, die sich in den Regionen mit raschem Wachstum bei den behandelten
Pflanzen anhaufen, aufweisen, und zwar dadurch, das man die mit Hilfe von neuen chimaren Genen, die ein
Gen fir Toleranz gegen diese Produkte umfassen, transformierte Zellen regeneriert. Die Erfindung betrifft wei-
terhin die Herstellung von transformierten Pflanzen mit einer erhdhten Toleranz gegen Herbizide der Familie
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der Phosphonomethylglycine, und zwar dadurch, das man die mit Hilfe von neuen chimaren Genen, die ein
Gen fur Toleranz gegen diese Herbizide umfassen, transformierten Zellen regeneriert. Die Erfindung betrifft au-
Rerdem diese neuen chimaren Gene, sowie transformierte Pflanzen, die in bezug auf eine bessere Toleranz
in den Teilen mit starkem Wachstum bei diesen Pflanzen toleranter sind, sowie die Pflanzen, die aus Kreuzun-
gen mit diesen transformierten Pflanzen hervorgehen. Genauer gesagt betrifft die Erfindung ein chimares Gen,
das in Transkriptionsrichtung eine Promoterregion, eine Sequenz, die fir ein interessierendes agronomisches
Protein codiert, und eine Terminatorregion umfaf3t, dadurch gekennzeichnet, daf} es sich bei der Terminator-
region um eine Terminatorregion eines pflanzlichen Histon-Gens handelt.

[0014] Gemal einer bestimmten Ausflihrungsform betrifft die Erfindung ein chimares Gen dafiir, da Pflanzen
insbesondere eine erhdhte Toleranz gegen ein Herbizid, dessen Angriffspunkt die EPSPS ist, verliehen wird
wobei das Gen in Transkriptionsrichtung eine Promoterregion, eine Transitpeptidregion, eine Sequenz, die fur
ein Enzym fir Toleranz gegentiber Produkten der Familie der Phosphonomethylglycine codiert, sowie eine Ter-
minatorregion enthalt, dadurch gekennzeichnet, daf} die Terminatorregion aus einem Fragment einer Termina-
torregion eines pflanzlichen Histon-Gens in beliebiger Orientierung in bezug auf ihre urspriingliche Orientie-
rung in dem Gen, von dem sie abstammt, besteht, wodurch die bevorzugte Expression und Anhaufung des
Herbizidtoleranzproteins in den Zonen, in denen das Herbizid angehauft wird, gestattet wird.

[0015] Das Histon-Gen, von dem die erfindungsgemalfe Terminatorregion stammt, stammt von einer mono-
kotylen Pflanze wie zum Beispiel Weizen, Mais oder Reis oder vorzugsweise von einer dikotylen Pflanze wie
zum Beispiel Luzerne, Sonnenblume, Sojabohne, Raps oder vorzugsweise Arabidopsis thaliana. Vorzugswei-
se verwendet man ein Histon-Gen des H3-Typs oder vorzugsweise des H4-Typs.

[0016] Die Transitpeptidregion umfafdt in Transkriptionsrichtung mindestens ein Transitpeptid eines pflanzli-
chen Gens, das fur ein plastidar lokalisiertes Enzym codiert, einen Teil der Sequenz des reifen N-terminalen
Abschnitts eines pflanzlichen Gens, das fiir ein plastidar lokalisiertes Enzym codiert, sowie ein zweites Tran-
sitpeptid eines pflanzlichen Gens, das flr ein plastidar lokalisiertes Enzym codiert, vorzugsweise das Gen der
kleinen Untereinheit der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RuBisCO) gemal der Europai-
schen Patentanmeldung 508 909. Aufgabe dieser charakteristischen Region ist es, die Abgabe eines reifen
Polypeptids mit maximaler Wirksamkeit, vorzugsweise in nativer Form, in das Kompartiment der Plastiden zu
gestatten.

[0017] Die Codiersequenz, die bei dem erfindungsgemafien chimaren Gen verwendet werden kann, stammt
von einem Herbizidtoleranzgen beliebigen phylogenetischen Ursprungs. Bei dieser Sequenz kann es sich ins-
besondere um die mutierte EPSPS-Sequenz mit einem gewissen Grad an Toleranz gegeniber Glyphosate
handeln.

[0018] Die Promoterregion gemal der Europaischen Patentanmeldung 507 698 kann beliebigen Ursprungs
sein, in einfacher oder duplizierter Form oder in Form einer Kombination mit einem Gen, das naturlicherweise
in den Pflanzen exprimiert wird, vorliegen, das heif3t sie kann zum Beispiel bakteriellen Ursprungs sein, wie
diejenige des Nopalinsynthasegens, oder viralen Ursprungs sein, wie diejenige des 35S-Transkripts des Blu-
menkohlmosaikvirus, oder vorzugsweise pflanzlichen Ursprungs sein, wie diejenige der kleinen Untereinheit
der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase, oder vorzugsweise wie diejenige eines pflanzlichen
Histon-Gens, vorzugsweise von Arabidopsis thaliana. Vorzugsweise verwendet man ein Histon-Gen des Typs
H3 oder vorzugsweise des Typs H4.

[0019] Das erfindungsgemalfe chimare Gen kann zusatzlich zu den essentiellen oben genannten Teilen eine
nicht translatierte Zwischenregion (Linker) zwischen der Promoterregion und der Codierregion sowie zwischen
der Codierregion und der Terminatorregion umfassen, die beliebigen phylogenetischen Ursprungs sein kann.

BEISPIEL 1: Konstruktion von chiméaren Genen

[0020] Erfindungsgemale chimare Gene werden mit folgenden Elementen konstruiert:
1) Histongenpromoter: Der Promoter wird aus einem Histonklon mit der Bezeichnung H4A748 von Arabi-
dopsis thaliana, Rasse Strasbourg (M. E. Chaboute, Doktorarbeit der Universitat Strasbourg, 1987, und M.
E. Chaboute et al. (1987) Plant Mol. Biol. 8, 179-191) isoliert. Dieser Promoter, der ungefahr 900 Bp zwi-
schen den fir seine Isolierung verwendeten Aval-Stellen umfalt, wurde nach Auffillen der Sall- und
Aval-Uberhénge mit Klenow-Polymerase in die per Katalog (Pharmacia Nr. 27-4949-01) erhéltliche Sa-
II-Stelle von pUC18 subkloniert. Einer der erhaltenen Subklone, dessen 5'-Ende des Promoters in der Nahe
der HindllI-Stelle des Polylinkers von pUC18 und das 3'-Ende des Promoters in der Nahe der Xbal-Stelle
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des Polylinkers von pUC18 aufweist, wurde fur die folgenden Arbeiten verwendet und erhalt die folgende
Bezeichnung: prom. H4A748/Aval/Sall-pUC18.

2) Transitpeptidregion: Die beiden verwendeten Transitpeptide und die verwendeten reifen Proteinelemen-
te sowie ihr Zusammenbau sind beschrieben worden (M. Lebrun et al., Europaische Patentanmeldung 508
909). Diese Region umfalRt ungeféahr 350 Bp und erhalt die Bezeichnung Optimiertes Transitpetid (OTP).
3) Herbizidtoleranzgen CT7: Dieses stammt von dem mutierten Gen CT7 (Pro101 — Ser) der von Stalker
et al. (1985) J. Biol. Chem., 260, 4724-4728 isolierten EPSPS aus Salmonella typhimurium. Der Klon
pGM34-2, der von Calgene stammt, wurde mit Xbal linearisiert und anschlieend mit Vigna radiata-Nukle-
ase behandelt. Nach erneutem Schneiden mit Smal wurden die beiden stumpfen Enden ligiert. Der erhal-
tene Klon besitzt eine Ncol-Stelle auf dem Translationsinitiator ATG sowie eine 17 Bp grofRe Sall-Stelle
stromaufwarts des Stop-Codons. Dieser Klon erhielt die Bezeichnung pRPA-BL-104.

4) Fusion TPO/CTT7: Eine Expressionskassette, die das optimierte Transitpeptid (OTP) leserastergerecht in
Fusion mit dem CT7-Gen enthalt (B. Leroux et al., Europdische Patentanmeldung 507 698), wird in den
Vektor pBSIl SK(-) (Katalog Stratagene Nr. 212206) kloniert. Diese Kassette 5'-TPO/CT7-3' enthalt an ih-
rem 5'-Ende eine Xbal-Stelle und an ihrem 3'-Ende eine Sstl-Stelle.

5) GUS-Reportergen: Es handelt sich um das Gen, das fir die B-Glucuronidase (GUS) codiert und das in
dem Uber Katalog (Clontech Nr. 6017-1) erhaltlichen Plasmid pBI 101-1 vorliegt.

6) Histon-Terminatorregion: Diese wird von dem Histon-Gen H4A748 aus Arabidopsis thaliana (M. E. Cha-
boute, Doktorarbeit der Universitat Strasbourg, 1987, und M. E. Chaboute et al. (1987) Plant Mol. Biol. 8,
179-191) isoliert. Es wurde ein 661 Bp grof3es Sau3Al-Fragment isoliert, durch Behandlung mit Klenow-Po-
lymerase stumpfendig gemacht und in die Smal-Stelle des Phasmids pBluescript® || KS(+), das (iber Kata-
log erhaltlich ist (Stratagene Nr. 212207, Short et al., 1988, Nucleic Acid Research 16(15), 75683-7600) sub-
kloniert. Die Sequenz dieses Fragments ist unten in dem Abschnitt ,Sequenzbeschreibung" dargestellt.
Durch S1-Kartierung wurde gezeigt, das dieses isolierte Fragment innerhalb einer 200 Bp grof3en Region
ihnres 5'-Endes in urspringlicher Transkriptionsrichtung die Sequenz enthalt, die der Sequenz vor der
mRNA-Polyadenilierungsstelle, die von der Transkription dieses Gens stammt, entspricht. Das Nukleotid A
in Position 165 der 661 Bp groflen Sequenz entsprechend der Stelle der Hinzufiigung des polyadenilierten
Endes liegt auf dem Transkript vor (Chaboute M. E. et al. (1988) Gene, 71, 217-223). Es wurden zwei Sub-
klone zurlickbehalten, von denen der eine das in der urspringlichen Transkriptionsrichtung des Gens
H4A748 vorliegende |Insert in Form eines Sstl-EcoRI-Fragments- mit der Bezeichnung
t-directH4A748/Sau3Al/Smal-pKS- und der andere in umgekehrter Richtung in Form eines Sstl-Eco-
RI-Fragments- mit der Bezeichnung t-inverseH4A748/Sau3Al/Smal-pKS- aufweist.

Die 661 Bp lange Sequenz der Histon-Terminatorregion H4A748 von Arabidopsis thaliana in der urspriing-
lichen Transkriptionsrichtung des Gens:

GATCCGCGTT TGTGTTTTCT GGGTTTCTCA CTTAAGCGTC TGCGTTTTAC TTTTGTATTG 60
GGTTTGGCGT TTAGTAGTTT GCGGTAGCGT TCTTGTTATG TGTAATTACG CTTITTTCTTC 120
TTGCTTCAGC AGTTTCGGTT GAAATATAAAR TCGAATCAAG TTTCACTTTA TCAGCGTTGT 180
TTTAAATTTT GGCATTAAAT TGGTGAAAAT TGCTTCAATT TTGTATCTAA ATAGAAGAGA 240
CAACATGAAA TTCGACTTTT GACCTCAAAT CTTCGAACAT TTATTICCTG ATTTCACGAT 300
GGATGAGGAT AACGAAAGGG CGGTTCCTAT GTCCGGGAAA GTTCCCGTAG AAGACAATGA 360
GCAAAGCTAC TGAAACGCGG ACACGACGTC GCATTGGTAC GGATATGAGT TAAACCGACT 420
CAATTCCTTT ATTAAGACAT AAACCGATTT TGGTTAAAGT GTAACAGTGA GCTGATATAA 480
AACCGAAACA AACCGGTACA AGTTTGATTG AGCAACTTGA TGACAAACTT CAGAATTTIG 540
GTTATTGAAT GAAAATCATA GTCTAATCGT AARAAATGTA CAGAAGAAAA GCTAGAGCAG 600
AACAAAGATT CTATATTCTG GTTCCAATTT ATCATCGCIT TAACGTCCCT CAGATTTGAT 660
W 661

7) ,nos"-Terminatorregion: Es handelt sich um das Fragment, das das Terminatorregionssignal des Nopa-
linsynthasegens (nos) von pTi37 (Bevan M. et al. (1983) Nucl. Acids Res., 11, 369-385) enthalt, das auf
dem Plasmid pBI 101-1, das iber Katalog erhaltlich ist (Clontech Nr. 6017-1), vorliegt.

[0021] Der Zusammenbau von allen diesen Elementen erfolgte folgendermalfien auf Grundlage des Skeletts

des Binarenvektors fir die Transformation von Pflanzen mittels Agrobacterium tumefaciens, pBl 101-1, der
Uber Katalog erhaltlich ist (Clontech Nr. 6017-1).
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Konstruktion von pRA-1:

[0022] Der Histonpromoter H4A748 von Arabidopsis thaliana wurde von dem Plasmid prom.H4A748/Aval/Sa-
II-pUC18 in Form des ungefahr 900 Bp grofien Hindlll/Xbal-Fragments herausgeschnitten. Dieses Fragment
wurde durch Ligation in das mit Hindlll/Xbal verdaute Plasmid pBI 101-1 insertiert. Das erhaltene rekombinante
Plasmid enthalt in Transkriptionsrichtung des chimaren Gens: Promoter H4A748/GUS/nos-Terminatorregion
und erhielt die Bezeichnung pRA-1.

Konstruktion von pRA-2:

[0023] Die Terminatorregion H4A748 von Arabidopsis thaliana wurde in Form eines ungefahr 670 Bp grof3en
Sstl-EcoRI-Fragments aus dem Plasmid t-directH4A748/Sau3Al/Smal-pKS herausgeschnitten. Dieses Frag-
ment wurde mittels Ligation durch Ersetzen der nos-Terminatorregion nach Verdau des Plasmids pRA-1 mit
Sstl-EcoRlI insertiert. Das erhaltene rekombinante Plasmid enthalt in Transkriptionsrichtung des chiméaren
Gens: Promoter H4A748/GUS/Terminatorregion H4A748 in direkter Orientierung und erhielt die Bezeichnung
pRA2.

Konstruktion von pRAS.

[0024] Die Terminatorregion H4A748 von Arabidopsis thaliana wurde in Form eines ungefahr 670 Bp grof3en
Sstl-EcoRI-Fragments aus dem Plasmid t-inverseH4A748/Sau3Al/Smal-pKS herausgeschnitten. Dieses Frag-
ment wurde mittels Ligation durch Ersetzen der nos-Terminatorregion nach Verdau des Plasmids pRA-1 mit
Sstl-EcoRlI insertiert. Das erhaltene rekombinante Plasmid enthalt in Transkriptionsrichtung des chiméaren
Gens: Promoter H4A748/GUS/Terminatorregion H4A748 in umgekehrter Orientierung und erhielt die Bezeich-
nung pRA3.

Konstruktion von pRPA-RD-146:

[0025] Das ungefahr 1,75 k Bp groRe Xbal/Sstl-Fragment, das OPT/CT7 enthalt, wurde durch Ligation durch
Ersetzen des GUS-Gens nach Verdau des Plasmids pRA-1 mit Xbal/Sstl insertiert. Das erhaltene rekombinan-
te Plasmid enthalt in der Transkriptionsrichtung des chimaren Gens: Promoter H4A748/OPT/CT7/nos-Termi-
natorregion und erhielt die Bezeichnung pRPA-RD-146.

Konstruktion von pRPA-RD-147:

[0026] Das ungefahr 1,75 k Bp groRe Xbal/Sstl-Fragment, das OPT/CT7 enthalt, wurde durch Ligation durch
Ersetzen des GUS-Gens nach Verdau des Plasmids pRA-2 mit Xbal/Sstl insertiert. Das erhaltene rekombinan-
te Plasmid enthalt in der Transkriptionsrichtung des chimaren Gens: Promoter H4A748/OPT/CT7/Terminator-
region H4A748 in direkter Orientierung und erhielt die Bezeichnung pRPA-RD-147.

Konstruktion von pRPA-RD-148:

[0027] Das ungefahr 1,75 k Bp groRe Xbal/Sstl-Fragment, das OPT/CT7 enthalt, wurde durch Ligation durch
Ersetzen des GUS-Gens nach Verdau des Plasmids pRA-3 mit Xbal/Sstl insertiert. Das erhaltene rekombinan-
te Plasmid enthalt in der Transkriptionsrichtung des chimaren Gens: Promoter H4A748/OPT/CT7/Terminator-
region H4A748 in umgekehrter Orientierung und erhielt die Bezeichnung pRPA-RD-148.

BEISPIEL 2: Expression der Aktivitat eines Reportergens
1) Transformation und Regeneration

[0028] Der Vektor wird in der tber Katalog (Clontech Nr. 6027-1) erhaltenen nicht onkogenen Agrobacterium
tumefaciens-Stamm LBA 4404 dadurch eingefiihrt, daf} man eine Drei-Eltern-Kreuzung mit Hilfe des ,hel-
per"-Plasmids pRK 2013 in Escherichia coli HB101 nach dem von Bevan M. (1984) Nucl. Acids Res., 12,
8711-8721 beschriebenen Verfahren durchfihrt.

[0029] Die von Wurzelexplantaten von Arabidopsis thaliana L. Okotyp C24 ausgehende Transformationstech-
nik wurde nach dem von Valvekens D. et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA, 85, 5536-5540 beschriebenen
Verfahren durchgefiihrt. Kurzgesagt sind drei Schritte erforderlich: die Induktion der Kallusbildung auf Gam-
borgs B5-Medium und mit Zusatz von 2,4-D und Kinetin, die Bildung von Knospen auf Gamborgs B5-Medium
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mit einem Zusatz von 2iP und IAA, und die Bewurzelung und Samenbildung auf MS ohne Hormone.
2) Bestimmung der GUS-Aktivitat in den Pflanzen
a — Histochemische Beobachtungen

[0030] Der Nachweis von GUS-Aktivitat (Jefferson R. A. et al. (1987) EMBO J. 6, 3901-3907) an unterschied-
lichen Organen von transgenen Pflanzen zeigt, dal} die bevorzugte Expression in den Meristemregionen mit
den Konstrukten pRA-2 und 3 erhalten bleibt. Weiter l1aRt sich mit dem Konstrukt pRA-2 eine Aktivitat in den
ausgewachsenen Geweben (Blattern, Wurzeln, Blitenstielen) beobachten, eine Aktivitat, die mit dem Kon-
strukt pRA-1 nicht aufscheint.

b — Fluorimetrische Messungen
[0031] Die GUS-Aktivitat wurde fluorimetrisch an Blutenknospenextrakien und Extrakten der Rosettenblatter
(Jefferson R. A. et. Al. (1987) EMBO J., 6, 3901-3907) an zwoIf Pflanzen, die einzelnen Transformationsereig-

nissen entsprechen, gemessen, und zwar fir jedes Konstrukt pRA-1, 2 und 3.

[0032] Die in pmol MU/min. mg Protein berechneten durchschnittlichen Ergebnisse lauten folgendermalien:

Konstrukte Blatter (B) Knospen (Kn) Verhdltnis
Kn/B

pRA-1 850,25 3965, 33 4,66

pPRA-2 4890, 67 33683,75 6,89

PRA-3 4211,73 27752,45 6,59

[0033] Diese MelRergebnisse zeigen deutlich, dal® die Terminatorregion H4A748 in direkter oder umgekehrter
Richtung zu einer Erhdhung der Expressionsaktivitat des chimaren Gens, insbesondere in den Pflanzenregio-
nen mit raschem Wachstum, fuhrt.

BEISPIEL 3: Toleranz von transgenen Pflanzen gegeniber einem Herbizid
1) Transformation und Regeneration

[0034] Der Vektor wird in den Uber Katalog (Clontech Nr. 6027-1) erhaltenen nicht onkogenen Agrobacterium
tumefaciens-Stamm LBA 4404 dadurch eingeflhrt, dal} man eine Drei-Eltern-Kreuzung mit Hilfe des ,hel-
per"-Plasmids pRK 2013 in Escherichia coli HB101 nach dem von Bevan M. (1984) Nucl. Acids Res., 12,
8711-8721 beschriebenen Verfahren durchflhrt.

[0035] Die Transformationstechnik ausgehend von Tabakblattexplantaten beruht auf der von Horsh R. et al.
(1985) Science, 227, 1229-1231 beschriebenen Vorgehensweise. Die Regeneration von Tabak PBD6 (Her-
kunft SEITA-France) aus Blattexplantaten wird auf einem Murashige und Skoog-Basismedium (MS), das 30 g/l
Saccharose sowie 200cg/ml Kanamycin enthalt, in drei aufeinanderfolgenden Schritten durchgefiihrt: der erste
umfaldt die Induktion von Sprossen auf MS-Medium unter Zusatz von 30 g Saccharose, das 0,05 mg Naphty-
lessigsaure (ANA) und 2 mg/l Benzylaminopurin (BAP) enthalt, Gber einen Zeitraum von 15 Tagen. Die wah-
rend dieses Schritts gebildeten Sprosse werden anschlieffend durch Kultivierung auf einem MS-Medium unter
Zusatz von 30 g/l Saccharose, jedoch ohne Hormone, tber einen Zeitraum von 10 Tagen entwickeln gelassen.
AnschlielRend entfernt man die entwickelten Sprosse und kultiviert sie auf einem halbkonzentrierten MS-Be-
wurzelungsmedium, mit dem halben Gehalt an Salzen, Vitaminen und Zuckern sowie ohne Hormone. Nach
ungefahr 15 Tagen werden die bewurzelten Sprosse in Erde umgesetzt.

2) Messung der Glyphosatetoleranz:

[0036] Fur jedes der Konstrukte pRPA-RD-A, B und C wurden 20 transformierte Pflanzen regeneriert und ins
Gewaéchshaus umgesetzt. Diese Pflanzen wurden im 5-Blatt-Stadium im Gewéachshaus mit einer wéssrigen
Roundup®-Suspension, die 0,8 kg Glyphosate-Wirkstoff pro Hektar entspricht, behandelt. Die Ergebnisse stim-
men mit der Beobachtung von Phytotoxizitatsindices, die 3 Wochen nach der Behandlung bestimmt wurden,
Uberein. Unter diesen Bedingungen beobachtet man, daf} die mit den Konstrukten transformierten Pflanzen im
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Durchschnitt eine annehmbare Toleranz (pPRPA-RD-146), ja sogar eine gute Toleranz (pRPA-RD-147 und 148)
aufweisen, wahrend die nicht transformierten Kontrollpflanzen véllig abgestorben sind.

[0037] Diese Ergebnisse zeigen deutlich die Verbesserung, die durch Verwendung eines erfindungsgemalien
chimaren Gens fir ein gleiches Gen, das fir Glyphosatetoleranz codiert, bewirkt wird.

[0038] Die erfindungsgemal transformierten Pflanzen kdnnen als Elternpflanzen fir die Gewinnung von Lini-
en und von Hybriden mit dem phanotypischen Merkmal, das der Expression des eingefiihrten chimaren Gens
entspricht, verwendet werden.

Patentanspriiche

1. Chimares Gen, das in Transkriptionsrichtung eine Promoterregion, eine Sequenz, die fiir ein interessie-
rendes agronomisches Protein codiert, und eine Terminatorregion umfallt, dadurch gekennzeichnet, dafl} es
sich bei der Terminatorregion um eine Terminatorregion eines pflanzlichen Histon-Gens handelt.

2. Chimares Gen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf} die Terminatorregion in Transkriptions-
richtung des chimaren Gens in gleicher oder umgekehrter Richtung in Bezug auf seine urspriingliche Orientie-
rung in Transkriptionsrichtung des Gens, von dem sie stammt, vorliegt.

3. Chimares Gen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf} die Histon-Terminatorregion von
einer dikotylen Pflanze stammt.

4. Chimares Gen nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dalk die Histon-Terminatorregion von Arabi-
dopsis thaliana stammt.

5. Chimares Gen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf} die Histon-Terminatorregion von
einer monokotylen Pflanze stammt.

6. Chimares Gen nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dal® die Histon-Terminatorregion von Zea
mays stammt.

7. Chimares Gen nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daf} die Histon-Terminator-
region von einem pflanzlichen Histon-Gen H4 stammt.

8. Chimares Gen nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dal} die Histon-Terminator-
region von einem pflanzlichen Histon-Gen H3 stammt.

9. Chimares Gen nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daf} die Promoterregion von
einem Promoter eines pflanzlichen Histon-Gens stammt.

10. Chimares Gen nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Promoterregion von dem gleichen
pflanzlichen Histon-Gen wie die Terminatorregion stammt.

11. Chimares Gen nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dal die Promoterregion einen ver-
doppelten pflanzlichen Histon-Promoter umfaf3t.

12. Chimares Gen nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dafl? die Promoterregion mindes-
tens eine Promoterregion von einem pflanzlichen Histon-Gen in Kombination mit einer unterschiedlichen Pro-
moterregion, die von einem Gen, das naturlich in Pflanzen exprimiert werden kann, stammt, enthalt.

13. Chiméares Gen nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dal® man mit der Codier-
sequenz Pflanzen eine erhéhte Toleranz gegentber einem Herbizid zu verleihen vermag.

14. Chimares Gen nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daf} die Codiersequenz, die eine Herbizid-
toleranz verleiht, mit einer DNA-Sequenz fiir eine Transitpeptidregion, die eine Anhaufung des Translations-
produkts des Herbizidtoleranzgens in einem subzellularen Kompartiment gestattet, fusioniert ist.

15. Chimares Gen nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dall die Transitpeptidregion die Anhau-
fung des Translationsprodukts des Herbizidtoleranzgens im Kompartiment der Plastiden gestattet.
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16. Chimares Gen nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Transitpeptidregion in Transkrip-
tionsrichtung mindestens ein Transitpeptid eines pflanzlichen Gens, das fir ein plastidar lokalisiertes Enzym
codiert, ggf. einen Teil der Sequenz des reifen n-terminalen Abschnitts eines pflanzlichen Gens, das fiir ein
plastidar lokalisiertes Enzym codiert, sowie ggf. ein zweites Transitpeptid eines pflanzlichen Gens, das fir ein
plastidar lokalisiertes Enzym codiert, umfal3t.

17. Chimares Gen nach einem der Anspriche 13 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dall das Herbizidtole-
ranzgen fir ein Enzym, das gegen Herbizide, deren Angriffspunkt die EPSPS ist, aktiv sind, codiert.

18. Chimares Gen nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, da das Herbizidtoleranzgen fiir ein En-
zym, das gegen Glyphosate aktiv ist, codiert.

19. Chimares Gen nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dal das Herbizidtoleranzgen beliebigen
phylogenetischen Ursprungs ist.

20. Vektor fur die Transformation von Pflanzen, dadurch gekennzeichnet, daf} er ein chimares Gen nach
einem der Anspriiche 1 bis 19 umfalf3t.

21. Agrobacterium sp. Stamm, dadurch gekennzeichnet, dal® er einen Vektor nach Anspruch 20 enthalt.

22. Transformierte Pflanzenzelle, dadurch gekennzeichnet, dal sie ein chimares Gen nach einem der An-
spriche 1 bis 19 enthalt.

23. Transformierte Pflanze, die von einer Zelle nach Anspruch 22 stammt, wobei diese Pflanze das Gen
nach den Ansprichen 1 bis 19 oder den Vektor nach Anspruch 20 enthalt.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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