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GLYPHOSAT-TOLERANTE ZUCKERRUBE
BESCHREIBUNG

Die Erfindung betrifft Glyphosat-tolerante Zuckerritbenpflan-

zen, Pflanzenmaterial und Samen.

Die Zuckerrtbe (Beta vulgaris) wird in vielen Landern als
kommerziell genutzte Kulturpflénze angebaut, mit einem Ge-

samtertrag von Uber 240 Millionen metrischen Tonnen.

N- (Phosphonomethyl) -Glycin, allgemein als Glyphosat bezeich-
net, ist ein Breitband-Herbizid, das aufgrund seiner hohen
Wirksamkeit, biologischen Abbaubarkeit und geringen Toxizitit
gegeniber Tieren und Menschen breite Anwendung gefunden hat.
Glyphosat hemmt den Shikimisdure-Weg, der zur Synthese von
aromatischen Verbindungen, einschlieflich Aminosiduren und
Vitaminen, fihrt. Insbesondere.hemmt Glyphosat die Umsetzung
von. Phosphoenolbrenztraubensdure und Shikimat-3-phosphat zu
5-Enolpyruvyl-Shikimat-3-phosphat durch Hemmung des Enzyms 5-
Enolpyruvyl-Shikimat-3-phosphat-Synthase (EPSP-Synthase oder
EPSPS) . Wenn konventionelle Pflanzen mit Glyphosat behandelt
werden, kénnen die Pflanzen die zum Wachstum und Uberleben
erforderlichen aromatischen Aminos&uren (z. B. Phenylalanin
und Tyrosin) nicht herstellen. EPSPS ist in allen Pflanzen,
Bakterien und Pilzen vorhanden. In Tieren, die ihre aromati-
schen Aminosiuren nicht selbst synthetisieren, kommt es nicht
vor. Da der Biosynthese-Weg flir aromatische Aminos&uren in
Saugetieren, Végeln oder aquatischen Lebensformen nicht vor-
handen ist, besitzt Glyphosat, wenn Uberhaupt, eine nur ge-

ringe Toxizitdt flir diese Organismen. Das EPSPS-Enzym ist na-
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tlirlicherweise in Nahrungsmitteln von pflanzlicher und mikro-

bieller Herkunft enthalten.

Glyphosat ist der wirksame Bestandteil von Herbiziden wie
beispielsweise Roundup®, hergestellt durch Monsanto Company,
USA. Ublicherweise wird es als wasserldsliches Salz wie bei-
spielsweise ein Ammonium-, Alkylamin-, Alkalimetall- oder
Trimethylsulfoniumsalz formuliert. Eine der gebrauchlichsten
Formulierungen ist das Isopropylaminsalz von Glyphosat, wel-

ches die in dem Roundup®—Herbizid eingesetzte Form ist.

Es ist gezeigt worden, daR Glyphosat-tolerante Pflanzen her-
gestellt werden kénnen, indem man die Fahigkeit, eine Glypho-
sat-tolerante EPSP—Synth;se, Zz. B. die CP4-EPSPS aus Agrobak-
terium sp. Stamm CP4AcO, zu bilden, in das Genom der Pflanze

einbaut.

Eine Glyphosat-tolerante Zuckerribenpflanzen kann durch Agro-
bakterium-vermittelte Transformation, bei der ein Gen, das
flir eine Glyphosat-tolerante EPSPS wie CP4-EPSPS kodieft, in
das Pflanzengenom eingeflithrt wird, hergestellt werden. Solch
eine Zuckerrtibenpflanze, die CP4-EPSPS exprimiert, ist in der
WO 99/23232 beschrieben worden. Zuckerribenpflanzen, die aus
Zellen angezogen wurden, die mit dem Gen fir CP4-EPSPS in
dieser Weise transformiert wurden, unterscheiden sich jedoch
weitgehend in ihren Eigenschaften, was auf die Tatsache zu-
rickzuftthren ist, daf das Gen an einer zufdlligen Stelle in
das Pflanzengenom inseriert wird. Die Insertion einesg be-
stimmten Transgens an einem bestimmten Ort auf einem Chromo-
somen wird oftmals als "Event" bezeichnet. Der Begriff
"Event" wird auch verwendet, um gentechnisch veré&nderte An-

baupflanzensorten zu unterscheiden. Erwiinschte Events sind
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sehr selten. Die meisten Events werden verworfen, weil das
Transgen in ein fir das Wachstum wichtiges Pflanzengen mit
der Folge eingebaut wird, daf dieses unterbrochen und nicht
exprimiert wird, oder das Transgen in einen Abschnitt des
Chromosomg eingebaut wurde, der eine Expression des Transgens
nicht oder eine zu schwache Expression zul&Rt. Aus diesem
Grunde ist es erforderlich, eine grofie Anzahl von Events zu
Uberprifen, um ein Event zu identifizieren, das durch eine
ausreichende Expression des eingeflhrten Gen gekennzeichnet
ist. Dieses Verfahren ist sehr zeit- und kostenaufwendig, und
es ist in keiner Weise garantierﬁ, daf® eine Pflanze mit zu-

friedenstellenden Eigenschaften gefunden wird.

Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine

Zuckerribenpflanze bereitzustellen, die ein hohes Toleranzni-
veau gegenitiber Glyphosat zeigt, aber keine Nachteile in bezug
auf andere wichtige agronomische Eigenschaften wie beispiels-
weise Wachstum, Ertrag, Qualit&t, Pathogenresistenz etc. auf-

welst.

Die erfindungsgemdfle Glyphosat-tolerante ZuckerriUbenpflanze
ist dadurch gekennzeichnet, daf’

a> die Zuckerrtbenpflanze aus Samen erhalten wird, der bei
der NCIMB, Aberdeen (Schottland, V.K.) unter der Zugangsnum-
mer NCIMB 41158 oder NCIMB 41159 hinterlegt wurde, und/oder
b) ein DNA-Fragment von 630-700 bp, bevorzugt 664 bp, von der
genomischen DNA der Zuckerribenpflanze, Teilen oder Samen da-
von, durch Polymerasekettenreaktion mit einem ersten Primer,
der die Nukleopidsequenz der SEQ ID NO: 1 aufweist, und einem
zweiten Primer, der die Nukleotidseguenz der SEQ ID NO: 2

aufweist, amplifiziert werden kann, und/oder
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c) ein DNA-Fragment von 3500-3900, bevorzugt 3706 bp, von der
genomischen DNA der Zuckerribenpflanze, Teilen oder Samen da-
von, durch Polymerasekettenreaktion mit einem ersten Primer,
der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 3 aufweist, und einem
zwelten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 4
aufweist, amplifiziert werden kann, und/odexr

d) ein DNA-Fragment von 270-300 bp, bevorzugt 288 bp, von der
genomischen DNA der Zuckerribenpflanze, Teilen oder Samen da-
von, durch Polymerasekettenreaktion mit einem ersten Primer,
der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 7 aufweist, und einem
zweliten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 8
aufweist, amplifiziert werden kann, und/oder

e) ein DNA-Fragment aus 710-790 bp, bevorzugt 751 bp, von der
genomischen DNA der Zuckerrilibenpflanze, Teilen oder Samen da-
von, durch Polymerasekettenreaktion mit einem ersten Primer,
der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 9 aufweist, und einem
zweiten Primer, der die SEQ ID NO: 10 aufweist, amplifiziert
werden kann, und/oder

f) ein DNA-Fragment von 990-1100 bp, bevorzugt 1042‘bph von
der genomischen DNA der ZuckerrUbenpflanze durch Polyme-
rasekettenreaktion mit einem ersten Primer, der die Nukleo-
tidsequenz der SEQ ID NO: 14 aufweist, und einem zweiten Pri-
mer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 16 aufweist, am-

plifiziert werden kann.

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine gut bekannte
Standardmethode, die zur Amplifizierung von Nukleinsduremdle-

klilen verwendet wird (siehe zum Beispiel US 4,683,202).

Die erfindungsgemdfle Zuckerrlbenpflanze (im folgenden als
"Event H7-1" bezeichnet) weist eine hohe Toleranz gegenlber

Glyphosat-Herbiziden auf. Dartiber hinaus sind die Wachstum-
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seigenschaften und andere agronomische Eigenschaften des
Events H7-1 durch den Transformationsvorgang nicht beein-
tridchtigt. Event H7-1 exprimiert das Agrobakterium-CP4-EPSPS-
Gen, das stabil in das Pflanzengenom integriert ist und der
Pflanze Glyphosat-Toleranz vermittelt, auf hohem Niveau. Die
Pflanze wurde hergestellt durch Agrobakterium-vermittelte
Transformationstechnik unter Verwendung des bindren Vektors
PV-BVGTO08. Dieser Vektor enthielt zwischen der linken und
rechten Grenzregion ("Border"-Region) die folgenden Sequen-
zen: eine kodierende Region, bestehend aus einer fir ein
Chloroplasten-Transitpeptid kodierenden Sequenz von der EPSPS
aus‘Arabidopsis thaliana (bezeichnet als ctp2), angefligt an
die kodierende Sequenz der CP4-EPSPS und unter der Regulation
des Braunwurz-Mosaik-Virus (Figwort mosaic virus) -Promotors
(pFMV) und der E9-3'-Transkriptionsterminatorsequenz aus Pi-

sum sativum.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung weisen die
3706-bp-, 664-bp-, 288-bp-, 751-bp-und 1024 -bp-DNA-Fragmente
mindestens 95%, bevorzugt mindestens 99%, besonders bevorzugt
mindestens 99,9 % Identitat mit den Nukleotidsequenzen der
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12
oder SEQ ID NO: 17 auf. 95% Identitit bedeutet beispielswei-
se, daR 95% der Nukleotide einer gegebenen Sequenz mit der
verglichenen Sequenz identisch sind. Zu diesem Zweck kdénnen
die Sequenzen mit Hilfe des Programms BLAST ausgerichtet und
verglichen werden (beispielsweise verfigbar unter
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html) . Am mei-
sten bevorzugt weist das 3706-bp-DNA-Fragment die Nukleo-
tidsequenz der SEQ ID NO: 6, das 664-bp-DNA-Fragment die Nu-
kleotidsequenz der SEQ ID NO: 13, das 288-bp-DNA-Fragment die
Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 11, das 751-bp-DNA-Fragment
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die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 12 und/oder das 1042-bp-
DNA-Fragment die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 17 auf.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch Samen, hinterlegt bei
der NCIMB, Aberdeen (Schottland, V.X.), unter der Zugangsnum-
mer NCIMB 41158 oder NCIMB 41159. Solcher Samen kann verwen-
det werden, um eine Glyphosat-tolerante Zuckerrlbenpflanze zu
erhalten. Der Samen kann ausgesat werden und die heranwach-

sende Pflanze wird Glyphosat-tolerant sein.

Die Erfindung betrifft auch eine Zelle, Gewebe oder Teile ei-

ner Glyphosat-toleranten Zuckerrlbenpflanze.

Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht in ei-

" nem Verfahren zur Identifizierung einer Glyphosat-toleranten

Zuckerribenpflanze, dadurch gekennzeichnet, dafl das Verfahren
den/die Schritt (e) umfaBt des |

a) Amplifizierens eines DNA-Fragments von 630-700 bp, bevor-
zugt 664 bp, von der genomischen DNA der ZuckerrlUbenpflanze,
Teilen oder Samen davon, durch Polymerasekettenreaktion mit
einem ersten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO:
1 aufweist, und einem zweiten Primer, der die Nukleotidse- |
quenz der SEQ ID NO: 2 aufweist, und/oder

b) Amplifizierens eines DNA-Fragments von 3500-3900 bp,Abe—
vorzugt 3706 bp, von der genomischen DNA der Zuckerriben-
pflanze, Teilen oder Samen davon, durch Polymerasekettenreak-
tion mit einem ersten Primer, der .die Nukleotidsequenz der
SEQ ID NO: 3 aufweist, und einem zweiten Primer, der die Nu-
kleotidsequenz der SEQ ID NO: 4 aufweist, und/oder

c) Amplifizierens eines DNA-Fragments von 270-300 bp, bevor-
zugt 288 bp, von der genomischen DNA der Zuckerribenpflanze,

Teilen oder Samen davon, durch Polymerasekettenreaktion mit
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einem ersten Primer,; der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO:
7 aufweist, und einem zweiten Primer, der die Nukleotidse-
gquenz der SEQ ID NO: 8 aufweist, und/oder

d) Amplifizierens eines DNA-Fragments von 710-790. bp, bevor-
zugt 751 bp, von der genomischen DNA der Zuckerrﬁbenpflanze,
Teilen oder Samen davon, durch Polymerasekettenreaktion mit
einem ersten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO:
9 aufweist, und einem zweiten Primer, der die SEQ ID NO: 10
aufweist, und/oder

e) Amplifizierens eines DNA-Fragments von 990-1100 bp, bevor-
zugt 1042 bp, von der genomischen DNA der Zuckerribenpflanze
durch Polymerasekettenreaktion mit einem ersten Primer, der
die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 14 aufweist, und einem
zweiten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 16

aufweist.

Das Verfahren erlaubt die Detektion einer transgenen Glypho—
sat-toleranten Zuckerriibenpflanze mit Hilfe von Standardme-

thoden der Molekularbiologie.

Die Erfindung betrifft dartiber hinaus einen Test-Kit zur
Identifizierung einer tfansgenen Glyphosat-toleranten Zucker-
rlibenpflanze oder deren Zellen, Gewebe oder Teile. Der Kit
umfa®t mindestens ein Primer-Paar mit einem ersten und einem
zweiten Primer flir die Polymerasekettenreaktion, die es er-
mdglichen, Event H7-1, déssen Zellen, Gewebe oder Teile, spe-

zifisch nachzuweisen.

Bevorzugt weist der erste Primer die Nukleotidsequenz der SEQ
ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 7 oder SEQ ID NO: 9 oder SEQ ID NO:

14 auf, und der zweite Primer weist bevorzugt die Nukleo-
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tidsequenz der SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 8 oder SEQ ID NO:
10 oder SEQ ID NO: 16 auf. '

Bei einer weiteren Ausfliihrungsform der vorliegenden Erfindung
erkennen der erste und zweite Primer jeweils eine Nukleo-
tidsequenz, die einen Teil der Nukleotidsequenz der SEQ ID

NO: 5 bildet.

Die folgenden Figuren dienen zur Erlauterung der Erfindung.

Es zeigt:

Fig. 1 Eine Karte des bindren Vektors und PV-BVGTOS.

/

Fig. 2 Die Identifizierung von H7-1 durch PCR-Analyse. DNA-

Proben von 18 Pflanzen wurden analysiert. Neg.-Kontrolle

DNA aus nicht-transformierter Zuckerribe; Pos.-Kontrolle

DNA aus der Original-H7-1-Transformante.

Fig. 3 Die Identifizierung von Event H7-1 durch Multiplex-PCR
und Unterscheidung zwischen transgenem Event H7-1 und nicht-
transgenen Pflanzen. DNA-Proben aus 54 Pflanzen wurden analy-

siert.

Fig. 4 Das pFMV-ctp2-CP4-EPSPS-E9-3'-Insert mit Schnittstel-
len der Restriktionsenzyme HindIII, XbaI, ClaI, PstI und Bam-
HI. \ '

Fig. 5 Insert-/Kopienzahl-Analyse flr Event H7-1. Fur die
Southern-Blot-Analyse wurden 10 pg genomische DNA von H7-1
mit PstI, HindIII, XbaI, Clal und BamHI verdaut (Spur 3 bis
7). Nicht-transformierte genomische DNA als Negativkontrolle

wurde mit BamHI verdaut (Spur 8). Plasmid PV-BVGT08 als Posi-
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tivkontrolle wurde mit BamHI verdaut. Die Spuren 2 und 9 re-
présentieren Gréfenmarker. Der Blot wurde mit einer 32p-

markierten kodierenden Regionen von CP4-EPSPS sondiert. Die-
Sonde ist eine interne Sequenz des CP4—EPSPS—Géns, umfassend

die Basenpaare 447 bis 1055.

Fig. 6 Southern-Blot-Analyse von H7-1 zur Ermittlung der In-
taktheit der kodierenden Region der ctp2-CP4-EPSPS. 10 ug ge-
nomische DNA von H7-1, nicht-transgene Kontroll-DNA und
nicht-transgene Kontroll-DNA, gemischt mit PV-BVGETO08, wurden
mit Xbal und HindIII/BamHI verdaut. Der Blot wurde mit einem
32p_markierten CP4-EPSPS-PCR-Fragment sondiert.

Fig. 7 Southern-Blot-Analyse von Event H7-1 zur Ermittlung
der .Intaktheit der Promotorregion. 10 ug genomische DNA von
H7-1, nicht-transgene Kontroll-DNA und nicht-transgene Kon-
troll-DNA, gemischt mit PV-BVGT08, wurden mit HindIII, Xbal
und SacI/Xhol verdaut. Der Blot wurde mit einem 3?P-markierte
Promotor-Fragment (HindIII) (=PV-BVGT08-Sequenz, Bp 7972-8583)
oder der vollstandigen Promotor-ctp2-CP4-EPSPS-E9-3'-Kassette
(PmeI/Xhol) (=PV-BVGT08-Sequenz, Bp 7935-2389) sondiert.

Fig. 8 Southern-Blot-Analyse von Event H7-1 zur Ermittlung
der Intaktheit der polyadenylierten(Poly-A-)Region. 10 ug ge-
nomische DNA von H7-1, nicht-transgene Kontroll-DNA und
nicht-transgene Kontroll-DNA, gemischt mit PV-BVGT08, wurden
mit EcoRI/PstI, Xbal, HindIII und PstI verdaut. Der Blot wur-
de mit einem *’P-markierten Poly-A-Fragment ' (BamHI/XhoI) (=PV-
BVGT08-Sequenz, Bp 1702-2389) sondiert.

Fig. 9. Als Sonden zur Feststellung der Abwesenheit von

"Backbone"-Vektor-DNA in Event H7-1 verwendete Fragmente.
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Fig. 10 Southern-Blot-Analyse von Event H7-1 zur Feststellung
der Abwesenheit von "Backbone"-DNA in Event H7-1. 10 pug geno-
mische DNA von H7-1, nicht-transgene Kontroll-DNA und nicht-
transgene Kontroll-DNA, gemischt mit PV-BVGT08, wurden mit
Xbal verdaut. Der Blot wurde mit einem *?P-markierten Frag-
ment, das das vollstandige "Backbone" von PV-BVGT08 (Sonde 1-

4) umfafdt, sondiert.

Fig. 11 Vergleich zwischen den PCR-Fragmenten und den PV-

BVGT08-Sequenzen in der linken Grenzregion (left border, LB).

Fig. 12 Vergleich zwischen den PCR-Fragmenten und den PV-
BVGT08-Sequenzen in der rechten Grenzregion (right border,

RB) .

Fig. 13 Analyse der genomischen DNA auflerhalb der rechten
Verbindungsstelle des Inserts. Ungefahr jeweils 50 ng genomi-
sche DNA von H7-1, nicht-transgene Kontroll-DNA oder Wasser
wurden flir PCR-Reaktionen mit der Primer-Kombinationen P1,
bei der beide Primer auRerhalb des Inserts lokalisiert sind,
und P3, bei der ein Primer innerhalb des Inserts lokalisiert
ist und der andere Primer auferhalb des Insert liegt, verwen-

det.

Fig. 14 Analyse der genomischen DNA auferhalb der linken Ver-
bindungsstelle des Inserts. Ungefdhr 50 ng genomische DNA von
H7-1, nicht-transgene Kontroll-DNA und Wasser wurden flur PCR-
Reaktionen mit der Primer-Kombinationen P2, bei der beide
Primer auRerhalb des Inserts lokalisiert sind, und P4, bei
der ein Primer innerhalb des Inserts lokalisiert ist und der

andere Primer auRerhalb des Insert liegt, verwendet.
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Fig. 15 Abstammungskarte zu H7-1 Saatkulturen.

Fig. 16 Southern-Blot-Analyse von Event H7-1, um zu ermit-
teln, ob die eingefiigte DNA stabil in das Genom integriert
ist. 10 pug genomische DNA von H7-1 (der ursprlingliche Trans-
formant H-7-1-1995 und drei Nachkommen, H7-1-1996 bis 1998)
und nicht-transgene Kontroll-DNAs von verschiedener Herkunft
wurden mit BamHI, Xbal und HindIII verdaut. Der Blot wurde
mit einer *?P-markierten CP4-EPSPS-Sonde von PV-BVGT08 (= Bp
447-1555) untersucht.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von ausgew&hlten Bei-

spielen ndher erlautert.

Eine Liste von AbklUrzungen ist unten wiedergegeben:

- ungefahr

°oC Grad Celsius

bidest doppelt destilliertes steriles Wasser
bp Basenpaar (e)

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid
DNA Desoxyribonukleinsaure

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
Fig. Figur

h Stunde

HC1 Salzsaure

kb Kilobasenpaar (e)

kg Kilogramm

M, mM, molar, millimolar

min Minuten
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Na,HPO,/NaH,P0, Natriumphosphat

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

nt Nukleotide

PCR Polymerasekettenreaktion

pmol | Picomol

RNase Ribonukleinsadure-Nuklease

UPM Umdrehungen pro Minute

RR Roundup Ready®

RT Raumtempératur

SDS Natriumdodecylsulfat

sek Sekunde

SEVAG Chloroform : Isocamylalkohol (24 : 1)
ssc standard saline citrate

TE ' Tris-EDTA-Puffer

TRIS _‘ Tris (hydroxymethyl) -aminomethan

BEISPIEL 1: Identifizierung von Event H7-1

Die ZuckerrlUbe (Beta vulgarisg) vom Genotyp 3S0057 ist in ei-
ner Weise genetisch veradndert, daf’d sie eine CP4-5-
Enolpyruvyl-Shikimat-3-phosphat-Synthase oder CP4-EPSPS ex-
primiert, die Toleranz gegeniiber dem Herbizid Glyphosat ver-
mittelt und auch als selektierbarer Marker verwendet wird.
Diese transgene Linie wurde durch Agrobakterium-tumefaciens-
vermittelte Transformationstechnologie unter Verwendung des
bindren Vektors PV-BVGT08 hergestellt. Die T-DNA des fur die
Zuckerriben-Transformation verwendeten Vektors enthielt zwi-
schen der linken und der rechten Grenzregion die folgenden
Sequenzen: eine kodierende Region, zusammengesetzt aus einer

fir ein Chloroplasten-Transitpeptid kodierenden Sequenz aus
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der EPSPS aug Arabidopsis-thaliana (bezeichnet als ctp2), fu-
sioniert mit der kodierenden Sequenz flir CP4-EPSPS und unter

Regulation des 35S-Braunwurz-Mosaik-Virus (Figwort mosaic vi-

rus) -Promotors (pFMV) und der 3'-Transkriptionsterminator-

sequenz des rbcS-E9-Gens aus Pisum sativum.

Die folgenden Methoden wurden eingesetzt:

I. DNA-Extraktion:

Methode 1:

Frisches Blatt- oder anderes Gewebe wurde gesammelt (20 bis
100 mg in einem 1,5-ml-Reaktionsgefdf) und 400 pl Extrakti-
ons-Puffer (siehe unten) wurden zugegeben. Das Gewebe wurde
mit einem kleinen StoRel zermahlen. Die Mischung wurde fir 5
sek verwirbelt und 30 min bis 60 min bei Raumtemperatur inku-
biert. Es folgte ein Zentrifugations-Schritt bei 13.000 UPM
fir 1 min. Der die DNA enthaltende Uberstand wurde in ein
neues 1,5-ml-Reaktionsgefdfd gegossen und mit 120 pl Isopropa-
nol gemischt. Die Mischung wurde bei Raumtemperatur fir 2 min
inkubiert. Ein DNA-Niederschlag wird nach Zugabe von Ethanol
gebildet. Nach Zentrifugation bei 13.000 UPM flr 5 Minuten
wurde das Ethanol dekantiert. Die Probe wurde an der Luft
trocknen gelassen. Der Niederschlag wurde in 400 pul HyO oder

TE-Puffer (sie unten) resuspendiert.

Extraktions-Puffer (100 ml) :

20 ml 1M Tris (pH 7,5)
5 ml 5 M NaCl
5 ml 0,5 M EDTA
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2,5 ml 20% SDS
67,5 ml H,0

TE-Puffer:

10 mM Tris-HCl1 (pH 8,0)
1 mM EDTA

Methode 2:

Frisches Pflanzenmaterial (20 bis 100 mg) wurde in einem 1,5-
ml-Eppendorfgeféfl gesammelt und 500 pl CTAB-Puffer (65 °C)
(siehe unten) wurden zugegeben. Die Mischung wurde 1 bis l,S
h bei 65 °C inkubiert und anschliefend flur 5 sek zentrifu-
giert. 5 ul RNése A (10 mg/ml) wurden zugegeben. Die Mischung

wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieffend flr 5 sek

zentrifugiert. 200 pl SEVAG wurden zugeftgt. Nach Mischen und

Zentrifugieren bei 13.000 UPM ftir 10 min wurde der Uberstand
in ein neues 1,5-ml-ReaktionsgefaR Uberfihrt. Ein Volumen
Isopropanol (etwa 400 pl) wurde vorsichtig mit dem Uberstand
vermischt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 13.000
UPM flir 10 min. 600 pl 70% Ethanol wurden zugeflgt. Der Nie-
derschlag wurde durch Invertieren des Reaktionsgeféfies mehre-
re Male gewaschen. Erneut wurde die Mischung bei 13.000 UPM
flir 2 min gewaschen. Der Ethanol wurde vorsichtig verworfen.
Das Reaktionsgef&f wurde invertiert und auf sauberem Papier
drainiert. Die Probe wurde flr 15 min an der Luft getrocknet.
Der Niederéchlag wurde in 50 pl H,O (siehe unten) resuspen-

diert.

CTAB-Puffer:
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1,4 M NaCl
20 mM EDTA
100 mM Tris-HC1
2 % (w/v) CTAB

SEVAG:
Chloroform : Isocamylalkohol (24 : 1)

RNase-Puffer:
10 mM Tris, 15 mM NaCl, pH 7,5
RNase A:

10 mg RNase/ml RNase-Puffer
(5 ml bidest + 50 mg RNase A, Aliquots in 1,5-ml-
ReaktionsgefiRen, koche die Reaktionsgefé&ffe 30 min bei 100°C,

Lagerung bei -20°C)

Normalerweise wurde Methode 1 verwendet. Mit dieser Methode
ist es mdbglich, eine hohe Zahl von DNA-Proben pro Tag zu ex-
trahieren, und die DNA-Qualit&t ist akzeptabel. Methode 2
wurde angewendet, wenn das Blattmaterial &lter war oder Pro-
bleme mit der DNA-Qualitat auftraten. Methode 2 ist komple-
xer, erfordert mehr Zeit und ergibt einen geringeren DNA-

Ertrag, jedoch von hdherer Qualitat.
Normalerweise wird eine DNA-Quantifizierung nicht durchge-
fithrt und typischerweise werden in einer PCR-Reaktion 0,5 bis

1 pl der extrahierten DNA-Losung verwendet.

II. PCR-Reaktion:
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Fur

die PCR-Reaktion wurde ein 10x Puffer-Mix aus Puffer +

dNTPs hergestellt. Das Verfahren ist wie folgt:

Stammldsung Volumen Konz. 10x- Endkonz. PCR-
Puffer 1 Reaktion
1 M Tris-HCl, pH 8,3 100 pl 0,1 M 10 mM Tris-HC1l, pH 8,3
1 M KCl 500 ul 0,5 M 50 mM KCl
100 mM dATP 20 pl 2 mM 0,2 mM dATP
100 mM dCTP 20 pl 2 mM 0,2 mM dCTP
100 mM dTTP 20 pl 2 mM 0,2 mM dTTP
100 mM dGTP 20 pl 2 mM 0,2 mM dGTP
100 mM MgCl, 150 pl 15 mM 1,5 mM MgCl,
HPLC-Wasser 170 pl

PCR

1000 pl gesamt

-Reaktion (25 pul):

DNA 0,5 pl

Primer 1 1 pul (20 pmol)

Primer 2 1 pl(20 pmol)

Tag-Polymerase 1 0,2 pl (1 U, von Oncor Appligene S.A.,

Heidelberg, Deutschland)

Puffer 10x konz. 2,5 pl
Wasser 18,8 nul
ITI. Identifizierung von H7-1 durch PCR

Die

Identifizierung von H7-1 wurde mittels PCR unter Verwen-

dung von Event-spezifischen Primern durchgefthrt:

Oberer Primer (SEQ ID NO: 1):
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H7-207U30: 5' TTA ATT TTT GCA GGC GAT GGT GGC TGT TAT 3'

Unterer Primer (SEQ ID NO: 2):
H7-841L30: 5' CAT ACG CAT TAG TGA GTG GGC TGT CAG GAC 3!

Der obere Primer ist auRBerhalb des Inserts lokalisiert und
ist Teil der genomischen DNA der Zuckerrlbe. Der unterer Pri-

mer ist innerhalb des eingefligten CP4-EPSPS-Gens lokalisiert.

PCR-Bedingungen:

94°C 4 min SCHRITT 1
95°C 30 sec SCHRITT 2a
55°C 30 sec SCHRITT 2b
‘72°C 2 min "SCHRITT 2c
72°C 5 min SCHRITT 3

4°C Uber Nacht SCHRITT 4

Reaktion beendet
Die Schritte 2a-c wurden 34mal wiederholt.

Das erwartete PCR-Produkt ist ein DNA-Fragment von 664 bp
(SEQ ID NO: 13, siehe Fig. 2). ‘

IV. Identifizierung von H7-1 durch Multiplex-PCR

Zur Unterscheidung von nicht-transgenen und transgenen Pflan-
zen, ob homozygot oder heterozygot, wurde eine Multiplex-PCR
mit drei verschiedenen Primern durchgefiihrt. Die folgenden

Primer wurden verwendet:

H72 (SEQ ID NO: 14): 5' GCTCTGACACAACCGGTAAATGCATTGGCC 3!
H7S82 (SEQ ID NO: 15): 5!' GACCCATAGTTTGATTTTAAGCACGACATG 3'
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H7R2 (SEQ ID NO: 16): 5' GCAGATTCTGCTAACTTGCGCCATCGGAG 3'

1

PCR-Bedingungen:

94°C 2 min SCHRITT 1
94°C 1 sec SCHRITT 2a
60°C 45 sec SCHRITT 2b
72°C 90 sec SCHRITT 2c
72°C 5 min SCHRITT 3

4°C Uber Nacht SCHRITT 4

Reaktion beendet
Die Schritte 2a-c wurden 34mal wiederholt.
Nicht-transgene Pflanzen zeigten lediglich ein PCR-Fragment
von ungefadhr 350 bp. Homozygote transgene Pflanzen zeligten
ein Fragment von ungefdhr 1.042 kb. Heterozygote Pflanzen

zeigten beide Fragmente (siehe Fig. 3).

BEISPIEL 2: Charakterisierung von Event H7-1

Es wurde eine molekulare Analyse zur Charakterisierung der in
H7-1 vorhandenen integrierten DNA durchgefiithrt. Insbesondere
wurde die Zahl der Inserts (Zahl der Integrationsstellen in-
nerhalb des Zuckerriibengenoms), die Kopienzahl (die Zahl von
DNA-Fragmenten innerhalb eines Ortes), die Integritat der
eingefligten kodierenden Region und dessen regulatorischer
Elemente, dem pFMV-Promotor und der E9-3'-Transkriptionster-
minatorsequenz, die Abwesenheit von "Backbone'"-Sequenzen des
zur Transformationen verwendeten Vektors und die stabile Ver-
erbung des Inserts bestimmt. Dartiber hinaus wurden die das

DNA-Insert flankierenden Sequenzen identifiziert.
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Die eingefligte DNA des Zuckerrtiben-Transformations-Events H7-
1 wurde mittels Southern-Blot, PCR und Invers—PCR—Techniken
charakterisiert. Positiv- und Negativkontrollen (PV-BVGTO0S8,
DNA von nicht-transgenen Pflanzen) wurden mit untersucht und

in der gleichen Weise wie die Testsubstanz (H7-1) behandelt.

DNA wurde aus dem Ansatz Nummer 74903H von Event-H7-1-
Pflanzen, angezogen im Jahr 1997, isoliert. Auch aus der Ori-
ginal-Transformante H7-1/3S0057 (= 6401VH) von 1995 und aus
drei zusatzlichen in den Jahren 1996, 1997 und 1998 herge-
stellten Nachkommen (H7-1/64801H, H7-1/74922H und H7-
1/83002S) wurde DNA isoliert. o

Die nicht-transgene Zuckerribenlinie 380057 diente als Kon-
trolle. Darfiber hinaus wurden die Zuckerribenlinien 5R7150,
8K1180 und 6S0085 als Negativkontrolle eingesetzt. Diese Li-

nien sind gewdhnliche nicht-transgene Linien, die zur Zucht

" konventioneller Zuckerrlben verwendet werden.

Referenzsubstanzen entsprachen dem zur Transformation verwen-
deten Plasmid PV-BVGT08. Die Plasmid-DNA und DNA aus den Kon-
troll-Zuckerribenlinien wurde zusammengemischt, mit Restrik-
tionsenzymen verdaut und durch Elektrophorese auf Agarose-
Gelen parallel zu den Testsubstanzen getrennt. Das Plasmid
diente als GréRenmarker flir das erwartete Fragment und als
positive Hybridisierungs-Kontrolle. Die Plasmid-DNA wurde mit
der genomischen Pflanzen-DNA in einer Konzentration gemischt,
die weniger als eine Kopie des zu analysierenden Elements re-
priasentiert, um die Empfindlichkeit der Southern-Blot-Methode
(~10 ug genomische DNA und ~28 pg PV-BVGT08-DNA) zu demon-
strieren. Flir GrdRenabschitzungen wurde der Molekilgrdfenmar-

ker RAOUL™ (ONCOR/Appligene, Katalog #160673) verwendet.
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DNA-Igolierung:

Pflanzengewebe (1 bis 3 g Feuchtgewicht) vom Ansatz Nummer
74903H des Events H7-1 wurden unter Verwendung eines Mdrsers
und Stofels in fllissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
zermahlen. Das Pulver wurde in ein 50-ml-Oakridge-Gefaf
transferiert und 7,5 ml vorgewdrmter (60 °C) CTAB-Puffer (2 %
CTAB, 100 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA pH 8,0, 1,4 M NaCl and 0,2
% Mercaptoethanol) wurden zugegeben. Die Proben wurden fir
ungefdhr 30 min bei 65 °C inkubiert und zwischendurch ge-
mischt: Ein gleiches Volumen (8 ml) einer Mischung aus Chlo-
roform : Isoamylalkohol (24:1 v/v) , RT, wurde zu den Proben
zugegeben. Die Suspension wurde durch Invertieren gemischt
und die zweil Phasen wurden durch Zentrifugation (10 min, 9000
UPM) getrennt. Die walrige Phase wurde in ein neues 50-ml-
Oakridge-GefaR Uberfihrt. und anschliefend die DNA durch Zuga-
be von 5 ml Isopropanol gefdllt. Die DNA wurde durch Zentri-
fugation (2 min, 9000 UPM) niedergeschlagen und der Uberstand
wurde entfernt. Die niedergeschlagene DNA wurde mit einer
Waschldésung aus 76% Ethanol und 10 mM Ammoniumacetat fiir un-
gefahr 20 min inkubiert. Nach der Zentrifugation und dem De-
kantieren des Uberstandes wurde die DNA vakuumgetrocknet und

in TE, pH 8,0, beli 4 °C Uber Nacht resuspendiert.

Alternativ wurde DNA mittels des DNeasy Plant Maxi Kits von
Qiagen (Disseldorf, Deutschland, Katalog #68163) isoliert.
Die DNA-Isolierung wurde nach den Herstellerangaben durchge-

fuhrt.

Als zusdtzliche alternative Methode wurde DNA mittels des

DNeasy Plant Mini Kits von Qiagen (Dlisseldorf, Deutschland,
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Katalog #69103) isoliert. Die DNA-Isolierung wurde nach den
Herstellerangaben durchgefdhrt.

Quantifizierung der DNA und Verdauung durch Restriktionsenzy-

me:

Die Quantifizierung der DNA wurde unter Verwendung eines LKB
Biochrom UV/visible Spektralphotometers (Amersham Pharmacia,
Freiburg, Deutschland) oder alternativ durch Scannen der DNA
mit dem Programm RFLPscan (MWG-Biotech, Ebersberg, Deutsch-
land) nach Agarose-Gelelektrophorese durchgefthrt. Als Kali-
brierungsstandard wurde der High DNA Mass Ladder von Gib-
co/Life Technologies (Karlsruhé, Deutschland) (Katalog #
10496-016) verwendet. Die Restriktionsenzyme wurden entweder
von Boehringer Mannheim (Mannheim, Deutschland), Stratagene
(Amsterdam, Niederlande) oder New England Biolabs (Frankfurt,

Deutschland) bezogen und nach Herstellerangaben verwendet.

DNA-Sonden-Herstellung:

DV-BVGTO8-DNA wurde aus E. coli-Kulturen isoliert. Zu der ko-
dierenden Region der CP4-EPSPS, dem 35S-Promotor, der E9-3'-
Poly-A-Region, der 358-ctp2-CP4-EPSPS-E9-3"'-Kassette und den
"Backbone"-Bereichen homologe Sondén—Matrizen wurden durch
Verdauung mit den entsprechenden Restriktionsenzymen und an-
schlieRende Trennung durch Agarose-Gelelektrophorese oder
durch Polymerasekettenreaktion (PCR) hergestellt. Die Produk-
te wurden mittels des Gene Clean II Kits von BIO 101 (La Jol-
la, CA) gereinigt. Die Markierung der Sonden (25 pg) mit **p- -
dCTP oder 2?P-dATP wurde durch Verwendung des Megaprime™-DNA-
Markierungssystems von Amersham-Pharmacia Biotech Europe

(Freiburg, Deutschland) erreicht.
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Southern-Blot-Analyse:

Die mit Restriktionsenzymen behandelten DNA-Proben wurden
durch Agarose-Gelelektrophorese fur ~15 Stunden bei ~35 Volt
getrennt. Nach dem Fotografieren des Gels wurde die DNA durch
Tranken des Gels fiir 15 min in einer 0,25 M HCI-L&sung depu-
riniert, durch Inkubieren des Gels fiir 30 min in einer dena-
turierenden Ldsung aus 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl unter konstan-
ter sanfter Bewegung denaturiert und schlieRlich durch Tran-
ken fur 2 Stunden in verschiedenen Volumina‘eiﬁer Losung aus
2 M NaCl und 1 M Tris-HCl, pH 5,5, neutralisiert. Die DNAs
aus den Agarose-Gelen wurden unter vVerwendung eines Pressure
Blotter von Stratagene nach Anweisungen des Herstellers auf
Hybond-N™-Nylonmembranen (Amersham Pharmacia Biotech Europe,
Freiburg, Deutschland) Ubertragen. Nach dem Tranken der Fil-
ter fir 15 min in 2 x SSPE (20 x SSPE: 3,6 M NaCl, 20 mM
EDTA, 0,2 M NaH,PO,/Na,HPO, pH 7,4) wurde die DNA durch Be-
lichtung mit UV-Licht (Transilluminator Pharmacia, Freiburg,
Deutschland) fiir 1 min und durch Erhitzen bei 80 °C ftr 1
stunde in einem Vakuumofen auf der Membran fixiert. Die Blots

)

wurden ftr 4 Stunden in einer wéfrigen Losung aus 50 % Forma-
mid, 5 x SSC, 0,1 % Lauroylsarcosin, 0,02 % SDS und 2 %
Blockreagenz (Boehringer Mannheim, Deutschland, Katalog #
1096176) vorhybridisiert. Die Hybridisierung mit der radioak-
tiv-markierten Sonde wurde in frischer Vorhybridisierungs-
Losung flr 16-18 Stunden bei 42 °C durchgefithrt. Nach der Hy-
bridisierung wurden die Membranen fiir 5 min in 2 x SSC bei
420C, fir 20 min in 2 x SSC, 1 % SDS bei 65°C und fir zwei
15-min-Perioden in 0,2 x SSC, 0,1 % SDS bei 68°C gewaschen.

Autoradiographiebilder von den Blots wurden durch Exponieren
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der Blots unter Verwendung eines Biomax-MS™-Films in Verbin-

STM

dung mit Kodak Biomax M Verstarkungsfolien erhalten.

Identifizierung flankierender 5'- und 3'-Genomsequenzen:

Die Verbindungsstelle zwischen der Transgen- und Pflanzenge-
nom-DNA wurde unter Einsatz der Invers-PCR-Technik identifi-
ziert. Genomische DNA wurde wie oben beschrieben gereinigt.
Ungeféhr 1 ug der DNA wurde in getrennten Reaktionen durch
die Restriktionsendonukleasen Tagl, AluIl, NdeIII oder Rsal
verdauten. Die verdauten DNA-Fragmente wurden durch T4-Ligase
Uber Nacht religiert, worauf sich die PCR-Reaktion anschlofs.
Die verschiedenen Invers-Primer-Kombinationen wurden unter
Verwendung der Primer-Analysesoftware OLIGO® von NBI (Natio-

nal Biosciences, Inc., Plymouth, Michigan) erhalten.

Aus dieser Invers-PCR-Amplifikation erhaltene Fragmente wur-
den durch Gel-Elektrophorese getrennt, aus dem Gel ausge-
schnitten und unter Verwendung des Gene Clean II™ Kits ge-
reinigt. Die gereinigten Fragmente wurden unter Einsatz des
TOPO“ﬁﬂ.cloﬁing@ Kit von Invitrogen (Groningen, Niederlande)
in den Vektor pCR?2.l kloniert. Die Inserts wurden zur Se-
quenzierung bei MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) einge-
reicht. Die Analyse der erhaltenen Sequenzdaten wurde unter
Verwendung der DNA-Analysesoftware Mac Mollyp Tetra (Soft Ge-
ne GmbH, Bochold, Deutschland) durchgefihrt.

PCR-Analyse:

Genomische DNA wurde mit dem DNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Diisseldorf, Deutschland) nach Herstellerangaben hergestellt.

Ungefahr 50 ng genomische DNA wurden flr die PCR verwendet.
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Die Reaktionsansdtze wurden fiir 30 sek 95°C, fiir 30 sek 55°C

und fir 2 min 72°C flr 35 Zyklen ausgesetzt. Die PCR wurde in
einem PTC200-Cycler (Biozym, Oldendorf, Deutschland) durchge-
fdhrt. Die PCR-Produkte wurden durch Agarose-

Gelelektrophorese analysiert.

1. Anzahl Inserts:

Die Anzahl der Inserts, die Zahl der Integrationsstellen
transgener DNA im Zuckerriibengenom, wurde fir H7-1 bestimmt.
Um die Zahl der Inserts festzustellen, wurde die genomische
DNA mit den Restriktionsenzymen HindIII, Xbal und BamHI ver-
daut. Als Negativkontrolle wurde DNA aus einer nicht-
transformierten Kontroll-Pflanze, die denselben genetischen
Hintergrund reprédsentiert, mit Hind III verdaut. Als Positiv-
kontrolle wurde DNA des Transformationsvektors (PV-BVGT08)

verwendet.

Xbal und BamHI schneiden PV-BVGT08 nur einmal und schneiden
nicht innerhalb der verwendeten markierten CP4-EPSPS-Sonde -
(siehe Fig. 4). HindIII schneidet PV-BVGET0S8 dreimal, aber al-
le drei Stellen sind auBerhalb der Sonde und auf derselben
Seite, 5’ relativ zur Sonde, lokalisiert. Dahgr sollte jedes
Enzym ein einzelnes DNA-Fragment ffeisetzen, das mit der CP4-
EPSPS-Sonde hybridisieren und einen Teil der eingeffigten DNA
sowie angrenzende genomische Pflanzen-DNA enthalten wiirde.
Die Zahl der festgestellten Fragmente zeigt die Zahl der im
Event vorhandenen Inserts an. Die Ergebnisse sind in Fig. 5

dargestellt.

Nach Verdauung mit den Enzymen HindIII, XbaIl oder BamHI wurde

jeweils lediglich ein einzelnes Hybridisierungs-Fragment ge-
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funden. Die Fragmente aus 5,2 kb von der HindIII-Verdauung
(Spur 4), 4 kb von der XbaI-Verdauung (Spur 5) und ungefahr
11 kb von der BamHI-Verdauung (Spur 7) zeigen, daR die Trans-
formante H7-1 ein einzelnes Integrationsereignis reprisen-
tiert (Fig. 4). Das starke Signal in Spur 1 reprasentiert das
linearisierte PV-BVGT08-Plasmid. Zus&tzliche schwache Signale
sind auf kleine Mengen von unverdautem PV-BVGT08 oder auf un-
spezifische Hintergrund-Hybridisierungs-Signale zurlickzufiih-

remn.

2. Kopienzahl

Theoretisch kénnte eine Integrationsstelle aus mehr als einer
Kopie der eingefligten DNA bestehen. Aufgrund der Fragmentgrd-
Ben der oben dargestellten Restriktionsanalyse war dies aber
nicht mdéglich. Wenn mehr als eine Kopie der eingefligten DNA
H7-1 vorhanden wire, wlrden zusitzliche Fragmente detektiert
werden. Dies wurde auch bestdtigt durch Verdauung mit dem Re-
striktionsenzym PstI. PstI schneidet zweimal innerhalb der
linken und der rechten Grenzsequenzen. Eine der Restriktions-
schnittstellen liegt innerhalb der kodierenden Region der
CP4-EPSPS, so dafl nach der Verdauung zwei mit der CP4-EPSPS-
Sonde hybridisierende Fragmente zu erwarten sind. Eines der
erwarteten Fragmente entspricht dem internen Fragment von et-
wa 1,2 kb. Das zweite Fragment sollte ein Grenzfragment sein.
Auch hier miBten zusatzliche Fragmente feststellbar sein,
wenn mehr als eine Kopie vorhanden ist. Die Ergebnisse zeigen
aber, daf PstI die DNA wie erwartet schneidet. Das innere
Fragment von 1,2 kb und nur ein zus&tzliches Fragment von un-

gefahr 4,9 kb wurden detektiert (Fig. 5, Spur 3; Fig. 4).
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Als zusdtzliche interne Kontrolle wurde die DNA mit Clal ge-
schnitten (Fig. 5, Spur 6; Fig. 4). Wie erwartet hybridisier-
te ein einzelnes Fragment von 2,4 kb, da ClaIl zweimal, aber
links und rechts auRerhalb des verwendeten CP4-EPSPS-
Fragments schneidet. Dieses Ergebnis ist auch ein Beleg flir
die Intaktheit des integrierten DNA-Fragments und steht in
Ubereinstimmung mit den im folgenden wiedergegebenen Ergeb-

nissen.

Die Hybridisierung des Plasmids PV-BVGT08 (PV-BVGT08 = 8590
bp) mit dem CP4-EPSPS-Fragment fllhrt wie erwartet zu einem
8,6-kb-Signal (Fig. 5, Spur 1). Eine zweite kleinere sehr
schwache Bande ist auf die unvollst&ndige Restriktion von PV-

BVGTO08 zurtckzuflihren.
Zusammengefafit zeigen die Experimente, daR die transformierte
Zuckerribenlinie H7-1 eine einzige Kopie der T-DNA von PV-

BVGT08 im Pflanzengenom enthalt.

3. Intaktheit der kodierenden Region

Der Einbau der CP4-EPSPS-Genkassette mit den einzelnen Ele-
menten (P-FMV-Promotor, kodierende Region der ctp2-CP4-EPSPS
und E9—3’—untranslatierte Region) wurde durch Verdauung mit
den Enzymen HindIII fur P-FMV, HindIII plus BamHI fir ctp2-
CP4-EPSPS und EcoRI und PstI fir die E9-3’-untranslatierte
Region bestimmt. Zusatzliche Experimente wurden mit SacI und
XhoI fir die P-FMV-ctp2-CP4-EPSPS-Region und fiir die E9-37-
Region durchgefihrt. Plasmid-DNA, gemischt mit nicht-
transgener Zuckerriben-DNA, und nicht-transgene Zuckerriiben-
DNA allein wurden als Positiv- bzw. Negativkontrollen mit

denselben Enzymen verdaut.
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Diese Enzyme schneiden innerhalb des vorgesehenen DNA-Inserts
zwischen den linken und rechten T-DNA-Grenzen (siehe die
Plasmid-Karte in Fig. 1), so daR, wenn die entsprechenden
Elemente intakt sind, die Gré&éRe der hybridisierenden Fragmen-

te in H7-1-DNA und PV-BVGT08-DNA identisch sein sollte.

Als zus&tzliche Kontrolle wurden die DNAs mit Xbal verdaut.
Xbal schneidet einmal zwischen dem Promotor und der kodieren-
den Region der ctp2-CP4-EPSPS. Man wiirde daher ein 8,6-kb-
Fragment mit der PV-BVGTO08-DNA und im Falle von H7-1 ein
Grenzfragment, das sich in der GrdRe im Vergleich zu dem PV-
BVGT08-Fragment unterscheidet, erwarten. Die Ergebnisse gind

in den Fig. 6, 7 und 8 dargestellt."

Fig. 6: Die Verdauung mit HindIII und BamHI setzte das CP4-
EPSPS-Gen frei und der Blot wurde mit einem durch PCR erzeug-
ten CP4-EPSPS-Fragment sondiert. Die Negativkontrolle (Spur
6) zeigte keinerlei Hybridisierungsbanden. Genomische DNA vom
Event H7-1 und Plasmid PV-BVGET08, gemischt mit nicht-
transgener DNA, bildeten jeweils ein etwa 1,7-kb-Fragment,
das der erwarteten Grdfe entspricht. Die Verdauung mit Xbal
fihrte zu dem erwarteten 8,6-kb-Fragment des linearisierten
PV-BVGTO08. Fir Event H7-1 flihrte die Verdauung zu einem unge-
fahr 4,0-kb-Grenzfragment (siehe auch Fig. 4 und 5). Erneut

zeigte die Negativkontrolle keinerlei Signal.

Fig. 7: Die Verdauung mit HindIII setzte den Braunwurz-
Mosaik-Virus-Promotor frei und der Blot wurde mit einem durch
PCR erzeugten Promotor-Fragment sondiert. Die Negativkontrol-
le (Spur 5) zeigte keinerlei Hybridisierungssignale. Genomi -

sche DNA aus dem Event H7-1 und Plasmid PV-BVGT08, gemischt
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mit nicht-transgener DNA, bildeten jeweils ein hybridisieren-
des Fragment mit einer ungefihren GrdfRe von 0,6 kb. Dieses
Fragmente entspricht der erwarteten GrdRe des Promotors (Spur

4 und 6).

Die Verdauung mit Xbal flhrte zu dem erwarteten 8,6-kb-
Fragment des linearisierten PV-BVGT08 und zu dem etwa 1,3 kb
grofen linken Grenzfragment (Spur 1 und 3) von Event H7-1.
Dieses 1,3-kb-Fragment ist auch ein zusdtzlicher Beweis da-
fr, daR das Event H7-1 nur eine einzelne Kopie des Transgens
enthdlt. Erneut zeigte die Negativkontrolle (Spur 2) keiner-

lei Signal.

Die Verdauung mit SacI/Xhol setzte den Promotor zusammen mit
der kodierenden Region der CP4-EPSPS und der Poly-A-Region
frei. Hybridisierung mit der vollstandigen Promotor-ctp2-CP4-
EPSPS-Poly-A-~Signal-Kagsette (Pmel/XhoI-Fragment) ergab die
erwarteten 2,3—kb—Promotor—étp2—CPé—EPSPS— und 0, 7-kb-Poly-A-
Signal-Fragmente, sowohl mit der PV-BVGTO08~DNA, gemischt mit
nicht-transgener DNA, als auch mit genomischer DNA von H7-1

(Spur 9 und 11).

Fig. 8: die Verdauung mit PstI und EcoRI setzte das E9-3'-
Polyadenylierungssignal frei und der Blot wurde mit einem Po-
lyadenylierungssignal-Fragment sondiert. Die Negativkontrolle
(Spur 3) zeigte keinerlei Hybridisierungsbanden. Plasmid PV-
BVGT08, gemischt mit nicht~transgener DNA, und genomische DNA
von Event H7-1 bildeten beide ein ungef&hr 0,6 kb groRes
Fragment, das der erwarteten Grdfe entspricht. Die Verdauung
mit Xbal fihrte zu dem erwarteten 8,6-kb-Fragment des linea-
risierten PV-BVGTO08 und zu einem ungefdhr 4,0 kb grofen

Grenzfragment beim Event H7-1.
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Die Verdauung mit PstI setzte das ES-3'-
Polyadenylierungssignal, verbunden mit einem 0,5 kb grofen
3'-Abgchnitt der kodierenden Region der CP4-EPSPS, frei. Das
erhaltene 1,2-kb-Fragment war wie erwartet sowohl mit der ge-
nomischen H7-1-DNA als auch mit der PV-BVGT08-DNA nachweis-

bar.

Die Verdauung mit HindIII fUhrte zu einem 8, 0-kb-Fragment des
linearisierten PV-BVGTO08 minus dem Promotorfragment (Spur 13)
und zu einem 5,2-kb-Grenzfragment (Spur 11) bei H7-1. Das
einzelne 5,2-kb-Fragment aus der HindIII-Verdauung und das
einzelne 4,0—kb—Ffagment aus der‘XbaI—Verdauung stellen eben-
falls einen zusatzliche Beleg daflir dar, dafl das Event H7-1
nur eine Kopie eingefligter DNA enthdlt. Erneut zeigte die Ne-

gativkontrolle kein Signal.

Zusammengefalft belegen die Ergebnisse flr die Blots, daf alle
Elemente der transferierten DNA intakt sind und daf® das Event
H7-1 eine einzelne intakte kodierende Region der CTP2-CP4-

EPSPS mit deren regulatorischen Elementen, dem pFMV-Promotor

und der E9-3'-Transkriptionsterminator-Sequenz, enthalt.

4. Analyse zur Bestimmung von "Backbone"-Fragmenten

Die‘"Backbone"—Region eines Ti-Plasmids wird definiert als
die Region auferhalb der T-DNA, begrenzt durch linke und
rechte Grenzsequenzen, die aus den ori-Genen und den Selekti-
onsgenen flr die Bakterienreplikation und Bakterienselektion
bestehen und die durch Agrobakterium-vermittelte Transforma-
tion normalerweise nicht in das Pflanzengenom uberfihrt wer-

den. Um die Abwesenheit der "Backbone"-Vektor-DNA in Event
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H7-1 zu bestdtigen, wurde genomische DNA aus H7-1, aus einer
nicht transformierten Kontrolle und genomische DNA aus H7-1,
gemischt mit PV-BVGT08-DNA, mit dem Restriktionsenzym Xbal

verdaut und mit drei {iberlappenden durch PCR erzeugte Sonden,
die die vollsténdige "Backbone"-Sequenz umfaften, untersucht.
Eine vierte Sonde weist das vollstindige "Backbone" in einem

Fragment auf.

Die verwendeten Sonden représentieren die "Backbone"-Sequenz

(siehe Fig. 9):

bp 2730- 5370
bp 5278- 6419
bp 6302- 7851

_w N R

' bp 2730- 7851

Fig. 10 zeigt das Ergebnis der Southern-Blot-Analyse. Spuren
6, 10, 14 und 18: verdaute genomische DNA von H7-1, die mit
den "Backbone"-Fragmenten des vollstdndigen "Backbones" son-
diert wurde, zeigte keinerlei Hybridisierungsbanden. Nur Spu-
ren 4, 8, 12, 16 und 20: genomische DNA von H7-1, gemischt
mit PV-BVGTO08-DNA, zeigt Banden von 8,6 kb, wie erwartet. Die

Banden représentieren die linearisierte PV-BVGTO08-DNA.

Spuren 2 und 4: genomische DNA von H7-1 und genomische DNA
von H7-1, gemischt mit PV-BVGT08, und hybridisiert mit dem
CP4-EPSPS-Fragment, zeigte Hybridisierungssignale. Die 4-kb-
Bande in Spur 2 reprasentiert das rechte Grenzfragment, die
zwel Banden der Spur 4 reprdsentieren erneut das 4,0 kb lange
rechte Grenzfragment und das 8,6 kb grofie linearisierte PV-
BVGT08-Plasmid. Beide Banden weisen dieselbe Intensitat auf.

Dies ist ein klarer Hinweis, daf’ die Konzentration der zuge-



10

15

20

25

30

WO 2004/074492 PCT/EP2004/001469

- 31 -

gebenen PV-BVGT08-DNA mit der Konzentration des CP4-EPSPS-
Elements in der H7-1-DNA vergleichbar ist. Die Konzentration
der verwendeten Plasmid-DNA entsprichﬁ 0,5 Kopien. Wenn
"Backbone"-Sequenzen im H7-1-Genom integriert waren, sollten

klare Signale nachweisbar sein.

Diese Ergebnisse belegen, daf H7-1 keine nachweisbare "Back-
bone"-Sequenz des flir die Transformation verwendeten Plasmids
enthélt. Dieses Ergebnis wurde auch durch die Daten der Ana-
lyse der flankierenden 5'- und 3'-Genombereiche (siehe unten)

unterstitzt.

5. Identifizierung der flankierenden 5'- und 3'-Genomseguen-

zen

Agrobakterium-vermittelte Transformation fihrt normalerweise
zur Integration aller Sequenzen zwischen der linken uﬁd rech-
ten Grenze in das Pflanzengenom. Die 5'- and 3'-Enden der in-
tegrierten Plasmid-DNA sollten sich innerhalb oder in der Na-
he der linken beziehungsweise rechten Grenzsequenzen befin-
den. Daher wurde eine Invers-PCR-Technik verwendet, um diese
Bereiche zu identifizieren. Die klonierten PCR-Produkte wur-
den sequenziert und die Sequenzdaten wurden mit der PV-

BVGTOB—Sequenz verglichen.

Fig. 11 zeigt den Abgleich der Sequenz des klonierten Invers-
PCR-Fragments (D1U.RPT) (= Genom H7-1, obere Sequenz), erhal-
ten mit Primern fir die Analyse der linken Grenzregion, mit
der PV-BVGT08-Sequenz (unter Sequenz). Der Vergleich der bei-
den Sequenzen zeigt, daR die Homologie exakt innerhalb der

Grenzsequenz endet.



10

15

20

25

30

WO 2004/074492 PCT/EP2004/001469

_32_

Fig. 12 zeigt den Abgleich der Sequenz des klonierten Invers-
PCR-Fragments (B3UNI.RPT) (= Genom H7-1, obere Sequenz), er-
halten mit Primern zur Analyse der rechten Grenzregion, gegen
die PV-BVGT08-Sequenz (untere Sequenz). Der Vergleich beider
Sequenzen zeigt, dafd die Homologie bereits 18 Nukleotide vor

der Grenzsequenz endet.

Insgesamt ist dies ein klarer Hinweis darauf, daR die Sequenz
zwischen den linken und rechten Grenzen des Ti-Plasmids PV-
BVGT08 korrekt integriert ist. Die Sequenz endet innerhalb
oder unmittelbar vor den Grenzen. Diese Daten unterstiitzen
das Ergebnis der "Backbone"-Analyse, daR keine Sequenzen des
"Backbones" auRerhalb der Grenzregionen in das H7-1-Genom in-

tegriert wurden.

Um festzustellen, ob die flankierenden Sequenzen auf der

rechten und linken Seite des Inserts in dem Zuckerriben-Event
H7-1 intakte genomische Sequenzen der Pflanze sind, wurde ei-
ne Invers-PCR-Analyse mit den Primer-Kombinationen P1l, P2, P3

und P4 durchgeflhrt.

Die Primer der Primer-Kombinationen P1 und P2 sind auRerhalb
des Inserts lokalisiert. Wenn die DNA des Insertionsortes in-
nerhalb des Events H7-1 mit der DNA einer nicht-
transformierten Kontrolle identisch ist, sollte die PCR =zu
zwel PCR-Fragmenten flhren, die die Synthese aus den zwei
Primer-Kombinationen reprisentieren. Die Primer.der Primer-
Kombinationen P3 und P4 sind in einer Weise ausgelegt, daf
einer der entsprechenden Primer innerhalb des CP4-EPSPS-
Inserts lokalisiert ist und der andere Primer auRerhalb des

Inserts, innerhalb der genomischen DNA der Pflanze. Daher
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sollte die PCR ausschlieflich Fragmente von der DNA des
Events H7-1 bilden.

Sequenzdaten aus der Invers-PCR-Technik, kombiniert mit Daten
von dem PV-BVGT08-Vektor, flhren zu einer Sequenz, die das
H7-1-Insert (PV-BVGT08-Sequenz), die rechten und linken Ver-
bindungsstellenbereiche und zusatzliche genomische Zuckerrit-

ben-DNA enthalten (SEQ ID NO: 5).

Zur Identifizierung der Transgen-zu-Pflanzengenom-DNA-
Verbindungsstellen (Identifizierung der Event-Spezifitat) und
flir die Genom-DNA-Regionen auf der linken und rechten Seite

des Inserts wurden folgende Primer-Kombinationen verwendet:

Pl-Kombination (Primer zur Analyse genomischer DNA auflerhalb

der rechten Grenzregion, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19):

Oberer Primer: 5'CGG TAA ATG CAT TGG CCT TTG TT
Unterer Primer: 5'CAC CCA GAT CCC AAT AAA ACC GTA AT
Erwartetes PCR-Produkt 241 bp

P2-Kombination (Primer zur Analyse genomischer DNA auflerhalb

der linken Grenzregion, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21):

Oberer Primer: 5'AAA TGGC TTG TAG ATA AAT AAG GAA ATC A

Unterer primer: 5'ACA TGT TTG AGC ACT CTT CTIT GT
Exrwartetes PCR-Produkt 377 bp '

P3-Kombination (Primer zur Analyse der Transgen-Planzengenom-

DNA-Verbindungsstelle, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8):

Oberer Primer: 5'ATG CAT TGG CCT TTG TTT TTG AT
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Unterer Primer: 5'TGT CGT TTC CCG CCT TCA G
Erwartetes PCR-Produkt 288 bp (SEQ ID NO: 11)

P4-Kombination (Primer zur Analyse der Transgen-Planzengenom-

DNA-Verbindungsstelle, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10):

Oberer Primer: 5'CGC TGC GGA CAT CTA CAT TTT TGA AT
Unterer primer: 5'AGT TAA CTT TCC ACT TAT CGG GGC ACT G
Erwartetes PCR-Produkt 751 bp (SEQ ID NO: 12)

PCR-Experimente mit DNA von Event H7-1 und mit DNA von einer
nicht-transgenen Kontrollpflanze unter Verwendung der Primer-
Kombination P3, die einen Primer aufweist, der innerhalb des
H7-1-Inserts lokalisiert ist, ergab ein Fragment ausschlieR-
lich mit der DNA des Events H7-1. Im Gegensatz dazu ergeben
PCR-Experimente unter Verwendung der zu Sequenzen aufderhalb
des Inserts homologen Primer-Kombinationen P1 Fragmente so-
wohl mit Event H7-1 als auch mit nicht-transgener Kontroll-

DNA. Siehe Fig. 13 zu diesen Ergebnissen.

Die Ergebnisse zeigen, dafd die Sequenz neben der réchten Ver-
bindungsstelle des Inserts in der DNA des transgenen Events
H7-1 und in der DNA von nicht-transgenen Pflanzen vorhanden
ist. Daraus ergibt sich, daf diese DNA aufRerhalb des Event-

H7-1-Inserts nicht-transgene genomische DNA ist.

PCR-Experimente, durchgeflihrt mit Event-H7-1-DNA und DNA aus
einer nicht-transgenen Kontrollpflanze unter Verwendung der
Primer-Kombination P4, die einen innerhalb des CP4-EPSPS-
Inserts lokalisierten Primer aufweist, ergibt ein Fragment
ausschliefflich mit DNA des Events H7-1. Im Gegensatz dazu er-

geben PCR-Experimente unter Verwendung der zu Sequenzen au-
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Rerhalb des Inserts homologen Primer-Kombination P2 Fragmente
gsowohl mit DNA des Events H7-1 als auch mit nicht-transgener

Kontroll-DNA (Fig. 14).

Die Ergebnisse zeigen, daf3 die Sequenz neben der linken Ver-
bindungsstelle des Inserts in der DNA des transgenen Events
H7-1 und in der DNA von nicht-transgenen Pflanzen vorhanden
ist. Daraus ergibt sich, daf® diese DNA auferhalb des Event-

H7-1-Inserts nicht-transgene genomische DNA ist.

Zusammengefafdt kann festgestellt werden, daR die Sequenzen
aufBerhalb des Inserts des Zuckerriben-Events H7-1 identisch
mit Sequenzen sind, die in nicht-transgenen Pflanzen vorhan-
den sind. Es kann geschlossen werden, dafl diese Sequenzen
pflanzliche genomische Sequenzen sind, die in der far die
Transformation verwendeten Elternlinie und in anderen konven-

tionellen Zuckerrtbenlinien vorhanden sind.

6. Stabilitat Uber Generationen

Um die Stabilit&t der integrierten DNA zu demonstrieren, wur-
de das ursprlngliche Transformations-Event.H7-1 mit drei
Nachkommenh(64801H, 74922H und 83002S; siehe Fig. 15) dieser
Linie, die durch Selbstbestdubung mit nicht-transgenen Zuk-
kerrtibenlinien erhalten wurden, verglichen. Die urspringliche
transformierte Linie und die Nachkommen wurden in den Jahren

1995, 1996, 1997 und 1998 hergestellt.

Als Kontrolle wurden vier verschiedene nicht-transgene Zuk-
kerrtibenlinien (380057, 5R7150, 8K1180, 6S0085) analysiert.
Alle DNAs wurden mit XbaI, HindIII bzw. BamHI verdaut und mit

einem markierten CP4-EPSPS-Fragment hybridisiert. Um zu zei-
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gen, daf die T-DNA stabil in das Pflanzengenom integriert
ist, sollten alle Spuren der H7-1-Nachkommen, die mit demsel -
ben Restriktionsenzym verdaut wurden, eine Bande von exakt

derselben GrdfRe zeigen.

Die DNAs von den H7-1-Nachkommen, Spﬁren 3 to 6, zeigen die
erwarteten Fragmente: DNA verdaut mit BamHI fuhrte zu Banden
von ungefdhr 11 kb, Verdaus mit Xbal flhrten zu Fragmenten
von 4,0 kb und HindIII-Restriktion bildete Banden von 5,2 kb.
Alle Banden von derselben Restriktion, aber aus verschiedenen
Jahren, waren in ihrer GréRe identisch. Alle nicht-transgenen

Linien zeigten keinerlei Signal (Fig. 16).

Diese Ergebnisse zeigen, daf die eingefthrte Sequenz stabil

in die genomische DNA integriert ist und stabil vererbt wird.

Sequenzprotokoll - freier Text

~SEQ ID: 5

<223>: Eingefiigte DNA mit flankierenden 3'- und 5'-Sequenzen

SEQ ID: 6
<223>: PCR-Produkt

SEQ ID: 11
<223>: PCR-Produkt

SEQ ID: 12
<223>: PCR-Produkt
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SEQ ID: 13
<223>: PCR-Produkt

SEQ ID: 17
<223>: PCR-Produkt
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<110>
<120>
<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

SEQUENCE LISTING

KWS SAAT AG

38

@Glyphosat-tolerante Zuckerriibe

PCT 0079

EP 03003866.5
2003-02-20

US 10/376763
2003-02-28

21

PatentIn version 3.1
1

30

DNA

Artificial Sequence

Primer

1

ttaatttttg caggcgatgg tggctgttat

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

<220>
<223>

2
30
DNA

Artificial Sequence

Primer

PCT/EP2004/001469

30
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<400>

2

catacgcatt agtgagtggg ctgtcaggac

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

<220>
<223>

<400>

3
20
DNA

Artificial Sequence

Primer

3

atgttatctt taccacagtt

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

<220>
<223>

<400>

4
24
DNA

Artificial Sequence

Primer

4

gtccctaaat gaaatacgta aaac

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

<220>
<223>

<400>

5
3778
DNA

Artificial Sequence

Inserted DNA with 3' and 5' flanking

5

ctcgagegge cgccagtgtg atggatatcet gecagaattceg

cagtttgttg ctctgacaca accggtaaat gcattggcct

tttggagcat ctgattttgc atattcagec ttttecatgg

tcattcttte ttaagtataa acacttagct tgggacaaac

sequences

cccttatgtt
ttgtttttga
taattctttt

ttctgatcct

PCT/EP2004/001469

atctttacca
tggcatcaac
acaagaattt

atttcttaat

30

20

24

60

120

180

240
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ttttgcaggt
gpggttttat
aaggcgggaa
agattgggtt
aaccaagaag
caacaaggtc
agaatcttca
gaaaaagaca
catcgagcag
cacctaccaa
tggggaacaa

cgaacgcagt

gaaggatcat

atgtaattgg
ttetccgatg
caatctcteg
gcatccacga
aattggctct
tcacggtgca
ccgtattcca
cggtgaaacc
tatgcaagct
tggtaacggt
ttgeegtttg
cgcttcectete
gcaggtgaag
aacgccaatce
tgctggtete

cactgaaaag

gatggtggct
tgggatctgg
acgacaatct
caatcaacaa
gaactcccat
agggtacaga
atcaaagtaa
tccaccgaag
ctggcecttgtg
aagcatcttt
aataacgtgg
gacgaccaca
cagatactca
aggaagatca
gcgcaagtta
aaatccagtc
gcttatccga
gagcttegtce
agcagccgte
ggtgacaagt
cgtatcaccg
atgggtgcca
ggactccttg
actatgggtc
actaagegtce
tctgaagacg
acctacaggg
aacaccccag

atgcttcaag

gttatgagca
gtggctctaa
gatccccatce
ggtacgagcc
cctcaaaggt
gtctccaaac
actactgttc
acttaaagtt
gggaccagac
gcctttaﬁtg
aaaagagctg
aaagaattcc
accaatcctt
aaattttcaa
gcagaatctg
aacgcaaatc
tttcgtcegte
ctcttaaggt
cagcaactgc
ctatctccca
gtcecttttgga
gaatccgtaa
ctecctgaggce
ttgttggtgt
caatgggtcg
gtgatcgtct
tacctatggce
gtatcaccac

gttttggtge

- 40 -

ttttgtgttt
ctatttacat
aagcttgagc
atatcacttt
ttgtaaggaa
cattagccaa
cagcacatgc
agtgggcatc
aaaaaaggaa
caaagataaa
tecctgacage
ctctatataa
ctagaagatc
tcccecattcet
caatggtgtg
tcccttatgg
gtggggattg
catgtcttet,
tcgtaagtce
caggtcctte
aggtgaagat
ggaaggtgat
tcectetegat
ttacgatttce
tgtgttgaac
tccagttacc
ttecgctcaa
tgttatecgag

taaccttacc

gatgtttett
gagcctcecge
tcaggattta
attcaaattg
gaattctcag
aagctacagg
atcatggtca
tttgaaagta
tggtgcagaa
gcagattecct
ccactcacta
gaaggcattc
taagcttatc
tcgattgcett
cagaacccat
gtttctetga
aagaagagtg
gtttccacgg
tctggtettt
atgtttggag
gttatcaaca
acttggafca
ttcggtaacg
gatagcactt
ccacttcgeg
ttgecgtggac
gtgaagtccg
ccaatcatga

gttgagactg

PCT/EP2004/001469
tcttecteatt 300
gcgtttgetg 360
gcagcattcc 420
gtatcgccaa 480
tccaaagect 540
agatcaatga 600
gtaagtttca 660
atcttgtcaa 720
ttgttaggeg 780
ctagtacaag 840
atgcgtatga 900
attcccattt 960
gataagcttg 1020
caattgaagt 1080
ctcttatcte 1140
agacgcagca 1200
ggatgacgtt 1260
cgtgcatget 1320
ctggaaccgt 1380
gtctegctag 1440
ctggtaaggc 1500
ttgatggtgt 1560
ctgcaactgg 1620
tcattggtga 1680
aaatgggtgt 1740
caaagactcc 1800
ctgttctget 1860
ctcgtgacca 1920
atgctgacgg 1980
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tgtgegtacc
aggtéatcca
cgtcaccate
ggaaatgggt
tgacttgegt
ttctatgatc
cgttatgaac
aaacggtctc
tggtcgtect
cgatcaccgt
tgttgatgat
tcttggagcet
gcteggtace
gtcaagttca
tatggcattg
ttttattcgg
tgatatggte
tgtgttgaat
aaatcgtggce
ttatgettat
tgaatacaag
ccagaatcct
tagttgagta
gcatcaateg
gtgaagtttc
ttcecgaatta
tegttttate
ttgaaaaaaa

gatccatgta

atccgtcettg
tecctctactg
cttaacgttt
gccgacatcg
gttcgttett
gacgagtatc
ggtttggaag
aagctcaacg
gacggtaagg
atcgctatga
gctactatga
aagatcgaac
ggatcctcta
atgcatcagt
ggaaaactgt
ttttegectat
cttttgttca
ttgaaattat
ctctaatgac
tcactaggca
tatgtcctcet
tgtcagatte
tgaaaatatt
acctgcagcc
tcatctaage
gaataatttg
aaaatgtact
ttggtaatta

gatttececgg

aaggtcgtgg
ctttceceatt
tgatgaaccc
aagtgatcaa
ctactttgaa
caattctege
aactccgtgt
gtgttgattg
gtectcggtaa
gcttectegt
tcgctactag
tctecgacac
gctagagett
ttecattgege
ttttcttgta
cgaactgtga
ttctcaaatt
aagagatatg
cgaagttaat
acaaatatat
tgtgttttag
taatcattgce
ttttaatgca
actcgaagceg
cceccatttgg
tttattgcectt
ttcattttat
ctetttettt

acatgaagcc

_41_

taagctcacc
ggttgctgcce
aacccgtact

cccacgtett

gggtgttact

tgttgcagct
taaggaaagc
cgatgaaggt
cgcttetgga
tatgggtctc
cttccecagag
taaggctgct
tcgttegtat
acacaccaga
ccattggttg
aatggaaatg
aatattattt
caaacatttt
atgaggagta
tttcagacct
acatttatga
tttataatta
ttttatgact
gcegecacte
acgtgaatgt
tecgectataa
aataacgctg
ttectecatat

atttacaatt

ggtcaagtga
ttgettgtte
ggtctcatcet
gctggtggag
gttccagaag
gcattegetg
gaccgtettt
gagacttctc
gcagctgteg
gtttctgaaa
ttcatggatt
tgatgagctce
catcggttte
atcctactga
tgecttgtaat

gatggagaag

gttttttctc

gttttgagta
aaacacttgt
agaaaégctg
actttecttt
tagttatact
tgccaattga
gagtggtggce
agacacgtcg
atacgacgga
cggacatcta
tgaccatcat

gaatatatcc

PCT/EP2004/001469

ttgatgttecc
caggttccga
tgactctgea
aagacgtgge
accgtgcectece
aaggtgctac
ctgctgtege
tegtegtgeg
ctacccacct
accctgttac
tgatggctgg
aagaattcga
gacaacgttce
gtttgagtat
ttactgtgtt
agttaatgaa
ttatttgttg
aaaatgtgtc
agttgtacca
caaatgttac
atgtaatttt
catggatttg
ttgacaacat
cgcatecgate
aaataaagat
tcgtaatttg
catttttgaa
actcattgct

taagtaaaac

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
33%0
3420
3480
3540
3600
3660

3720
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PCT/EP2004/001469

ctcataggtt ttacgtattt catttaggga caagggcgaa ttccagcaca ctggcggce

<210> 6
<211> 3706
<212> DNA
<213>

<220>

<223> PCR

<400> 6
atgttatctt

tttgatggca
cttttacaag
atcctatttce
ttctttette
tcegegegtt
atttagcagc
aattggtatc
ctcagtccaa
acaggagatc
ggtcagtaag
aagtaatctt
cagaattgtt
ttecctctagt
cactaatgeg
cattcattcc
ttatcgataa
tgcttcaatt
cccatctett
tctgaagacg

gagtgggatg

product

taccacagtt
tcaactttgg
aattttqatt
ttaatttttg
tcattacggt
tgctgaaggce
attccagatt

gccaaaacca

‘agcctcaaca

aatgaagaat
tttcagaaaa
gtcaacatcg
aggcgcacct
acaagtgggyg
tatgacgaac
catttgaagg
gcttgatgta
gaagtttctc
atctccaatc
cagcagcatc

acgttaattg

Artificial Sequence

tgttgctctg
agcatctgat
ctttcttaag
caggtgatgg
tttattggga
gggaaacgac
gggttcaatce
agaaggaact
aggtcagggt
cttcaatcaa
agacatccac
agcagctggce
accaaaagca
aacaaaataa
gcagtgacga
atcatcagat
attggaggaa
cgatggcgcea
tctcgaaatce
cacgagctta

gctctgaget

acacaaccgg
tttgcatatt
tataaacact
tggctgttat
tetgggtgge
aatctéatcc
aacaaggtac
cccatcctca
acagagtcte
agtaaactac
cgaagactta
ttgtggggac
tetttgectt
cgtggaaaag
ccacaaaaga
actcaaccaa
gatcaaaatt
agttagcaga
cagtcaacgc
tcecgattteg

tcgtectcett

taaatgqatt
cagcctttte
tagcttggga
gagcattttg
tctaactatt
ccatcaagct
gagccatatc
aaggtttgta
caaaccatta
tgttccagca
aagttagtgg
cagacaaaaa
tattgcaaag
agctgtectg
attccctcecta
tccttectaga
ttcaatcccce
atctgcaatg
aaatctccct
tegtegtggg

aaggtcatgt

ggcctttgtt
catggtaatt
caaacttctg
tgtttgatgt
tacatgagcc
tgagctcagg
actttattca
aggaagaatt
gccaaaagct
catgcatcat
gcatctttga
aggaatggtg
ataaagcaga
acagcccact
tataagaagg
agatctaagc
attcttcgat
gtgtgcagaa
tatcggtttc
gattgaagaa

cttctgttte

3778

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

WO 2004/074492

cacggcgtge
tectttetgga
tggaggtctce
caacactggt
gatcattgat
taacgctgcea
cactttcatt
tcgegaaatg
tggaccaaag
gtcegetgtt
catgactcgt
gactgatgct
agtgattgat
tgttccaggt
catcttgact
tggagaagac
agaagaccgt
cgctgaaggt
tetttetget
ttctectegte
tgtcgcetacce
tgaaaaccct
ggatttgatg
agctcaagaa
gtttcgacaa
actgagtttg
gtaatttact
agaagagtta

ttetcttatt

atgcttcacg
accgtecegta
gctageggtg
aaggctatge
ggtgttggta
actggttgcce
ggtgacgett
ggtgtgcagg
actccaacgc
ctgcttgetg
gaccacactg
gacggtgtge
gttccaggtg
tcegacgtea
ctgcaggaaa
gtggctgact
gctcctteta
gctaccgtta
gtecgcaaacg
gtgcgtggtce
cacctcgatce
gttactgttg
gctggtettg
ttcgagcecteg
cgttcgtcaa
agtattatgg
gtgtttttta
atgaatgata

tgttgtgtgt

gtgcaagcag
ttccaggtga
aaacccgtat
aagctatggg
acggtggact
gtttgactat
ctctcactaa
tgaagtctga
caatcaccta
gtctcaacac
aaaagatgct
gtaccatccg
atccatectc
ccatccttaa
tgggtgccga
tgcgtgtteg
tgatcgacga
tgaacggttt
gtctcaagct
gtcctgacgg
accgtatcge
atgatgctac
gagctaagat
gtaccggatc
gttcaatgca
cattgggaaa
tteggtttte
tggtecectttt

tgaatttgaa

- 43 -

ccgtccagcé
caagtctatc
caccggtett
tgccagaatc
cecttgctect
gggtcttgtt
gcgtcecaatg
agacggtgat
cagggtacct
cceaggtatce
tcaaggtttt
tcttgaaggt
tactgctttc
cgttttgatg
catcgaagtg
ttettetact
gtatccaatt
ggaagaacte
caacggtgtt
taagggtctc
tatgagcettc
tatgatcget
cgaactctcecce
ctctagctag
tcagtttcat
actgtttttc
gctatcgaac
gttcattctc

attataagag

actgctcecgta
tceccacaggt
ttggaaggtg
cgtaaggaag
gaggctecte
ggtgtttacg
ggtcgtgtgt
cgtettecag
atggcttccg
accactgtta
ggtgctaacc
cgtggtaagce
ccattggttg
aacccaaccc
atcaacccac
ttgaagggtg
ctcgetgttg
cgtgttaagg
gattgcgatg
ggtaacgctt
ctegttatgg
actagcttcc
gacactaagg
agctttegtt
tgcgcacaca
ttgtaccatt
tgtgaaatgg
aaattaatat

atatgcaaac

PCT/EP2004/001469
agtcctctgg 1320
cctteatgtt 1380
aagatgttat 1440
gtgatacttg 1500
tcgatttegg 1560
atttcgatag 1620
tgaacccact 1680
ttaccttgeg 1740
ctcaagtgaa 1800
tcgagecaat 1860
ttaccgttga 1920
tcaccggtca 1980
ctgcéttgct 2040
gtactggtct 2100
gtcttgctgg 2160
ttactgttcc 2220
cagctgcecatt 2280
aaagcgaccg 2340
aaggtgagac 2400
ctggagcagc 2460
gtctegttte 2520
cagagttcat 2580
ctgcttéatg 2640
cgtatcateg 2700
ccagaatcct 2760
tgttgtgcett 2820
aaatggatgg 2880
tatttgtttt 2940
attttgtttt 3000
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gagtaaaaat
cttgtagttg
agctgcaaat
cctttatgta
atactcatgg
attgattgac
gtggccgeat
cgtcgaaata
acggatcgta
atctacattt
atcatactca
tatcctaagt
<210> 7

23
DNA

<21i>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 7

gtgtcaaatc
taccattatg
gttactgaat
attttccaga
atttgtagtt
aacatgcatc
cgatcgtgaa
aagatttccg
atttgtcgtt
ttgaattgaa
ttgectgatcec

aaaacctcat

Primer

gtggccetcta
cttattcact
acaagtatgt
atccttgtca
gagtatgaaa
aatcgacctg
gtttetcatc
aattagaata
ttatcaaaat
aaaaattggt
atgtagattt

aggttttacg

Artificial Sequence

atgcattggc ctttgttttt gat

<210> 8
<211> 19
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 8
tgtcgtttcce

Primer

cgccttcag

Artificial Sequence

_44_

atgaccgaag
aggcaacaaa
cctettgtgt
gattctaatc
atatttttta
cagccactcg
taagcccecca
atttgtttat
gtactttcat
aattactctt
qccggacatg

tatttcattt

ttaatatgag
tatattttceca
tttagacatt
attgctttat
atgcatttta
aagcggccgce
tttggacgtg
tgetttegece
tttataataa
tectttttete

aagccattta

agggac

PCT/EP2004/001469
gagtaaaaca 3060
gacctagaaa 3120
tatgaacttt 31890
aattatagtt 3240
tgacttgecca 3300
cactcgagtg 3360
aatgtagaca 3420
tataaatacg 3480
cgctgeggac 3540
catattgacc 3600
caattgaata 3660

3706
23
19
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<210> 9

<211l> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> S

Primer

cgctgcggac atctacattt ttgaat

<210> 10
<211l> 28
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 10

Primer )

Artificial Sequence

agttaacttt ccacttatcg gggcactg

<210> 11
<211> 288
<212> DNA
<213>

<220>

<223> PCR

<400> 11

atgcattggce
cettttecat
cttgggacaa
cattttgtgt

aactatttac

product

ctttgttttt
ggtaattctt
acttctgatc
ttgatgtttc

atgagcctece

Artificial Sequence

gatggcatca
ttacaagaat
ctatttctta
tctcettetea

gcgegtttge

actttggage
tttcattett
atttttgeag

ttacggtttt

tgaaggcggg

PCT/EP2004/001469

atctgatttt gcatattcag

tcttaagtat aaacacttag

gcgatggtgg ctgttatgag

attgggatect gggtggctct

aaacgaca

26

28

60

120

180

240

288
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<210> 12
<211> 751
<212> DNA
<213>

<220>

<223> PCR

<400> 12

cgétgcggac

_ ccatattgac

acaattgaat
aatggtttag
taaaatggtt
ggaatgggaa
gtaaaatgtt
aatgcaaacc
cgtagcgacc
atgaggttga
gaagagtgct
aagccagacce
acccagtgcc
<210> 13

664
DNA

<211>
<212>
<213>

<220>

<223> PCR

<400> 13

product

atctacattt
catcatactc
atatcctaag
gataattact
gtagataaat
acttttécac

ttatgtgtta

acgagtctga

ctgtttttgg
tgatgatgga
caaacatgtt
ccactgagtt

ccgataagtg

product

Artificial Sequence

ttgaattgaa
attgectgatce
taaaacctca
ttagctaaca
aaggaaatca
tactttaacg
gacaatggcc
ggtcacgcectc
agatgccacg
gcttttacaa
caagaggttt
tgaagaatgg

gaaagttaac

Artificial Sequence

aaaaaattgg
catgtégatt
taggttttac
taagataata
ataatgaata
ctattgaacg
tcaagtgaaa
gaagaaatga
ggagatgcta
ggaaatcgac
tcggcetcata
ctcaacggca

t

taattactct
tceceggacat
gtatttcatt
aataaataaa
tgagtgtgag
agtatgagta
gtgaccctat
gggcaaggat
gtgataaccg
aaaggcctag
agcccccaac

tggaaaaatt

PCT/EP2004/001469

ttctttttet
gaagccattt
tagggactaa
taaataaaaa
tgataggacg

tgttataaac

taatggagga

cgacgcattg
aatggattta
aactgaacaa
ttatgatgga

gttcgatgecce

ttaatttttg caggcgatgg tggctgttat gagcattttg tgtttgatgt ttectctctte

tcattacggt tttattggga tctgggtgge tctaactatt tacatgagce tccgegegtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

"720

751

60

- 120
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tgctgaagge
attccagatt
gccaaaacca
agcctcaaca
aatgaagaat
tttcagaaaa
gtcaacatcg
aggcgcacct

acaagtgggg
tatg

<210> 14
<211> 30

<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 14

DNA

gggaaacgac
gggttcaatc
agaaggaact
aggtcagggt
cttcaatcaa

agacatccac

agcagctggc,

accaaaagca

aacaaaataa

Primer

aatctgatcc
aacaaggtac
cccatcctea
acagagtctce
agtaaactac
cgaagactta
ttgtggggac
tctttgeett

cgtggaaaag

Artificial Sequence

gctctgacac aaccggtaaa tgcattggcec

<210> 15
<211> 30
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 15

Primer

Artificial Sequence

gacccatagt ttgattttaa gcacgacatg

<210> 16
<211> 29

<212> DNA

- 47 -

ccatcaagct
gagccatatc

aaggtttgta

caaaccatta

tgttcecagca
aagttagtgg
cagacaaaaa
tattgcaaag

agctgtcctg

tgagctcagg
actttattca
aggaagaatt
gccaaaagct
catgcatcat
gcatctttga
aggaétggtg
ataaagcaga

acagcccact

PCT/EP2004/001469
atttagcagc 180
aattggtatc 240
ctcagtccaa 300
acaggagatc 360
ggtcagtaag 420
aagtaatctt 480
cagaattgtt 540
ttectctagt 600
cactaatgcg 660

664
30
30
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<213>

<220>
<223>

<400> 16

Primer

Artificial Sequence

gcagattetg ctaacttgcg ccatcggag

<210> 17
<211> 1042
<212> DNA
<213>

<220>

<223> PCR

<220>
<221>

<223> PCR

<400> 17

gctectgacac
tctgattttg
cttaagtata
cgatggtggce
ttgggatctyg
aacgacaatc
tcaatcaaca
ggaactccca
cagggtacag
aatcaaagta
atccaccgaa
gctggettgt

aaagcatctt

product

misc_feature

product

aaccggtaaa
catattcagc
aacacttagc
tgttatgagce
ggtggctcta
tgatccccecat
aggtacgagc
tcctcaaagg
agtctccaaa
aéctactgtt
gacttaaagt

ggggaccaga

tgcctttatt

Artificial Sequence

tgcattggce
ctttteceatg
ttgggacaaa
attttgtgtt
actatttaca
caagcttgag
catatcactt
tttgtaagga
ccattagcca
ccagcacatg
tagtgggeat
caaaaaagga

gcaaagataa

tttgtttttg
gtaattcttt
cttectgatcc
tgatgtttct
tgagcectecceg
ctcaggattt
tattcaaatt
agaattctca
aaagctacag
catcatggtc
ctttgaaagt
atggtgcaga

agcagattcc

atggcatcaa
tacaagaatt
tatttcttaa
ctcttecteat
cgcgtttget
agcagcattc
ggtatcgceca
gtccaaagcc
gagatcaatg
agtaagttte
aatcttgtca
attgttaggc

tctagtacaa

PCT/EP2004/001469
29

ctttggagca 60
ttcattcttt 120
tttttgecagg 180
tacggtttta 240
gaaggcggga 300
cagattgggt 360
aaaccaagaa 420
tcaacaaggt 480
aagaatcttc 540
agaaaaagac 600
acatcgagca 660
gcacctacca 720
gtggggaaca 780



10

15

20

25

30

35

40

WO 2004/074492

aaataacgtg gaaaagagct gtcctgacag cccactcact

tgacgaccac aaaagaattc cctctatata agaaggcatt

tcagatactg aaccaatcct tctagaagat ctaagcttat

gaggaagatc aaaattttca atccccatte ttegattget

ggcgcaagtt agcagaatct gc

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

<220>
<223>

<400>

18
23
DNA

Artificial Sequence

Primer

18

cggtaaatgce attggeccttt gtt

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

<220>
<223>

<400>

19
26
DNA

Artificial Sequence

Primer

19

cacccagatc ccaataaaac cgtaat

<210>
<211>
<212>
;213>

<220>
<223>

20
28
DNA

Artificial Sequence

Primer

PCT/EP2004/001469

aatgcgtatg acgaacgcag
cattcccatt tgaaggatca
cgataagctt gatgtaattg

tcaattgaag tttcteccgat

840

900

260

1020

1042

23

26
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<400>

20

aaatggttgt agataaataa ggaaatca

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21
23
DNA

Artificial Sequence

Primer

21

acatgtttga gcactcttct tgt

50

PCT/EP2004/001469

28

23
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PATENTANSPRUCHE

Glyphosat-tolerante Zuckerrtibenpflanze, dadurch gekenn-
zeichnet, dafl

a) die ZuckerrlUbenpflanze aus Samen erhalten wird, der
bei der NCIMB, Aberdeen (Schottland, V.K.) unter der Zu-
gangsnummer NCIMB 41158 oder NCIMB 41159 hinterlegt wur-
de, und/oder

b) ein DNA-Fragment von 630-700 bp, bevorzugt 664 bp, von
der genomischen DNA der Zuckerribenpflanze, Teilen oderl
Samen davon, durch Polymerasekettenreaktion mit einem er-
sten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 1
aufweist, und einem zweiten Primer, der die Nukleotidse-
quenz der SEQ ID NO: 2 aufweist, amplifiziert werden
kann, und/oder

c) ein DNA-Fragment von 3500-3900, bevorzugt 3706 bp, von
der genomischen DNA der Zuckerriibenpflanze, Teilen oder
Samen davon, durch Polymerasekettenreaktion mit einem er-
sten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 3
aufweist, und einem zweiten Primer, der die Nukleotidse-
quenz der SEQ ID NO: 4 aufweist, amplifiziert werden
kann, und/oder

d) ein DNA-Fragment von 270-300 bp, bevorzugt 288 bp, von
der genomischen DNA der Zuckerribenpflanze, Teilen oder
Samen davon, durch Polymerasekettenreaktion mit einem er-
sten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 7
aufweist, und einem zweiten Primer, der die Nukleotidse-
quenz der SEQ ID NO: 8 aufweist, amplifiziert werden
kann, und/oder

e) ein DNA-Fragment von 710-790 bp, bevorzugt 751 bp, von
der genomischen DNA der Zuckerrilibenpflanze, Teilen oder

Samen davon, durch Polymerasekettenreaktion mit einem er-
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sten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 9
aufweist, und einem zweiten Primer, der die SEQ ID NO: 10
aufweist, amplifiziert werden kann, und/oder

f) ein DNA-Fragment von 990-1100 bp, bevorzugt 1042 bp,
von der genomischen DNA der zuckerrtbenpflanze durch Po-
lymerasekettenreaktion mit einem ersten Primer, der die
Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 14 aufweist, und einem
zweiten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO:

16 aufweist, amplifiziert werden kann.

Glyphosat-tolerante ZuckerrlUbenpflanze nach Anspruch I,
dadurch gekennzeichnet, daff das 3706-bp-DNA-Fragment die
Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 6 aufweist oder minde-
stens 95 %, bevorzugt mindestens 99 %, besonders bevor-
zugt mindestens 99,9 % Identitdt mit der Nukleotidsequenz

der SEQ ID NO: 6 aufweist.

Glyphosat-tolerante Zuckerrtbenpflanze nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, daf das 664-bp-DNA-Fragment die
Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 13 aufweist oder minde-
stens 95 %, bevorzugt mindestens 99 %, besonders bevor-
zugt mindestens 99,9 % Identitadt mit der Nukleotidsequenz

der SEQ ID NO: 13 aufweist.

Glyphosat-tolerante ZuckerrlUbenpflanze nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, daf3 das 288-bp-DNA-Fragment die
Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 11 aufweist oder minde-
stens 95 %, bevorzugt mindestens 99 %, besonders bevor-
zugt mindestens 99,9 % Identit&t mit der Nukleotidsequenz

der SEQ ID NO: 11 aufweist.
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.'Glyphosat—tolerante ZuckerrlUbenpflanze nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, daR das 751-bp-DNA-Fragment die
Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 12 aufweist oder minde-
stens 95 %, bevorzugt mindestens 99 %, besonders bevor-
zugt mindestens 99,9 % Identitdt mit der Nukleotidsequenz

der SEQ ID NO: 12 aufweist.

Glyphosat-tolerante Zuckerribenpflanze nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, daf das 1042-bp-DNA-Fragment die
Nukleotidsequenz! der SEQ ID NO: 17 aufweist oder minde-
stens 95 %, bevorzugt mindestens 99 %,.besonders bevor-

zugt mindestens 99,9 % Identitat mit der Nukleotidsequenz

der SEQ ID NO: 17 aufweist.
Samen einer Pflanze nach einem der Ansprlche 1 bis 6.

Zelle, Gewebe oder Teile von‘der Pflanze nach einem der

Anspriche 1 bis 6.

Samen, hinterlegt beim NCIMB unter der Zugangsnummer

NCIMB 41158 oder NCIMB 41159.

Pflanze, oder Teile davon, erhalten aus Samen nach An-

spruch 9.

Verfahren zur Identifizierung einer Glyphosat-toleranten

Zuckerribenpflanze, dadurch gekennzeichnet, dafl das Ver-

fahren den/die Schritt (e) umfaRt des

a) Amplifizierens eines DNA-Fragments von 630-700 bp, be-
vorzugt 664 bp, von der genomischen DNA der Zuckerriben-

pflanze, Teilen oder Samen davon, durch Polymeraseketten-

reaktion mit einem ersten Primer, der die Nukleotidse-
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quenz der SEQ D NO: 1 aufweist, und einem zweiten Pri-
mer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 2 aufweist,
und/oder

b) Amplifizierens eines DNA-Fragments von 3500-3900 bp,
bevorzugt 3706 bp, von der genomischen DNA der Zuckerri-
benpflanée, Teilen oder Samen davon, durch Polymeraseket-
tenreaktion mit einem ersten Primer, der die Nukleotidse—v
quenz der SEQ ID NO: 3 aufweist, und einem zweiten Pri-
mer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 4 aufweist,
und/oder

c¢) Amplifizierens eines DNA-Fragments von 270-300 bp, be-
vorzugt 288 bp, von der genomischen DNA der Zuckerriben-
pflanze, Teilen oder Samen davon, durch Polymeraseketten-
reaktion mit einem ersten Primer, der die Nukleotidse-
guenz der SEQ ID NO: 7 aufweist, und einem zweiten Pri-
mer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 8 aufweist,
und/oder ‘

d) Amplifizierens eines DNA-Fragments von 710-790 bp, be-
vorzugt 751 bp, von der genomischen DNA der Zuckerriiben-
pflanze, Teilen oder Samen davon, durch Polymeraseketten-
reaktion mit einem ersten Primer, der die Nukleotidse-
quenz der SEQ ID NO: 9 aufweist, und einem zweiten Pri-
mer, der die SEQ ID NO: 10 aufweist, und/oder

e) Amplifizierens eines DNA-Fragments von 990-1100 bp,
bevorzugt 1042 bp, von der genomischen DNA der Zuckerri-
benpflanze durch Polymerasekettenreaktion mit einem er-
sten Primer, der die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 14
aufweist, und einem zweiten Primer, der die Nukleotidse-

quenz der SEQ ID NO: 16 aufweist.

Test-Kit zur Identifizierung einer transgenen Glyphosat-

toleranten ZuckerrlUbenpflanze, deren Zellen, Gewebe oder
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Teile, umfassend mindestens ein Primer-Paar mit einem er-
sten und einem zweiten Primer fir die Polymerasekettenre-
aktion, wobei der erste Primer eine Sequenz innerhalb der
in das Genom der Pflanze aufgenommenen fremden DNA er-
kennt, und der zweite Primer eine Sequenz innerhalb der
flankierenden 3'- oder 5'-Bereiche der DNA erkennt, wobeil
die Pflanze eine Pflanze nach einem der Ansprliche 1 bis 6

oder 10 ist.

Test-Kit zur Identifizierung einer transgenen Glyphosat-
toleranten Zuckerrlbenpflanze, deren Zellen, Gewebe oder
Teile, umfassend mindestens ein Primer-Paar mit einem er-
sten und einem zweiten Primer flr die Polymerasekettenre-
aktion, wobei der erste Primer eine Sequenz innerhalb der
in dag Genom der Pflanze aufgenommenen fremden DNA er-
kennt, und der zweite Primer eine Sequenz innerhalb der
flankierenden 3'- oder 5'-Bereiche der DNA erkennt, da-
durch gekennzeichnet, daf

a) der erste Primer die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 1

aufweist und der zweite Primer die Nukleotidsequenz der

SEQ ID NO: 2 aufweist, und/oder

b) der erste Primer die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 7
aufweist und der zweite Primer die Nukleotidsequenz der
SEQ ID NO: 8 aufweist, und/oder

c) der erste Primer die Nukleotidsegquenz der SEQ ID NO: 9
aufweist und derlzweite Primer die Nukleotidsequenz der
SEQ ID NO: 10 aufweist, und/oder

d) der erste Primer die Nukleotidsequenz der SEQ ID NO:
14 aufweist und der zweite Primer die Nukleotidsequenz

der SEQ ID NO: 16 aufweist.
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14 .Test-Kit nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeich-
net, dafl der erste und zweite Primer eine Nukleotidse-
quenz erkennen, die einen Teil der Nukleotidsequenz der

SEQ ID NO: 5 bildet.
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