(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(19 DE 600 38 748 T2 2009.07.02

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97) EP 1 477 557 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 600 38 748.8
(96) Europaisches Aktenzeichen: 04 016 329.7
(96) Europaischer Anmeldetag: 29.03.2000
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 17.11.2004
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 30.04.2008
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 02.07.2009

shymtcte: C12N 9/10 (2006.01)
C12N 15/54(2006.01)
C12N 15/29(2006.01)
C12N 15/82(2006.01)
C12N 15/63(2006.01)
C12N 5/04(2006.01)
AO7H 5/00 (2006.01)

(30) Unionsprioritat:
282995 31.03.1999 us
502852 11.02.2000 us
(73) Patentinhaber:

Syngenta Participations AG, Basel, CH

(74) Vertreter:
HOFFMANN & EITLE, 81925 Miinchen

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT,
LI, LU, MC, NL, PT, SE

(72) Erfinder:
Hohn, Thomas M., Research Triangle Park N.
Carolina 27709, US; Peters, Cheryl, Research
Triangle Park N. Carolina 27709, US; Salmeron,
John Manuel, Research Triangle Park N. Carolina

27709, US; Reed, Janet N., Research Triangle Park
N. Carolina 27709, US; Dawson, John Luther,
Research Triangle Park N. Carolina 27709, US

(54) Bezeichnung: Mykotoxin-resistente transgene Pflanze und Verfahren zur Herstellung und Verwendung dersel-
ben

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 600 38 748 T2 2009.07.02

Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft transgene Wirte, insbesondere transgene Pflanzen, Pflanzengewe-
be, Samen und Zellen, die Trichothecenresistent sind, und Verfahren zur Herstellung und Verwendung dersel-
ben. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Verfahren zur Pravention und/oder Reduzierung von Pilzwachs-
tum auf einer Pflanze, einem Pflanzengewebe, einem Samen oder einer Pflanzenzelle. Die vorliegende Erfin-
dung betrifft ferner die Pravention und/oder Reduzierung von Mykotoxin-Kontamination einer Pflanze, eines
Pflanzengewebes oder eines Samens. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung von Tricho-
thecene als selektive Mittel in Transformationsprotokollen.

[0002] Zahlreiche Pilze sind ernsthafte Schadlinge von wirtschaftlich bedeutenden landwirtschaftlichen An-
bauten. Ferner ist die Kulturpflanzenkontamination durch pilzliche Toxine ein Hauptproblem fur die Landwirt-
schaft in der Welt. Mykotoxine sind toxische pilzliche Metaboliten, die haufig in landwirtschaftlichen Produkten
gefunden werden und durch ihre Fahigkeit gekennzeichnet sind, Gesundheitsprobleme fiir Wirbeltiere zu ver-
ursachen. Trichothecene sind Sesquiterpenepoxid-Mykotoxine, die durch Arten von Fusarium, Trichothecium
und Myrothecium erzeugt werden und als wirksame Inhibitoren der eukaryontischen Proteinsynthese wirken.
Fusarium-Arten, die solche Trichothecene erzeugen, schlieen F. acuminatum, F. crookwellense, F. culmorum,
F. equiseti, F. graminearum (Gibberella zeae), F. lateritium, F. pose, F. sambucinum (G. pulicaris) und F. spo-
rotrichioides ein (Marasas, W. F. O., Nelson, P. E. und Toussoun, T. A. 1984).

[0003] Wie zuvor beschrieben (A. E. Desjardins und T. M. Hohn, Mycotoxins in plant pathogenesis. Mol.
Plant-Microbe Interact. 10 (2): 147-152, 1997), werden sowohl akute als auch chronische Mykotoxikosen in
landwirtschaftlichen Nutztieren und in Menschen mit dem Verzehr von Weizen, Roggen, Gerste, Hafer, Reis
und Mais in Verbindung gebracht, die mit Fusarium-Arten kontaminiert sind, die Trichothecen-Mykotoxine er-
zeugen. Experimente mit chemisch reinen Trichothecenen in niedrigen Dosierungen haben viele der Merkmale
reproduziert, die bei Schimmelkorn-Toxikosen in Tieren beobachtet werden, einschliel3lich Anamie und Im-
munsuppression, Blutung, Erbrechen und Futterverweigerung. Historische und epidemiologische Daten aus
menschlichen Populationen zeigen eine Verbindung zwischen bestimmten Krankheitsepidemien und dem Ver-
zehr von Getreide, das mit Fusarium-Arten infiziert ist, die Trichothecene erzeugen. Insbesondere werden Aus-
briche einer tédlichen, als alimentére toxische Aleukie bekannten Krankheit, die in Russland seitdem 19. Jahr-
hundert auftritt, mit dem Verzehr von Gberwintertem Getreide in Verbindung gebracht, das mit Fusarium-Arten
verunreinigt ist, die das Trichothecen T-2-Toxin erzeugen. In Japan werden Ausbriiche einer dhnlichen Krank-
heit, die als akakabi-byo oder Rotschimmelerkrankung bezeichnet wird, mit Getreide in Verbindung gebracht,
das mit Fusarium-Arten infiziert ist, die das Trichothecen, Desoxynivalenol (nachfolgendend "DON") erzeugen.
Trichothecene wurden in toxischen Getreibeproben detektiert, die fir kiirzliche menschliche Krankheitsausbri-
che in Indien und Japan verantwortlich waren. Es besteht deshalb ein Bedarf an landwirtschaftlichen Verfahren
zur Pravention von Mykotoxin-Kontamination und Anbauten mit reduzierten Mengen einer solchen Kontamina-
tion von.

[0004] Ferner sind Trichothecen-erzeugende Fusarium-Arten destruktive Pathogene und greifen einen wei-
ten Bereich von Pflanzenarten an. Die akute Phytotoxizitat von Trichothecenen und ihr Auftreten in Pflanzen-
geweben legen ebenfalls nahe, dalt diese Mykotoxine eine Rolle in der Pathogenese von Fusarium auf Pflan-
zen spielen. Dies impliziert, da® Mykotoxine eine Rolle in der Krankheit spielen, und deshalb kann die Redu-
zierung ihrer Toxizitat fur die Pflanze auch die Krankheit in der Pflanze verhindern oder reduzieren. Ferner kann
die Reduktion der Erkrankungsstarke den zusatzlichen Nutzen der Reduzierung der Mykotoxin-Kontamination
auf der Pflanze und insbesondere in Getreide haben, wenn die Pflanze eine Getreidepflanze ist.

[0005] Verschiedene Verfahren zur Bekampfung von Krankheiten in Pflanzen wie Maiskolbenfaule, Stengel-
faule oder Weizen-Weil3ahrigkeit wurden mit verschiedenen Erfolgsgraden verwendet. Ein Verfahren zur Be-
kdmpfung von Pflanzenkrankheit besteht im Ausbringen einer antimikrobiellen Chemikalie auf die Kulturpflan-
zen. Dieses Verfahren hat zahlreiche fachlich anerkannte Probleme. Alternativ beinhaltet ein neueres Verfah-
ren die Verwendung von biologischen Kontrollorganismen ("biologische Bekampfung"), die natlirliche Konkur-
renten oder Inhibitoren des Schadlingsorganismus sind. Es ist jedoch schwierig, biologische Bekadmpfung auf
groRen Flachen anzuwenden, und noch schwieriger, diese lebenden Organismen dazu zu bringen, in der be-
handelten Flache fiir einen ausgedehnten Zeitraum zu verbleiben. In neuerer Zeit haben Techniken der rekom-
binanten DNA die Mdglichkeit bereitgestellt, in Pflanzenzellen klonierte Gene zu inserieren, de antimikrobielle
Verbindungen exprimieren. Jedoch hat diese Technologie zu Bedenken Uber eine eventuelle mikrobielle Re-
sistenz gegen wohlbekannte, nattrlich vorkommende Antimikrobiotika gefuihrt. Deshalb besteht ein fortgesetz-
ter Bedarf an der Identifizierung von nattrlich vorkommenden antimikrobiellen Mitteln wie Proteinen, die durch
Pflanzenzellen direkt durch Translation eines einzelnen Gens gebildet werden kénnen.
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[0006] Eine Trichothecen-3-O-acetyltransferase, die die Acetylierung einer Anzahl unterschiedlicher Fusari-
um-Trichothecene, einschlief3lich DON, an der C3-Hydroxyl-Gruppe katalysiert, wurde in Fusarium sporotrichi-
oides identifiziert (S. P. McCormick, N. J. Alexander, S. C. Trapp und T. M. Hohn. Disruption of TRI101, the
gene encoding trichothecene 3-O-acetyltransferase, from Fusarium sporotrichioides. Applied. Environ. Micro-
biol. 65 (12): 5252-5256, 1999). Die Acetylierung von Trichothecenen am C3-OH reduziert ihre Toxizitat in Wir-
beltieren und Pflanzen signifikant und fihrt zum Reaktionsprodukt 3-Acetyldesoxynivalenol (nachfolgend
"3ADON"). Siehe Kimura et al. unten.

[0007] Die Sequenz von strukturellen Genen, die Trichothecen-3-O-acetyltransferase codieren, aus Fusarium
graminearum, Fusarium sporotrichioides sowie Sequenzen anderer Orthologe wurden verdéffentlicht. Siehe z.
B. Kimura et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 62 (5) 1033-1036 (1998) und Kimura et al., FEBS Letters, 435,
163-168 (1998). Ferner wurde spekuliert, da® das Gen aus Fusarium sporotrichioides, das eine Tricho-
thecen-3-O-acetyltransferase codiert, nitzlich in der Entwicklung von Pflanzensorten mit erhéhter Resistenz
gegen Fusarium sein kann. Siehe z. B. Hohn, T. M. et al. Molecular Genetics of Host-Specific Toxins in Plant
Diesease, 17-24 (1998) und Kimura et al. J. Biological Chemistry, 273 (3) 1654-1661 (1998).

[0008] Vor der vorliegenden Erfindung machten es jedoch viele Unsicherheiten bei weitem nicht naheliegend,
ob die Expression von Trichothecen-3-O-acetyltransferasen in einer Pflanze tatsachlich zu Trichothecen-resis-
tenten Pflanzen fihren wirde. Zum Beispiel ist die durch die Fusarium sporotrichoides Trichothecen-3-O-ace-
tyltransferase katalysierte Reaktion reversibel und kdnnte deshalb im Schiitzen von Pflanzenzellen vor Tricho-
thecenen wie DON versagt haben. Es war ebenfalls unsicher, ob es vielleicht Esterasen in Pflanzenzellen ge-
ben konnte, die mit den 3-O-Acetyltransferase-Aktivitdten zur Erzeugung von toxischem DON aus 3ADON
konkurrieren wirden. Es war ebenfalls unsicher, wie der Metabolismus des Reaktionsprodukts 3ADON die
Pflanze beeinflussen kdnnte, z. B. ob die Einflihrung der Trichothecen-3-O-acetyltransferase das Pflanzen-
wachstum und die Entwicklung in Weisen verandern wirde, die einen etwaigen positiven Beitrag der Acetyl-
transferase ins Negative umkehren wirden, z. B. durch Wechselwirkung mit den naturlichen Krankheitsresis-
tentzmechanismen der Pflanze. Es war ebenfalls unsicher, ob 3ADON durch die Pflanze unter Bildung eines
neuen sekundaren Metaboliten mit toxischen Wirkungen metabolisiert werden konnte. Es war ebenfalls unsi-
cher, selbst falls das durch einen eindringenden Pilz erzeugte DON wirksam zu 3ADON umgewandelt wiirde,
ob diese Umwandlung der Pflanze eine gesteigerte Pathogenresistenz verleihen wiirde. Die obigen sind nur
einige der Unsicherheiten auf diesem Gebiet vor dem Zeitpunkt der vorliegenden Erfindung.

[0009] Es ist eine Aufgabe der Erfindung, eine Pflanzenzelle oder -zellen bereitzustellen, die ein heterologes
Polynukleotid umfal3t, das ein Genprodukt codiert, das in der Pflanzenzelle exprimiert wird, worin das Genpro-
dukt Trichothecen-Resistenzaktivitat umfafit.

[0010] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze bereitzustellen, die die vorstehend beschrie-
bene Pflanzenzelle umfallt, worin die Pflanze resisten gegen ein Trichothecen ist.

[0011] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, die resistenz ge-
gen ein Trichothecen ist, wobei das Trichothecen eine C-3-Hydroxyl-Gruppe umfaft.

[0012] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, die resistent ge-
gen einen Pilz ist, der ein Trichothecen erzeugt, vorzugsweise ein Trichothecen, das eine C-3-Hydroxyl-Grup-
pe umfaldt.

[0013] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, die resistent ge-
gen Fusarium, Trichothecium oder Myrothecium ist.

[0014] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, die resistent ge-
gen Fusarium ist, insbesondere, jedoch nicht einschrankend, gegen Fusarium graminearum, Fusarium culmo-
rum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium pose, Fusarium sambucinum, Fusarium equiseti, Fusarium acumi-
natum, Fusarium lateritium und Fusarium pseudograminearum.

[0015] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, worin die Pflan-
ze resistent gegen Fusarium graminearum ist.

[0016] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, die ein hetero-

loges Polynukleotid umfallt, das ein Genprodukt codiert, das in der Pflanzenzelle exprimiert wird, worin das
Genprodukt Trichothecen-Resistenzaktivitat umfalit, worin das heterologe Polynukleotid ein mikrobielles Poly-
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nukleotid ist, vorzugsweise eine Polynukleotid aus Hefe oder Pilz.

[0017] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, worin das Poly-
nukleotid aus Pilz ein Fusarium-Polynukleotid ist, vorzugsweise ein Polynukleotid aus Fusarium graminearum
oder Fusarium sporotrichioides.

[0018] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, worin das hete-
rologe Polynukleotid eine Sequenz umfal}t, die im wesentlichen gleich zur Nukleinsduresequenz der SEQ 1D
NOs: 1, 5 oder 7 ist.

[0019] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, worin das hete-
rologe Polynukleotid die Nukleinsduresequenz des SEQ ID NO: 1, 5 oder 7 oder Homologe davon umfaf3t.

[0020] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanzen der Erfindung bereitzustellen, die ein hetero-
loges Polynukleotid umfalit, das einen fortlaufenden Teil von wenigstens 80 Basenpaaren umfalt, der iden-
tisch in der Sequenz zu einem fortlaufenden Teil von 80 Basenpaaren ist, der in SEQ ID NO: 1, 5 oder 7 dar-
gelegt ist, vorzugsweise ein fortlaufender Teil von wenigstens 50 Basenpaaren, der identisch in der Sequenz
zu einem fortlaufenden Teil von 50 Basenpaaren ist, der in SEQ ID NO: 1, 5 oder 7 dargelegt ist, und besonders
bevorzugt ein fortlaufender Teil von wenigstens 21 Basenpaaren, der identisch in Sequenz zu einem fortlau-
fenden Teil von 21 Basenpaaren ist, der in SEQ ID NO: 1, 5 oder 7 dargelegt ist, und am meisten bevorzugt
ein fortlaufender Teil von 18 Basenpaaren, der identisch in Sequenz zu einem fortlaufenden Teil von 18 Basen-
paaren ist, der in SEQ ID NO: 1, 5 oder 7 dargelegt ist.

[0021] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze bereitzustellen, die gegen ein Trichothecen
resistent ist, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus T-2-Toxin, HT-2-Toxin, Isotrichodermol, 4,15-Diaceto-
xyscirpenol (nachstehend "DAS"), 3-Deacetylcalonectrin, 3,15-Dideacetylcalonectrin, Scirpentriol, Neosolani-
ol; Typ B: 15-Acetyldesoxynivalenol, Nivalenol, 4-Acetylnivalenol (Fusarenon-X), 4,15-Diacetylnivalenol,
4,7,15-Acetylnivalenol und DON besteht.

[0022] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, die gegen DAS
oder DON resistent ist.

[0023] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze bereitzustellen, worin das Genprodukt durch
ein erfindungsgemafes Polynukleotid codiert wird.

[0024] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, worin das Gen-
produkt eine 3-O-Acetyltransferase ist.

[0025] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pflanze der Erfindung bereitzustellen, worin das Gen-
produkt ein Polypeptid ist, das eine Sequenz umfal3t, die im wesentlichen ahnlich zu der SEQ ID NO: 2, 6 oder
8 ist.

[0026] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Saatgut jeder der erfindungsgemafen Pflanzen bereit-
zustellen.

[0027] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, jede der zuvor beschriebenen Pflanzen bereitzustellen, wo-
rin die Pflanze eine Weizen-, Mais-, Gerste- oder Reispflanze ist.

[0028] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zum Erzeugen einer Trichothecen-resistenten
Pflanze bereitzustellen, das die folgenden Schritte umfalit:
(a) Transformieren einer Pflanzenzelle mit einem heterologen Gen, das ein Genprodukt codiert, worin das
Genprodukt die Resistenz gegen ein Trichothecen erhéht; und
(b) exprimieren des Genprodukts auf einem biologisch signifikanten Niveau;
(c) Regenerieren der Pflanzenzelle zu einer Pflanze; und
(d) Selektieren einer Pflanzen mit erhdhter Resistenz gegen ein Trichothecen.

[0029] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein wie vorstehend beschriebenes Verfahren bereitzustel-

len, das ferner den Schritt des Selektierens einer Pflanze umfaldt, auf der ein reduziertes Wachstum eines Pil-
zes vorliegt, wobei der Pilz ein Trichothecen erzeugt.
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[0030] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein wie vorstehend beschriebenes Verfahren bereitzustel-
len, worin der Pilz aus der Gattung Fusarium ist.

[0031] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Trichothecenresistente Pflanze bereitzustellen, die ge-
mal den vorstehend beschriebenen Verfahren erhaltlich ist.

[0032] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Saatgut bereitzustellen, das durch Selbsten oder Aus-
kreuzen einer Pflanze der Erfindung, wie vorstehend beschrieben, erzeugt wird, worin eine aus dem Saatgut
kultivierte Pflanze eine erhdhte Resistenz gegen Trichothecen aufweist.

[0033] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Pravention von Mycotoxin-Kontamination
einer Pflanze, einschliellich eines Pflanzensaatguts, bereitzustellen, das das Kultivieren einer Pflanze der Er-
findung, wie vorstehend beschrieben, umfallt, vorzugsweise in einem Gebiet mit moderatem bis schwerem
Pilzbefall, worin die Pflanze vorzugsweise eine Kulturpflanze ist.

[0034] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Pravention von Pilzwachstum auf einer
Pflanze bereitzustellen, bevorzugt das Wachstum eines Pilzes der Gattung Fusarium, das das Kultivieren einer
Pflanze der Erfindung umfaldt, der ein Trichothecen erzeugt, vorzugsweise ein Trichothecen, das wie vorste-
hend beschrieben eine C-3-Hydroxyl-Gruppe umfaldt, vorzugsweise in einem Gebiet mit moderatem bis
schwerem Pilzbefall, worin die Pflanze vorzugsweise eine Kulturpflanze ist.

[0035] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zum Erzeugen einer Pilz-resistenten Pflanze
bereitzustellen, das folgendes umfaldt:

(a) Transformieren einer Pflanzenzelle mit einem heterologen Gen, das ein Genprodukt codiert, worin das

Genprodukt die Resistenz gegen ein Trichothecen erhoht;

(b) Exprimieren des Genprodukts auf einem biologisch signifikanten Niveau;

(c) Regenerieren der Pflanzenzelle zu einer Pflanze; und

(d) Selektieren einer Pflanze mit erhéhter Resistenz gegen ein Trichothecen; und

(e) optionales Selbsten oder Auskreuzen der in Schritt (d) erhaltenen Pflanze.

[0036] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren bereitzustellen, worin der Pilz aus der Gattung
Fusarium ist.

[0037] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zum Erzeugen eines Saatguts bereitzustel-
len, worin die Pflanze, die aus dem Saatgut kultiviert wird, Pilz-resistent ist, wobei das Verfahren das Selbsten
oder Auskreuzen der Pflanze der Erfindung umfaf3t.

[0038] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, das vorstehende Verfahren bereitzustellen, worin das Saat-
gut resistent gegen einen Pilz aus der Gattung Fusarium ist.

[0039] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Selektion von transformierten Wirtszellen
bereitzustellen, wobei das Verfahren folgendes umfalfit:

Transformieren einer Wirtszelle mit einem Nukleinsdurekonstrukt, das eine Trichothecen-3-O-acetyltransfera-
se codiert, und

Kultivieren der transformierten Wirtszelle in Gegenwart eines Trichothecen-selektiven Mittels.

[0040] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zum Selektieren von transformierten Wirts-
zellen bereitzustellen, worin die Wirtszellen Pflanzenzellen oder mikrobielle Zellen sind, insbesondere worin
die mikrobiellen Zellen Pilzzellen sind.

[0041] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zum Selektieren von transformierten Wirts-
zellen, wie vorstehend beschrieben, bereitzustellen, worin die Wirtszelle ferner mit einem zweiten Polynukleo-
tid von Interesse transformiert ist.

[0042] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zum Selektieren von transformierten Wirts-
zellen bereitzustellen, worin das Trichothecen aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus T-2-Toxin, HT-2-Toxin,
Isotrichodermol, DAS, 3-Desacetylcalonectrin, 3,15-Didesacetylcalonectrin, Scirpentriol, Neosolaniol; Typ B:
15-Acetyldesoxynivalenol, Nivalenol, 4-Acetylnivalenol (Fusarenon-X), 4,15-Diacetylnivalenol, 4,7,15-Acetyl-
nivalenol und DON besteht.
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[0043] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Trichothecenresistente Pflanze bereitzustellen, die
durch das Verfahren der Erfindung erhalten wird.

[0044] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Pilz-resistente Pflanze bereitzustellen, die durch das
Verfahren der Erfindung erhalten wird.

[0045] Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Pflanzensaatgut bereitzustellen, das durch das Verfah-
ren der Erfindung erhalten wird.

[0046] Zur Klarheit werden bestimmte, in der Beschreibung verwendete Begriffe wie folgt definiert und darge-
stellt:

"Expression" bezeichnet die Transkription und/oder Translation eines endogenen Gens oder eines Transgens
in Pflanzen. Im Falle von antisense-Konstrukten kann Expression z. B. allein die Transkription der Antisen-
se-DNA bezeichnen.

[0047] "Funktionsfahig verbunden/assoziiert" bei Bezugnahme auf eine regulatorische DNA-Sequenz, die
"funktionsfahig verbunden ist mit" oder "assoziiert ist mit" einer DNA-Sequenz, die fur eine RNA oder ein Pro-
tein codiert, bezeichnet die zwei Sequenzen, die so lokalisiert sind, dal} die regulatorische DNA-Sequenz die
Expression der codierenden DNA-Sequenz beeinflusst.

[0048] Der Begriff "heterologes Polynukleotid" oder "heterologe DNA", wie hier verwendet, bezeichnet jeweils
ein Nukleinsduremolekil, das nicht natlrlich mit einer Wirtszelle assoziiert ist, in die es eingefihrt wird, ein-
schliellich genetischer Konstrukte, nicht-natirlich vorkommender multipler Kopien eines nattrlich vorkom-
menden Nukleinsduremolekils; und eines ansonsten homologen Nukleinsduremolekuls, das funktionsfahig
mit einem nicht-nativen Nukleinsauremolekil verbunden ist. Somit schlie3t ein heterologes Gen in einer Wirts-
zelle ein Gen ein, das endogen fir die besondere Wirtszelle ist, aber durch z. B. Verwendung von DNA-Shuf-
fling modifiziert wurde. Somit umfassen die Begriffe ein DNA-Segment, das fremd oder heterolog fur die Zelle
ist oder homolog fiir die Zelle ist, aber in einer Position innerhalb der Wirtszell-Nukleinsaure ist, in der das Ele-
ment nicht gewdhnlich gefunden wird.

[0049] Die Begriffe "Nukleinsaure" oder "Polynukleotid" bezeichnen Desoxyribonukleotide oder Ribonukleo-
tide und Polymere davon in entweder einzel- oder doppelstrangiger Form. Wenn nicht spezifisch darauf be-
schrankt, umfalt der Begriff Nukleinsauren, die bekannte Analoga von natirlichen Nukleotiden enthalten, die
ahnliche Bindungseigenschaften wie die Referenz-Nukleinsdure haben und in einer Weise metabolisiert wer-
den, die ahnlich den nattrlich vorkommenden Nukleotiden ist. Wenn nicht anders angegeben, umfalt eine be-
sondere Nukleinsduresequenz auch implizit konservativ modifizierte Varianten davon (z. B. degenerierte Co-
don-Substitutionen) und komplementare Sequenzen sowie die explizit angegebene Sequenz. Spezifisch kon-
nen degenerierte Codon-Substitutionen durch Erzeugung von Sequenzen erreicht werden, in den die dritte Po-
sition eines oder mehrerer ausgewahlter (oder aller) Codonen mit gemischten Basen- und/oder Desoxyino-
sin-Resten substituiert ist (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19: 5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:
2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8: 91-98 (1994)). Die Begriffe "Nukleinsdure" oder "Nu-
kleinsduresequenz" oder "Polynukleotid" kbnnen auch austauschbar mit Gen, cDNA und mRNA, die durch ein
Gen codiert wird, verwendet werden.

[0050] In seinem breitesten Sinn bedeutet der Begriff "im wesentlichen ahnlich", wenn hier in Bezug auf ein
Nukleinsauremolekil verwendet, ein Nukleinsduremolekul, das einer Referenz-Nukleotidsequenz entspricht,
worin das entsprechende Nukleinsduremolekul ein Polypeptid mit im wesentlichen der gleichen Struktur und
Funktion wie das durch die Referenz-Nukleotidsequenz codierte Polypeptid codiert, z. B. wenn nur Verande-
rungen in Aminosauren, die nicht die Polypeptidfunktion beeinflussen, auftreten. Winschenswert codiert das
im wesentlichen ahnliche Nukleinsauremolekiil das durch die Referenz-Nukleotidsequenz codierte Polypeptid.
Der Begriff "im wesentlichen ahnlich" soll spezifisch Nukleinsduremolekile einschlief3en, in denen die Sequenz
modifiziert wurde, um die Expression in besonderen Zellen, z. B. in Pflanzenzellen, zu optimieren. Der Proz-
entwert der Identitat zwischen dem im wesentlichen dhnlichen Nukleinsauremolekil und der Referenz-Nukle-
otidsequenz ist wiinschenswert wenigstens 45%, besonders winschenswert wenigstens 65%, besonders
wlinschenswert wenigstens 75%, vorzugsweise wenigstens 85%, besonders bevorzugt wenigstens 90%, noch
mehr bevorzugt wenigstens 95%, noch mehr bevorzugt wenigstens 99%. Bevorzugt existiert der Prozentwert
der Identitat Gber eine Region der Sequenzen, die wenigstens ca. 50 Reste lang ist, besonders bevorzugt tiber
eine Region von wenigstens ca. 100 Resten, und am meisten bevorzugt sind die Sequenzen im wesentlichen
ahnlich Uber wenigstens ca. 150 Reste. In einer am meisten bevorzugten Ausfihrungsform sind die Sequen-
zen im wesentlichen ahnlich Gber die gesamte Lange der codierenden Regionen. Sequenzvergleiche kénnen
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unter Verwendung eines Smith-Waterman-Sequenzangleichungsalgorithmus und wie nachfolgend in grofle-
rem Detail beschrieben durchgefiihrt werden (siehe z. B. M. S. Waterman, Introduction to Computational Bio-
logy: Maps, sequences und genomes. Chapman & Hall. London: 1995. ISBN 0-412-99391-0, oder in
http://www-hto.usc.edu/software/segaln/index.html). Das lokale S-Programm, Version 1.16, wird mit den fol-
genden Parametern verwendet: Ubereinstimmung: 1, Fehliibereinstimmungsstrafe: 0,33, offene Liickenstrafe:
2, ausgedehnte Lickenstrafe: 2.

[0051] Ein anderer Hinweis, daf’ eine Nukleinsduresequenz eine im wesentlichen ahnliche Nukleinsaure der
Erfindung ist, besteht darin, daf} sie mit einem Nukleinsauremolekiil der Erfindung unter stringenten Bedingun-
gen hybridisiert. Der Begriff "spezifisch hybridisierend mit" bezeichnet die Bindung, Duplexierung oder Hybri-
disierung eines Molekuls nur mit einer besonderen Nukleotidsequenz unter stringenten Bedingungen, wenn
diese Sequenz in einer komplexen Mischung aus (z. B. vollzellularer) DNA oder RNA vorhanden ist. "Bindet
im wesentlichen" bezeichnet die komplementare Hybridisierung zwischen einer Sonden-Nukleinsaure und ei-
ner Ziel-Nukleinsdure und umfaldt geringfligige Fehliibereinstimmungen, die durch Reduzierung der Stringenz
der Hybridisierungsmedien bericksichtigt werden kénnen, um die gewlinschte Detektion der Ziel-Nukleinsau-
resequenz zu erreichen.

[0052] "Stringente Hybridisierungsbedingungen" und "stringente Hybridisierungs-Spulbedingungen" im Zu-
sammenhang von Nukleinsdure-Hybridisierungsexperimenten wie Southern- und Northern-Hybridisierungen
sind sequenzabhangig und sind unter unterschiedlichen Umweltparametern verschieden. Langere Sequenzen
hybridisieren spezifisch bei héheren Temperaturen. Ein umfassender Leitfaden fiur die Hybridisierung von Nu-
kleinsduren wird gefunden in Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology —
Hybridization with Nucleic Acid Probes, Teil I, Kapitel 2 "Overview of principles of hybridization and the strategy
of nucleic acid probe assays" Elsevier, New York. Allgemein werden hochstringente Hybridisierungs- und Spiil-
bedingungen ausgewahlt, um ca. 5°C niedriger als der thermische Schmelzpunkt (T,,) fur die spezifische Se-
quenz bei einer definierten lonenstarke und einem definierten pH zu sein. Typischerweise wird eine Sonde un-
ter "stringenten Bedingungen" mit ihrer Ziel-Untersequenz hybridisieren, aber nicht mit anderen Sequenzen.

[0053] T, ist die Temperatur (unter definierter lonenstérke und definiertem pH), bei der 50% der Zielsequenz
mit einer perfekt Ubereinstimmenden Sonde hybridisieren. Sehr stringente Bedingungen werden ausgewahlt,
um gleich dem T, fUr eine besonders Sonde zu sein. Ein Beispiel fir stringente Hybridisierungsbedingungen
zur Hybridisierung von komplementaren Nukleinsauren, die mehr als 100 komplementare Reste haben, auf ei-
nem Filter in einem Southern- oder Northern-Blot sind 50% Formamid mit 1 mg Heparin bei 42°C, wobei die
Hybridisierung Gber Nacht durchgefuhrt wird. Ein Beispiel fur hochstringente Spulbedingungen sind 0,15 M
NaCl bei 72°C fir ca. 15 Minuten. Ein Beispiel fiir stringente Spulbedingungen sind eine 0,2 x SSC-Spuilung
bei 65°C fir 15 Minuten (siehe Sambrook, unten, fir eine Beschreibung von SSC-Puffer). Haufig geht einer
Spulung mit hoher Stringenz eine Spulung mit geringer Stringenz voraus, um Hintergrund-Sondensignal zu
entfernen. Eine exemplarische mittlere Stringenzspilung fur einen Duplex von z. B. mehr als 100 Nukleotiden
ist 1 x SSC bei 45°C fur 15 Minuten. Eine exemplarische geringe Stringenzspulung fur einen Duplex von z. B.
mehr als 100 Nukleotiden ist 4—6 x SSC bei 40°C fir 15 Minuten. Fir kurze Sonden (z. B. ca. 10 bis 50 Nuk-
leotide) beinhalten stringente Bedingungen typischerweise Salzkonzentrationen von weniger als ca. 1,0 M
Na-lonen, typischerweise ca. 0,01 bis 1,0 M Na-lonenkonzentration (oder andere Salze) bei pH 7,0 bis 8,3,
und die Temperatur ist typischerweise wenigstens ca. 30°C. Stringente Bedingungen kdnnen auch mit der Zu-
gabe von destabilisierenden Mitteln wie Formamid erreicht werden. Allgemein zeigt ein Signal-Rausch-Verhalt-
nis vom 2-fachen (oder hdher) desjenigen, das fir eine nicht verwandte Sonde im besonderen Hybridiserungs-
test beobachtet wird, die Detektion einer spezifischen Hybridisierung an. Nukleinsduren, die nicht miteinander
unter stringenten Bedingungen hybridisieren, sind noch im wesentlichen ahnlich, falls die Proteine, die sie co-
dieren, im wesentlichen ahnlich sind. Dies tritt z. B. auf, wenn eine Kopie einer Nukleinsaure unter Verwendung
der maximalen Codon-Degeneriertheit geschaffen wird, die durch den genetischen Code erlaubt wird.

[0054] Nachfolgend sind Beispiele fir Satze von Hybridisierungs-/Spulbedingungen aufgeflihrt, die zur Iden-
tifizierung von homologen Nukleotidsequenzen verwendet werden kénnen, die im wesentlichen ahnlich mit Re-
ferenz-Nukleotidsequenzen der vorliegenden Erfindung sind: eine Testsequenz, die mit der Referenz-Nukleo-
tidsequenz in 7% Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,5 M NaPO,, 1 mM EDTA bei 50°C unter Spulen in 2 x SSC,
0,1% SDS bei 50°C, besonders wiinschenswert in 7% Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,5 M NaPO,, 1 mM EDTA
bei 50°C unter Spilenin 1 x SSC, 0,1% SDS bei 50°C, noch mehr wiinschenswert in 7% Natriumdodecylsulfat
(SDS), 0,5 M NaPO,, 1 mM EDTA bei 50°C unter Spiilen in 0,5 x SSC, 0,1% SDS bei 50°C, vorzugsweise in
7% Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,5 M NaPO,, 1 mM EDTA bei 50°C unter Spilen in 0,1 x SSC, 0,1% SDS
bei 50°C, besonders bevorzugt in 7% Natriumdodecylphosphat (SDS), 0,5 M NaPO,, 1 mM EDTA bei 50°C
unter Spulen in 0,1 x SSC, 0,1% SDS bei 65°C hybridisiert. Das Polynukleotid der Erfindung, das unter den
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obigen Bedingungen hybridisiert, umfal3t vorzugsweise wenigstens 80 Basenpaare, besonders bevorzugt we-
nigstens 50 Basenpaare und insbesondere wenigstens 21 und ganz besonders 18 Basenpaare. Bevorzugte
Homologe zur Verwendung in der Erfindung schlieBen Nukleinsauremolekiile ein, die eine Aminosaurese-
quenz codieren, die zu wenigstens 45% identisch mit SEQ ID NO: 2, 6 oder 8 gemal Messung unter Verwen-
dung der nachfolgend beschriebenen Parameter ist, worin die durch das Homolog codierte Aminosaurese-
quenz Trichothecenresistenzaktivitat besitzt, z. B. 3-O-Acetyltransferase-Aktivitat.

[0055] Der Begriff "im wesentlichen ahnlich", wenn er hier in Bezug auf ein Protein verwendet wird, bedeutet
ein Protein, das einem Referenzprotein entspricht, worin das Protein im wesentlichen die gleiche Struktur und
Funktion wie das Referenzprotein hat, z. B. wenn nur Veranderungen in der Aminosauresequenz erfolgen, die
nicht die Polypeptidfunktion beeinflussen. Bei Verwendung fir ein Protein oder eine Aminosauresequenz ist
der Prozentwert der Identitat zwischen dem im wesentlichen ahnlichen und dem Referenzprotein oder der Re-
ferenz-Aminosauresequenz wiinschenswert wenigstens 45% Identitat, besonders wiinschenswert wenigstens
65%, noch wiinschenswerter wenigstens 75%, bevorzugt wenigstens 85%, besonders bevorzugt wenigstens
90%, noch mehr bevorzugt wenigstens 95%, noch mehr bevorzugt wenigstens 99%, unter Verwendung von
standardmaRigen BLAST-Analyseparametern und wie in groRerem Detail nachfolgend beschrieben.

[0056] Bevorzugte Homologe des Polypeptids zur Verwendung in der Erfindung umfassen diejenigen mit
Aminosauresequenzen, die wenigstens zu 45% identisch mit SEQ ID NO: 2, 6 oder 8 sind, worin die durch das
Homolog codierte Aminosauresequenz Trichothecenresistenzaktivitat besitzt, z. B. 3-O-Acetyltransferase-Ak-
tivitat.

[0057] Eine optimale Angleichung der Nukleinsaure- oder Proteinsequenzen zum Vergleich kann wie oben
beschrieben und z. B. durch den lokalen Homologiealgorithmus von Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:
482 (1981), durch den Homologie-Angleichungsalgorithmus von Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443
(1970), durch das Verfahren der Suche nach Ahnlichkeit von Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85: 2444 (1988), durch computerisierte Implementationen dieser Algorithmen (GAP, BESTFIT, FASIA und
TFASTA im Wisconsin Genetics Softwarepaket, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI)
oder durch visuelle Inspektion (siehe allgemein Ausubel et al., unten) durchgefihrt werden.

[0058] Ein Beispiel fir einen Algorithmus, der geeignet zur Bestimmung der prozentualen Sequenzidentitat
und Sequenzahnlichkeit ist, ist der BLAST-Algorithmus, der beschrieben wird in Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:
403-410 (1990). Software zur Durchfiihrung von BLAST-Analysen ist 6ffentlich erhaltlich durch das National
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Dieser Algorithmus beinhaltet zuerst die
Identifizierung von Sequenzpaaren mit hoher Bewertung ("high scoring sequence pairs", HSPs) durch Identi-
fizieren von kurzen Worten der Lange W in der Suchsequenz, die entweder eine Grenzwertbewertung T mit
positivem Wert erfiillen oder ihr gentigen, bei Angleichung mit einem Wort der gleichen Lange in einer Daten-
banksequenz. T wird als Nachbarschaftswort-Bewertungsgrenzwert bezeichnet (Altschul et al., 1990). Diese
anfanglichen Nachbarschafts-Worttreffer wirken als Keime zum Einleiten von Recherchen, um langere HSPs
zu finden, die sie enthalten. Die Worttreffer werden dann in beiden Richtungen entlang jeder Sequenz so weit
erweitert, wie die kumulative Angleichungsbewertung erhéht werden kann. Kumulative Bewertungen werden
fur Nukleotidsequenzen unter Verwendung der Parameter M (Belohnungsbewertung fiir ein Paar von Gberein-
stimmenden Resten; immer > 0) und N (Bestrafungsbewertung fir fehlibereinstimmende Reste; immer < 0)
berechnet. Fir Aminosauresequenzen wird eine Bewertungsmatrix durch Berechnung der kumulativen Bewer-
tung verwendet. Die Ausdehnung der Worttreffer in jede Richtung wird angehalten, wenn die kumulative An-
gleichungsbewertung um die Grofe X von ihrem maximal erreichten Wert abfallt, die kumulative Bewertung
auf null oder darunter aufgrund der Ansammlung einer oder mehrerer Resteangleichungen mit negativer Be-
wertung fallt oder das Ende einer Sequenz erreicht ist. Die BLAST-Algorithmusparameter W, T und X bestim-
men die Empfindlichkeit und Geschwindigkeit der Angleichung. Das BLASTN-Programm (flir Nukleotidsequen-
zen) verwendet als Standardeinstellungen eine Wortldnge (W) von 11, eine Erwartung (E) von 10, einen Grenz-
wert von 100, M = 5, N = -4 und einen Vergleich beider Strange. Fir Aminosauresequenzen verwendet das
BLASTP-Programm als Standardeinstellungen eine Wortlange (W) von 3, eine Erwartung (E) von 10 und die
BLOSUMG62-Bewertungsmatrix (siehe Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915 (1989)).

[0059] Zusatzlich zur Berechnung der prozentualen Sequenzidentitat fiihrt der BLAST-Algorithmus auch eine
statistische Analyse der Ahnlichkeit zwischen zwei Sequenzen durch (siehe z. B. Karlin & Altschul, Proc. Nat'l.
Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 (1993)). Ein MaR fiir die Ahnlichkeit, das durch den BLAST-Algorithmus bereit-
gestellt wird, ist die kleinste Summenwahrscheinlichkeit (P(N)), die eine Angabe flr die Wahrscheinlichkeit lie-
fert, mit der eine Ubereinstimmung zwischen zwei Nukleotid- oder Aminosduresequenzen zuféllig auftreten
wirde. Zum Beispiel wird eine Test-Nukleinsduresequenz als mit einer Referenzsequenz ahnlich betrachtet,
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falls die kleinste Summenwahrscheinlichkeit in einem Vergleich der Test-Nukleinsduresequenz mit der Refe-
renz-Nukleinsaure weniger als ca. 0,1 ist, besonders bevorzugt weniger als ca. 0,01 und am meisten bevorzugt
weniger als ca. 0,001.

[0060] Ein weiterer Hinweis, da® zwei Nukleinsduresequenzen oder Proteine im wesentlichen ahnlich sind,
ist derjenige, daf’ das durch die erste Nukleinsaure codierte Protein immunologisch kreuzreaktiv mit dem durch
die zweite Nukleinsaure codierten Protein ist oder spezifisch daran bindet. So ist ein Protein typischerweise im
wesentlichen ahnlich mit einem zweiten Protein, wenn beispielsweise die zwei Proteine sich nur durch konser-
vative Substitutionen unterscheiden.

[0061] Der Begriff "bindet spezifisch (oder selektiv) an einen Antikdrper" oder "spezifisch (oder selektiv) im-
munreaktiv mit" bei Bezugnahme auf ein Protein oder Peptid bezeichnet eine Bindungsreaktion, die bestim-
mend fir die Gegenwart des Proteins in Gegenwart einer heterogenen Population von Proteinen und anderen
biologischen Stoffen ist. So binden unter angegebenen Immuntestbedingungen die angegebenen Antikdrper
an ein besonderes Protein und binden nicht in einer signifikanten Menge an andere in der Probe vorhandene
Proteine. Die spezifische Bindung an einen Antikdrper unter solchen Bedingungen kann einen Antikoérper er-
fordern, der auf seine Spezifitat fir ein besonderes Protein ausgewahlt wird. Zum Beispiel kdnnen Antikdrper,
die gegen das Protein mit der Aminosauresequenz erzeugt werden, die durch eine der Nukleinsduresequen-
zen der Erfindung codiert wird, ausgewahlt werden, um Antikérper zu erhalten, die spezifisch immunreaktiv mit
dem Protein und nicht mit anderen Proteinen sind, ausgenommen polymorphen Varianten. Eine Vielzahl von
Immuntestformaten kann zur Auswahl von Antikérpern verwendet werden, die spezifisch immunreaktiv mit ei-
nem besonderen Protein sind. Zum Beispiel werden Festphasen-ELISA-Immuntests, Western-Bluts oder Im-
munohistochemie routinemaRig zur Auswahl monoklonaler Antikdrper verwendet, die spezifisch immunreaktiv
mit einem Protein sind. Siehe Harlow und Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Barbor
Publications, New York ("Harlow and Lane") fir eine Beschreibung von Immuntestformaten und die Bedingun-
gen, die zur Bestimmung von spezifischer Immunreaktivitat verwendet werden kdnnen. Typischerweise wird
eine spezifische oder selektive Reaktion wenigstens zweimal das Hintergrundsignal oder Rauschen und be-
sonders typisch mehr als 10- bis 100-mal der Hintergrund sein.

[0062] "Konservativ modifizierte Variationen" einer besonderen Nukleinsduresequenz bezeichnet diejenigen
Nukleinsduresequenzen, die identische oder im wesentlichen identische Aminosduresequenzen codieren,
oder wenn die Nukleinsauresequenz keine Aminosauresequenz codiert, im wesentlichen identische Sequen-
zen. Wegen der Entartung des genetischen Codes codiert eine grof3e Anzahl funktionell identischer Nuklein-
sauren jedes gegebene Polypeptid. Zum Beispiel codieren die Codonen CGT, CGC, CGA, CGG, AGA und
AGG alle die Aminosaure Arginin. So kann das Codon in jeder Position, in der ein Arginin durch ein Codon
angegeben wird, zu jedem der entsprechenden beschriebenen Codonen verandert werden, ohne das codierte
Protein zu verandern. Solche Nukleinsdure-Variationen sind "stumme Variationen", die eine Art von "konser-
vativ modifizierten Variationen" sind. Jede hier beschriebene Nukleinsduresequenz, die ein Protein codiert, be-
schreibt auch jede mdégliche stumme Variation, ausgenommen wenn ansonsten angegeben. Ein Fachmann
wird erkennen, daf} jedes Codon in einer Nukleinsdure (ausgenommen ATG, das gewdhnlich das einzige Co-
don fur Methionin ist) zur Lieferung eines funktionell identischen Molekuls durch Standardtechniken modifiziert
werden kann. Entsprechend ist jede "stumme Variation" eine Nukleinsaure, die ein Protein codiert, implizit ahn-
lich jeder beschriebenen Sequenz.

[0063] Aufierdem wird ein Fachmann erkennen, daf} individuelle Substitutionen, Deletionen oder Additionen,
die eine einzelne Aminosaure oder einen kleinen Prozentanteil von Aminosauren (typischerweise weniger als
5%, besonders typisch weniger als 1%) in einer codierten Sequenz verandern, addieren oder deletieren, "kon-
servativ modifizierte Variationen" sind, wenn die Veranderungen zur Substitution einer Aminosaure durch eine
chemisch ahnliche Aminosaure fihren. Konservative Substitutionstabellen, die funktionell ahnliche Aminosau-
ren liefern, sind allgemein fachbekannt. Die folgenden finf Gruppen enthalten jeweils Aminosauren, die kon-
servative Substitutionen fir einander sind: aliphatisch: Glycin (G), Alanin (A), Valin (V), Leucin (L), Isoleucin (1);
aromatisch: Phenylalamin (F), Tyrosin (Y), Tryptophan (W); schwefelhaltig: Methionin (M), Cystein (C); ba-
sisch: Arginin (R), Lysin (K), Histidin (H); sauer: Asparaginsaure (D), Glutaminsaure (E), Asparagin (N), Glut-
amin (Q). Siehe auch Creighton (1984) Proteins, W. H. Freeman and Company. Zusatzlich sind individuelle
Substitutionen, Deletionen oder Additionen, die eine einzelne Aminosaure oder einen geringen Prozentanteil
von Aminosauren in einer codierten Sequenz verandern, addieren oder deletieren, auch "konservativ modifi-
zierte Variationen".

[0064] Eine "Untersequenz" bezeichnet eine Sequenz von Nukleinsduren oder Aminosauren, die einen Teil
einer langeren Sequenz von Nukleinsduren bzw. Aminosauren (z. B. Protein) umfafdt.
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[0065] Nukleinsauren sind "verlangert", wenn zusatzliche Nukleotide (oder andere analoge Molekiile) in der
Nukleinsaure aufgenommen sind. Am haufigsten wird dies mit einer Polymerase (z. B. einer DNA-Polymerase)
durchgefiihrt, z. B. mit einer Polymerase, die Sequenzen am 3'-Terminus der Nukleinsaure addiert.

[0066] Zwei Nukleinsduren sind "rekombiniert", wenn Sequenzen aus jeder der zwei Nukleinsduren in einer
Nachkommenschafts-Nukleinsdure kombiniert sind. Zwei Sequenzen sind "direkt" rekombiniert, wenn beide
Nukleinsauren Substrate zur Rekombination sind. Zwei Sequenzen sind "indirekt rekombiniert", wenn die Se-
quenzen unter Verwendung einer Zwischenstufe, wie z. B. mit einem Cross-Over-Oligonukleotid, rekombiniert
werden. Zur indirekten Rekombination ist nicht mehr als eine der Sequenzen ein tatsachliches Substrat zur Re-
kombination, und in manchen Fallen ist keine Sequenz ein Substrat zur Rekombination.

[0067] Eine "spezifische Bindungsaffinitat" zwischen zwei Molekiilen, z. B. einem Ligand und einem Rezeptor,
bedeutet eine bevorzugte Bindung eines Molekiils fir ein anderes in einer Mischung von Molekilen. Die Bin-
dung der Molekiile kann als spezifisch betrachtet werden, falls die Bindungsaffinitat ca. 1 x 10* M~ bis ca. 1 x
10® M~" oder gréRer ist.

[0068] Substrat: Ein Substrat ist das Molekil, das ein Enzym natdrlich erkennt und zu einem Produkt im bio-
chemischen Reaktionsweg umwandelt, in dem das Enzym naturlich seine Funktion durchfihrt, oder ist eine
modifizierte Version des Molekils, die auch durch das Enzym erkannt wird und durch das Enzym zu einem
Produkt in einer. enzymatischen Reaktion umgewandelt wird, die &hnlich der nattirlich vorkommenden Reakti-
on ist.

[0069] Transformation: Ein Prozess zur Einfiihrung heterologer DNA in eine Zelle, ein Gewebe oder ein In-
sekt. Transformierte Zellen, Gewebe oder Insekten werden so verstanden, dal sie nicht nur das Endprodukt
eines Transformationsprozesses umfassen, sondern auch transgene Nachkommenschaft davon.

[0070] "Transformiert", "transgen" und "rekombinant" bezeichnen einen Wirtsorganismus wie ein Bakterium
oder eine Pflanze, in das/die ein heterologes Nukleinsauremolekul eingefihrt wurde. Das Nukleinsduremolekiil
kann stabil in das Genom des Wirtes integriert sein, oder das Nukleinsduremolekil kann auch als extrachro-
mosomales Molekil vorhanden sein. Ein solches extrachromosomales Molekil kann selbst-vervielfaltigend
sein. Transformierte Zellen, Gewebe oder Pflanzen werden so verstanden, daf sie nicht nur das Endprodukt
eines Transformationsprozesses umfassen, sondern auch transgene Nachkommenschaft davon. Ein
"nicht-transformierter”, "nicht-transgener" oder "nicht-rekombinanter" Wirt bezeichnet einen Organismus vom
Wildtyp, z. B. ein Bakterium oder eine Pflanze, der nicht das heterologe Nukleinsduremolekul enthalt.

[0071] Die vorliegende Erfindung betrifft transgene Wirte, insbesondere transgene Pflanzen, Pflanzengewe-
be, Pflanzensamen und Pflanzenzellen, die ein heterologes Polynukleotid umfassen, das ein Genprodukt co-
diert, worin das Genprodukt Trichothecen-Resistenzaktivitat umfaldt, und Verfahren zur Herstellung und Ver-
wendung derselben. Trichothecen-Resistenzaktivitat, wie hier verwendet, bezeichnet eine Aktivitat, die die
Phytotoxizitat eines Trichothecens, insbesondere gegen einen Pilz und/oder eine Pflanze, reduziert oder inhi-
biert, in einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft Trichothecen-Resistenzaktivitat eine Aktivitat,
die ein Acetat auf die C-3-Position eines Trichothecens ubertragt.

[0072] Ferner betrifft die vorliegende Erfindung transgene Wirte, insbesondere transgene Pflanzen, Pflanzen-
gewebe, Pflanzensamen und Pflanzenzellen, die ein heterologes Polynukleotid exprimieren, das ein Genpro-
dukt codiert, wobei das Genprodukt Trichothecen-Resistenzaktivitat aufweist, insbesondere ein Acetyltransfe-
rase-Genprodukt, insbesondere ein 3-O-Acetyltransferase-Genprodukt, ganz besonders ein Tricho-
thecen-3-O-acetyltransferase-Genprodukt, und Verfahren zur Herstellung und Verwendung derselben. Die Ex-
pression des heterologen Polynukleotids der Erfindung umfafit die Synthese von RNA und kann durch Nort-
hern-Blot-Analyse detektiert werden. Insbesondere kann die Expression des heterologen Polynukleotids de-
tektiert werden, wenn eine markierte Sonde, die aus dem heterologen Nukleotid abstammt, insbesondere aus
SEQ ID NOs: 1, 5 oder 7, mit RNA hybridisiert, die aus einer transgenen Pflanze der Erfindung isoliert ist, in
7% Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,5 M Natriumphosphat, pH 7,0, 1 mM EDTA, 10 mg/ml BSA bei 65°C unter
Spllen in 0,5% BSA (Fraktion V), 5% SDS, 40 mM Natriumphosphat, pH 7,0, 1 mM EDTA, 0,25 M Natrium-
chlorid bei 65°C, bevorzugt in 1% SDS, 40 mM Natriumphosphat, pH 7,0, 1 mM EDTA, 0,125 M Natriumchlorid
bei 65°C und vorzugsweise in 1% SDS, 40 mM Natriumphosphat, pH 7,0, 1 mM EDTA bei 65°C.

[0073] Ferner betrifft die Erfindung transgene Pflanzen, Pflanzengewebe, Pflanzensamen und Pflanzenzel-

len, die ein heterologes Polynukleotid exprimieren, worin die Pflanze, Pflanzenzelle, das Pflanzengewebe oder
der Pflanzensamen trichothecenresistent ist. Trichothecenresistente Pflanzen, Pflanzenzellen, Pflanzengewe-
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be und Pflanzensamen, wie hier verwendet, sind diejenigen, die zum Stoffwechsel in Gegenwart eines Tricho-
thecens fahig sind, was, wie im nachfolgenden Beispiel 7 beschrieben, bestimmt werden kann. In einer beson-
deren Ausfuhrungsform haben trichothecenresistente Pflanzen, Pflanzengewebe, Pflanzenzellen und Pflan-
zensamen eine spezifische Enzymaktivitdt von wenigstens 10 nmol Triacetoxyscirpenol (hier nachfolgend
"TAS")/Mikrogramm Protein/15 min Inkubation bei Sattigungssubstratspiegeln, insbesondere bei wenigstens 5
nmol TAS/Mikrogramm Protein/15 min, insbesondere wenigstens 1 nmol TAS/Mikrogramm Protein/15 min, ins-
besondere wenigstens 0,8 nmol TAS/Mikrogramm Protein/15 min, insbesondere wenigstens 0,5 nmol TAS/Mi-
krogramm Protein/15 min, insbesondere eine spezifische Aktivitat von 0,25 nmol TAS/Mikrogramm Protein/15
min, insbesondere eine spezifische Aktivitat von 0,1 nmol TAS/Mikrogramm Protein/15 min, insbesondere eine
spezifische Aktivitat von 0,05 nmol TAS/Mikrogramm Protein/15 min und ganz besonders eine spezifische Ak-
tivitdt von 0,01 nmol TAS/Mikrogramm Protein/15 min oberhalb Hintergrundspiegeln der Aktivitat, die in einer
Kontrolle vom Wildtyp natlrlich vorkommen, insbesondere gemafR Bestimmung in einem Test wie im nachfol-
genden Beispiel 6 beschrieben.

[0074] Trichothecenresistente Pflanzen der Erfindung umfassen diejenigen mit einem grof3eren Prozentwert
der Sattgutkeimung und Bildung von Wurzeln in Gegenwart eines Trichothecens als das Saatgut aus einer
Kontrolle vom Wildtyp, worin das Trichothecen in einer Konzentration von wenigstens 5 Mikrogramm/ml vor-
handen ist, besonders bevorzugt wenigstens 10 Mikrogramm/ml, besonders bevorzugt wenigstens 15 Mikro-
gramm/ml, besonders bevorzugt wenigstens 20 Mikrogramm/ml und besonders bevorzugt wenigstens 25 Mi-
krogramm/ml. In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform umfassen trichothecenresistente Pflanzen
der Erfindung diejenigen, von denen wenigstens 10% mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 20%
mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 30% mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 40%
mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 50% mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 60%
mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 70% mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 80%
mehr Saatgut und besonders bevorzugt wenigstens 90% mehr Saatgut keimen und Wurzeln bilden in Gegen-
wart eines Trichothecens als das Saatgut einer Kontrolle vom Wildtyp.

[0075] Trichothecene werden haufig in mehrere unterschiedliche Struktur-Gruppen unterteilt. Eine besondere
Ausfiuhrungsform der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf Trichothecene der Gruppe A und B. Gruppen A
und B umfassen die Fusarium-Trichothecene und werden primar durch die Abwesenheit (Gruppe A) oder Ge-
genwart (Gruppe B) einer funktionellen Carbonyl-Gruppe in Position C-8 differenziert. Das Trichothecen der
Gruppe B, DON, umfalit entsprechend eine Carbonyl-Gruppe in der Position C-8.

[0076] Die vorliegende Erfindung bezieht sich insbesondere auf die Resistenz gegen Trichothecene beschrie-
ben, die ein C-3-Hydroxyl enthalten. Solche Trichothecene schlielRen T-2-Toxin, HT-2-Toxin, Isotrichodermol,
DAS, 3-Desacetylcalonectrin, 3,15-Didesacetylcalonectrin, Scirpentriol, Neosolaniol; 15-Acetyldesoxynivale-
nol, Nivalenol, 4-Acetylnivalenol (Fusarenon-X), 4,15-Diacetylnivalenol, 4,7,15-Acetylnivalenol und DON und
ihre verschiedenen acetylierten Derivate ein.

[0077] In einer besonderen Ausfiihrungsform ist die/das trichothecenresistente Pflanze, Zelle, Gewebe oder
Saatgut davon resistent gegen einen Trichothecen-erzeugenden Pilz, insbesondere einen Pilz der Gattung Fu-
sarium. Pilzresistenz, wie hier verwendet, bezeichnet keine Einleitung der Infektion nach Pilzbeimpfung oder
reduzierte Ausbreitung der Infektion nach Pilzbeimpfung im Vergleich mit einer Kontrolle vom Wildtyp.

[0078] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist eine pilzresistente transgene Pflanze der Erfindung eine Ge-
treidepflanze und umfallt unter Pilzkontakt weniger infizierte Kérner oder Samen im Vergleich mit einer Kon-
trolle vom Wildtyp, bevorzugt wenigstens eine 10%ige Abnahme von infizierten Kérnern oder Samen im Ver-
gleich mit der gleichen Anzahl von Kérnern oder Samen, die in einer Kontrolle vom Wildtyp ausgewertet wer-
den, besonders bevorzugt wenigstens eine 20%ige Abnahme, besonders bevorzugt wenigstens eine 40%ige
Abnahme und besonders bevorzugt wenigstens eine 50%ige Abnahme der infizierten Kérner im Vergleich mit
der gleichen Anzahl von Kérnern oder Samen in einer Kontrolle vom Wildtyp. Die pilzresistenten transgenen
Getreidepflanzen der Erfindung umfassen ohne Beschrankung Mais, Weizen, Gerste, Reis und Hafer.

[0079] In Weizen kann die Pilzausbreitung in der Ahre, wie im nachfolgenden Beispiel 9 beschrieben, ausge-
wertet werden, indem die Anzahl von symptomatischen und asymptomatischen Ahrchen an jeder beimpften
Ahre gezahlt und der Prozentwert der Ahrchen an jeder Ahre, die symptomatisch sind, berechnet wird. In einer
bevorzugten Ausflihrungsform umfaldt der pilzresistente Weizen der Erfindung unter Pilzkontakt weniger infi-
zierte Ahrchen als die Kontrolle vom Wildtyp, bevorzugt wenigstens eine 10%ige Abnahme an infizierten Ahr-
chen im Vergleich mit der gleichen Anzahl von Ahrchen, die in einer Kontrolle vom Wildtyp ausgewertet wer-
den, besonders bevorzugt wenigstens eine 20%ige Abnahme, besonders bevorzugt wenigstens eine 40%ige
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Abnahme und besonders bevorzugt wenigstens eine 50%ige Abnahme an infizierten Ahrchen im Vergleich mit
der gleichen Anzahl von Ahrchen in einer Kontrolle vom Wildtyp.

[0080] In Mais kann die Pilzausbreitung im Kolben durch visuelle Abschatzung des Prozentwertes der infizier-
ten Korner, wie weiter im nachfolgenden Beispiel 9 beschrieben, ausgewertet werden. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform umfaf3t der pilzresistente Mais der Erfindung unter Pilzkontakt weniger infizierte Kérner als
die Kontrolle vom Wildtyp, bevorzugt wenigstens eine 10%ige Abnahme an infizierten Kérnern im Vergleich mit
der Anzahl von infizierten Kérnern in der gleichen Anzahl von Kolben, sichtbar abgeschatzt in einer Kontrolle
vom Wildtyp, besonders bevorzugt wenigstens eine 20%ige Abnahme, besonders bevorzugt wenigstens eine
30%ige Abnahme, besonders bevorzugt wenigstens eine 40%ige Abnahme und besonders bevorzugt wenigs-
tens eine 50%ige Abnahme an infizierten Kérnern im Vergleich mit der gleichen Anzahl von Kolben, sichtbar
abgeschatzt in einer Kontrolle vom Wildtyp. In Mais kann die interne Pilzausbreitung im Stengel visuell durch
Aufspalten des Stengels und Bewerten der Verfarbungsmenge ausgewertet werden. In einer bevorzugten Aus-
fuhrungsform der Erfindung umfafit der transgene Mais der Erfindung weniger interne und/oder externe Ver-
farbung des Stengels im Vergleich mit einer Kontrolle vom Wildtyp.

[0081] In einer anderen bevorzugten Ausflihrungsform umfassen pilzresistente Pflanzen der Erfindung dieje-
nigen, von denen ein gréRerer Prozentwert des Saatguts in Gegenwart von Pilzkontakt keimt, als er in der Kon-
trolle vom Wildtyp keimt. In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform umfassen pilzresistente Pflanzen
der Erfindung diejenigen, von denen wenigstens 10% mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 20%
mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 30% mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 40%
mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 50% mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 60%
mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 70% mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 80%
mehr Saatgut und besonders bevorzugt wenigstens 90% mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens
100% mehr Saatgut, besonders bevorzugt wenigstens 150% mehr Saatgut in Gegenwart von Fusarium keimt
als Saatgut aus der Kontrolle vom Wildtyp.

[0082] In einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform werden pilzresistente transgene Pflanzen, die Saatgut
oder Kérner mit weniger Mykotoxin, z. B. Trichothecen-Kontamination, als das Saatgut einer Kontrolle vom
Wildtyp erzeugen, bereitgestellt.

[0083] In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform werden Kulturpflanzen und insbesondere Getreide-
pflanzen, die Saatgut mit wenigstens 10% weniger Trichothecen, besonders bevorzugt wenigstens 20% weni-
ger Trichothecen, besonders bevorzugt wenigstens 30% weniger Trichothecen, besonders bevorzugt wenigs-
tens 40% weniger Trichothecen, besonders bevorzugt wenigstens 50% weniger Trichothecen, besonders be-
vorzugt wenigstens 60% weniger Trichothecen, besonders bevorzugt wenigstens 70% weniger Trichothecen
und besonders bevorzugt wenigstens 80% weniger Trichothecen-Termination als eine Kontrolle vom Wildtyp
erzeugen, bereitgestellt. Trichothecen-Kontamination kann wie im nachfolgenden Beispiel 10 beschrieben be-
stimmt werden.

[0084] Die Polynukleotide zur Verwendung in der Erfindung schliel3en heterologe Polynukleotide ein, die Ace-
tyltransferasen codieren, insbesondere diejenigen, die Acetyltransferasen codieren, die Trichothecenresistenz
verleihen kdnnen, insbesondere diejenigen, die Trichothecen-3-O-acetyltransferasen codieren. In einer beson-
deren Ausfuhrungsform kénnen die heterologen Polynukleotide ohne Beschrankung aus pilzlichem Ursprung
stammen, insbesondere aus Fusarium-, Trichothecium- und Myrothecium-Ursprung, insbesondere aus einer
Fusarium-Art wie F. acuminatum, F. crookwellense, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum (Giberella zeae),
F. lateritium, F. pose, F. sambucinum (G. pilicaris) und F. sporotrichioides. Heterologe Polynukleotide zur Ver-
wendung in der Erfindung schlieBen SEQ ID NO: 1, 5 und/oder 7 und zu SEQ ID NO: 1, 5 und/oder 7 im we-
sentlichen ahnliche Sequenzen ein.

[0085] Ein Polynukleotid zur Verwendung in der Erfindung kann in Wirtszellen wie Pflanzen-, Pilz- oder bak-
teriellen Zellen unter Verwendung herkémmlicher rekombinanter DNA-Technik aufgenommen werden. Allge-
mein beinhaltet dies das Inserieren des Polynukleotids in ein Expressionssystem, fiur das das Polynukleotid
heterolog ist, unter Verwendung von fachbekannten Standard-Klonierungsverfahren. Der Vektor enthalt die
notwendigen Elemente flr die Transkription und Translation des Polynukleotids zur Verwendung in der Erfin-
dung in einer Wirtszelle, die den Vektor enthalt. Eine grolRe Anzahl von fachbekannten Vektorsystemen wie
Plasmide, Bakteriophagenviren und andere modifizierte Viren kann verwendet werden. Die Komponenten des
Expressionssystems kdnnen auch zur Erhéhung der Expression modifiziert werden. Zum Beispiel kdnnen trun-
kierte Sequenzen, Nukleotid-Substitutionen, Nukleotid-Optimierung oder andere Modifikationen eingesetzt
werden. Fachbekannte Expressionssysteme kénnen zur Transformation praktisch jeder Kulturpflanzenzelle
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unter geeigneten Bedingungen verwendet werden. Ein heterologes Polynukleotid der Erfindung wird bevorzugt
stabil transformiert und in das Genom der Wirtszellen integriert. In einer anderen bevorzugten Ausfihrungs-
form befindet sich das heterologe Polynukleotid der Erfindung auf einem selbst-vervielfaltigenden Vektor. Bei-
spiele fir selbst-vervielfaltigende Vektoren sind Viren, insbesondere Gemini-Viren. Transformierte Zellen kén-
nen zu ganzen Pflanzen regeneriert werden, so daf} die gewahlte Form des Polynukleotids Trichothecenresis-
tenz in den transgenen Pflanzen verleiht.

[0086] Ein zur Expression in transgenen Pflanzen gedachtes Polynukleotid der Erfindung wird zuerst in einer
Expressionskassette hinter einem geeigneten Promotor, der in Pflanzen exprimierbar ist, zusammengebaut.
Die Expressionskassetten kdnnen auch etwaige weitere Sequenzen umfassen, die fir die Expression des he-
terologen Polynukleotids der Erfindung erforderlich oder ausgewahlt sind. Solche Sequenzen schliefen ohne
Beschrankung Transkriptionsterminatoren, Fremdsequenzen zur Steigerung der Expression wie Introns, vitale
Sequenzen und zur Ausrichtung des Genprodukts auf spezifische Organellen und Zellkompartimente gedach-
te Sequenzen ein. Diese Expressionskassetten kénnen dann leicht auf die unten beschriebenen Pflanzent-
ransformationsvektoren Ubertragen werden. Es folgt eine Beschreibung verschiedener Komponenten typi-
scher Expressionskassetten.

[0087] Die Auswahl des in den Expressionskassetten verwendeten Promotors wird das rdumliche und zeitli-
che Expressionsmuster des heterologen Polynukleotids der Erfindung in der transformierten Pflanze bestim-
men. Ausgewahlte Promotoren werden heterologe Polynukleotide der Erfindung in spezifischen Zelltypen (wie
Blattepidermiszellen, Mesophyllzellen, Wurzelkortexzellen) oder in spezifischen Geweben oder Organen (Wur-
zeln, Blatter oder Bliten beispielsweise) exprimieren, und die Auswahl wird den gewiinschten Ort der Anrei-
chung des Genprodukts widerspiegeln. Alternativ kann der ausgewahlte Promotor die Expression des Gens
unter verschiedenen induzierenden Bedingungen antreiben. Promotoren variieren in ihrer Starke, d. h. in ihrer
Fahigkeit zur Férderung der Transkription. In Abhangigkeit vom verwendeten Wirtszellsystem kann jeder aus
einer Anzahl geeigneter fachbekannter Promotoren verwendet werden. Zum Beispiel kann zur konstitutiven
Expression der CaMV 35S-Promotor, der Reis-Actin-Promotor oder der Ubiquitin-Promotor verwendet werden.
Zur regulierbaren Expression kann der chemisch induzierbare PR-1-Promotor aus Tabak oder Arabidopsis ver-
wendet werden (siehe z. B. US-PS 5,689,044).

[0088] Eine Vielzahl von Transkriptionsterminatoren sind zur Verwendung in Expressionskassetten verflugbar.
Diese sind verantwortlich fur die Termination der Transkription Uber das heterologe Polynukleotid der Erfindung
hinaus und seine korrekte Polyadenylierung. Geeignete Transkriptionsterminatoren sind diejenigen, die daftr
bekannt sind, in Pflanzen zu funktionieren, und schlieRen den CaMV 35S-Terminator, den tml-Terminator, den
Nopalinsynthase-Terminator und den rbcS E9-Terminator aus Erbse sein. Diese kénnen in sowohl einkeim-
blattrigen als auch zweikeimblattrigen Pflanzen verwendet werden.

[0089] Es wurde festgestellt, dall zahlreiche Sequenzen die Genexpression aus der Transkriptionseinheit
heraus steigern, und diese Sequenzen kénnen in Verbindung mit den Polynukleotiden dieser Erfindung zur
Steigerung ihrer Expression in transgenen Pflanzen verwendet werden. Zum Beispiel wurde gezeigt, daf} ver-
schiedene Intronsequenzen wie Introns des Mais-Adhl-Gens die Expression steigern, insbesondere in ein-
keimblattrigen Zellen. Zusatzlich sind eine Reihe von nicht-translatierten Leitsequenzen, die aus Viren stam-
men, ebenfalls daflr bekannt, die Expression zu steigern, und diese sind besonders wirksam in zweikeimblatt-
rigen Zellen.

[0090] Die codierende Sequenz des ausgewahlten Gens wird gegebenenfalls gentechnisch durch Verande-
rung der codierenden Sequenz zur optimalen Expression in der Kulturpflanzenart von Interesse manipuliert.
Verfahren zur Modifizierung von codierenden Sequenzen zum Erreichen einer optimalen Expression in einer
besonderen Kulturpflanzenart sind wohlbekannt (siehe z. B. Perlak et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 3324
(1991); und Koziel et al., Bio/technol. 11: 194 (1993); Fennoy und Bailey-Serres. Nucl. Acids Res. 21:
5294-5300 (1993)). Verfahren zur Modifizierung von codierenden Sequenzen durch Berlcksichtigung der Co-
donenverwendung in Pflanzengenen und in héheren Pflanzen, Grinalgen und Cyanobakterien sind wohlbe-
kannt (siehe Tabelle 4 in: Murray et al. Nucl. Acids Res. 17: 477-498 (1989); Campbell und Gowri Plant Physiol.
92: 1-11 (1990)).

[0091] Von verschiedene Mechanismen zur Ausrichtung von Genprodukten ist bekannt, dal} sie in Pflanzen
existieren, und die Sequenzen, die das Funktionieren dieser Mechanismen kontrollieren, wurden in einem ge-
wissen Detail charakterisiert. Zum Beispiel wird die Ausrichtung der Genprodukte auf den Chloroplasten durch
eine Signalsequenz kontrolliert, die am Aminoterminalen Ende verschiedener Proteine gefunden wird, die wah-
rend des Chloroplastenimports abgespalten wird, um das reife Protein zu liefern (z. B. Comai et al. J. Biol.
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Chem. 263: 15104-15109 (1988)). Andere Genprodukte befinden sich in anderen Organellen wie dem Mito-
chondrium und dem Peroxisom (z. B. Unger et al. Plant Molec. Biol. 13: 411-418 (1989)). Die cDNAs, die diese
Produkte codieren, kénnen auch manipuliert werden, um die Ausrichtung von heterologen Produkten, die
durch DNA-Sequenzen codiert werden, auf diese Organellen zu bewirken. Zusatzlich wurden Sequenzen cha-
rakterisiert, die die Ausrichtung von Produkten, die durch DNA-Sequenzen codiert werden, auf andere Zell-
kompartimente verursachen. Amino-terminale Sequenzen sind verantwortlich fir die Ausrichtung auf das en-
doplasmatische Retikulum, den Apoplast und die extrazellulare Sekretion aus Aleuronzellen (Koehler & Ho,
Plant Cell 2: 769-783 (1990)). Zuséatzlich sind Amino-terminale Sequenzen in Verbindung mit Carboxy-termi-
nalen Sequenzen verantwortlich zur vakuolaren Ausrichtung von Genprodukten (Shinshi et al. Plant Molec. Bi-
ol. 14: 357-368 (1990)). Durch die Fusion der oben beschriebenen geeigneten Ausrichtungssequenzen mit ei-
nem heterologen Polynukleotid der Erfindung ist es moglich, ein resultierendes Produkt auf jede Organelle
oder jedes Zellkompartiment auszurichten.

[0092] Zahlreiche Transformationsvektoren, die zur Pflanzentransformation verfiigbar sind, sind dem Durch-
schnittsfachmann auf dem Gebiet der Pflanzentransformation bekannt, und die fur diese Erfindung relevanten
Polynukleotide kénnen in Verbindung mit allen solchen Vektoren verwendet werden. Die Auswahl des Vektors
wird von der bevorzugten Transformationstechnik und der Zielart zur Transformation abhangen. Fir bestimmte
Zielarten konnen unterschiedliche Selektionsmarker bevorzugt sein. Selektionsmarker, die routinemagig in der
Transformation verwendet werden, schliefen das nptll-Gen ein, das Resistenz gegen Kanamycin und ver-
wandte Antibiotika verleiht (Messing & Vierra. Gene 19: 259-268 (1982); Bevan et al., Nature 304: 184-187
(1983)), das bar-Gen, das Resistenz gegen das Herbizid Phosphinothricin verleiht (White et al., Nucl. Acids
Res. 18: 1062 (1990), Spencer et al. Theor. Appl. Genet. 79: 625-631 (1990)), das hph-Gen, das Resistenz
gegen das Antibiotikum Hygromycin verleiht (Blochinger & Diggelmann, Mol. Cell Biol. 4: 2929-2931), und das
dhfr-Gen, das Resistenz gegen Methotrexat verleiht (Bourouis et al., EMBO J. 2(7): 1099-1104 (1983)), und
das EPSPS-Gen, das Resistenz gegen Glyphosat verleiht (US-PSen 4,940,935 und 5,188,642), das Phospho-
mannoseisomerase-Gen, manA, das einen selektiven Stoffwechselvorteil in Gegenwart von Mannose verleiht
(US-Patentanmeldung Nr. 5,767,378 und Miles & Guest, GENE, 32: 41-48 (1984)). PAT-selektierbare Marker,
die Resistenz gegen BASTA verleihen (Sung H. Park et al., In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant, 34: 117-121 (1998)).

[0093] Viele Vektoren sind zur Transformation unter Verwendung von Agrobacterium tumefaciens verfugbar.
Diese tragen typischerweise wenigstens eine t-DNA-Randsequenz und schlielen Vektoren wie pBIN19 ein
(Bevan, Nucl. Acids Res. (1984)). Typische Vektoren, die zur Agrobacterium-Transformation geeignet sind,
schlie®en die binaren Vektoren pCIB200 und pCIB2001 sowie den binaren Vektor pCIB10 und Hygromycin-Se-
lektionsderivate davon ein (siehe z. B. US-PS 5,639,949).

[0094] Die Transformation ohne die Verwendung von Agrobacterium tumefaciens umgeht das Erfordernis fir
T-DNA-Sequenzen im gewahlten Transformationsvektor, und entsprechend kénnen Vektoren, denen diese Se-
quenzen fehlen, zusatzlich zu Vektoren wie den oben beschriebenen verwendet werden, die T-DNA-Sequen-
zen enthalten. Transformationstechniken, die nicht auf Agrobacterium beruhen, schlieen die Transformation
Uber Partikelbombardierung, Protoplastenaufnahme (z. B. PEG und Elektroporation) und Mikroinjektion ein.
Die Wahl des Vektors hangt weitgehend von der bevorzugten Selektion der zu transformierenden Art ab. Typi-
sche Vektoren, die zur Nicht-Agrobacterium-Transformation geeignet sind, schlielen pCIB3064, pSOG19 und
pSOG35 ein. (Siehe z. B. US-PS 5,369,949).

[0095] Sobald das Polynukleotid von Interesse in ein Expressionssystem kloniert wurde, wird es in eine Pflan-
zenzelle transformiert. Verfahren zur Transformation und Regeneration von Pflanzen sind allgemein fachbe-
kannt. Zum Beispiel wurden Ti-Plasmidvektoren zur Ubertragung von Fremd-DNA sowie die direkte DNA-Auf-
nahme, Liposomen, Elektroporation, Mikroinjektion und Mikroprojektile verwendet. Zusatzlich kbnnen Bakteri-
en aus der Gattung Agrobacterium zur Transformation von Pflanzenzellen verwendet werden.

[0096] Transformationstechniken fir zweikeimblattrige Pflanzen sind allgemein fachbekannt und schlief3en
Agrobacterium-basierte Technik und Techniken ein, die kein Agrobacterium erfordern. Nicht-Agrobacteri-
um-Techniken beinhalten die Aufnahme von exogenem genetischem Material direkt durch Protoplasten oder
Zellen. Dies kann durch PEG- oder Elektroporationvermittelte Aufnahme, Partikelbombardierung-vermittelte
Ubertragung oder Mikroinjektion erreicht werden. In jedem Fall werden die transformierten Zellen zu ganzen
Pflanzen unter Verwendung von fachbekannten Standardtechniken regeneriert.

[0097] Die Transformation der meisten einkeimblattrigen Arten ist jetzt Routine geworden. Bevorzugte Tech-

niken schlieRen den direkten Gentransfer in Protoplasten unter Verwendung von PEG- oder Elektroporati-
onstechniken, die Partikelbombardierung in Callusgewebe sowie die Agrobacterium-vermittelte Transformati-
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on ein. Zielgewebe kdnnen aus solchen Quellen wie Weizen Sorte UC703 oder Mais Genotyp CG000526 ab-
geleitet werden. Zum Beispiel kann die Agrobacterium-vermittelte Transformation von Mais wie in US-Paten-
tanmeldung 09/089,111 beschrieben durchgefiihrt werden, das entsprechend als WO 98/54961 veroffentlicht
wurde, und die von Gerste kann durchgefihrt werden wie beschrieben von: M. Cho, J. Wong, C. Marx, W. Ji-
ang, P. Lemaux und B. Buchanan (1999), Overexpression of thioredoxin h leads to enhanced activity of starch
debranching enzyme (pullulanase) in barley grain. PNAS 96: 14641-14646; S. Zhang, M. Cho, T. Koprek, R.
Yun, P. Bregitzer und P. Lemaux (1999). Genetic transformation of commercial cultivars of oat (Avena Sativa
L.) and barley (Hordeum vulgare L.) using in vitro shoot meristematic cultures derived from germinated seed-
lings. Plant Cell Rep. 18: 959-966; P. Bregitzer, S. Harlbert und P. Lemaux (1998). Somaclonal variation in the
progeny of transgenic barley. TAG 96: 421-425; M. Cho, W. Jiang und P. Lemaux (1998). Transformation of
recalcitrant barley cultivars through improvement of regenerability and decreased albinism. Plant Sci. 138:
229-244; P. Lemaux, M. Cho, S. Zang und P. Bregitzer (1998). Transgenic cereals: Hordeum vulgare L. — cur-
rent status and future prospects. In: Vasil I., Philips R (Hrsg) Molecular Improvement of Cereal Crops, Kluwer
Academic Publ., Dordrecht, Niederlande, Seiten 255-316; S. Zhang, R. Williams-Carrier, D. Jackson und P.
Lemaux (1998). Expression of CDC2Zm and KNOTTED1 during in vitro auxillary shoot meristem proliferation
and adventitious shoot meristem formation in maize (Zea mays L.) and barley (Hordeum vulgare L.). Planta
204: 542-549; D. McElroy, J. Louwerse, S. McElroy und P. Lemaux (1997). Development of a simple transient
assay for Ac/Ds activity in cells of intact barley tissue. Plant J. 11: 157-165; S. Tingay, D. McElroy, R. Kalla, S.
Fieg, M. Wang, S. Thornton und R. Brettell (1997). Agrobacterium tumefaciens-mediated bareley transforma-
tion. The Plant J. 11: 1369-1376; J. Qureshi, Z. Basri, R. Singh, R. Burton, M. Dalton, J. Kolimorgen und G.
Fincher. 1988. Agrobacteriummediated transformation of two varieties of barlay (Hordeum vulgare L.) Proc.
42™. Conference of Australian Society for Biochemistry and Molecular Biology, 28. September bis 1. Oktober
1998, Adelaide, Australien; J. Qureshi, R. Singh, Z. Basri, R. Stewart, R. Burton, J. Kollmorgen und G. Fincher
(1997). Strategies for genetic transformation of elite Australian barley varieties. Proc. 8th. Aust. Barley Techni-
cal Symp. Gold Coast, Queensland, 7. bis 12. September 1997. 2: 8.9-11; P. Lemaux, M. Cho, J. Louwerse,
R. Williams und Y. Wan (1996). Bombardment-mediated transformation methods for barley. Bio-Rad US/EG
Bull 2007: 1-6; T. Koprek, R. Hansch, A. Nerlich, R. Mendel und J. Schulze (1996). Fertile transgenic barley of
differenz cultivars obtained by adjustment of bombardment conditions to tissue response. Plant Sci. 119:
79-91; T. Hagio, T. Hirabayashi, H. Machii und H. Tomutsune (1995). Production of fertile transgenic barley
(Hordeum vulgare L.) plants using the hygromycinresistance marker. Plant Cell Rep. 14: 329-334; H. Funat-
suki, H. Kuroda, M. Kihara, P. Lazzeri, E. Muller, H. Lorz und I. Kishinami (1995). Fertile transgenic barley re-
generated by direct DNA transfer to protoplasts. TAG 91: 707-712; A. Jahne, D. Becker, R. Brettschneider und
H. Lorz (1994). Regeneration of transgenic, microscpore-derived, fertile barley. TAG 89: 525-533; Y. Wan und
P. Lemaux (1994). Generation of large numbers of independently transformed fertile barley plants. Plant Phy-
siol. 104: 37—-48.

[0098] Die Polynukleotide der Erfindung kdnnen zum Verleihen von Trichothecenresistenz auf eine grof3e
Vielzahl von Pflanzenzellen, einschlief3lich derjenigen von Nacktsamern, Einkeimblattrigen und Zweikeimblatt-
rigen, verwendet werden. Obwohl das heterologe Polynukleotid der Erfindung in jede Pflanzenzelle inseriert,
z. B. transformiert, werden kann, die in diese breiten Klassen fallt, ist es besonders nitzlich in Kulturpflanzen-
zellen wie Reis, Weizen, Gerste, Roggen, Mais, Hafer, Kartoffel, StiRkartoffel, Ribe, Kiirbis ("squash"), Kirbis
("pumpkin"), Zucchini, Melone, Sojabohne und Sorghum. Die Polynukleotide zur Verwendung in der Erfindung,
die eine Pflanze trichothecenresistent machen, kénnen in Kombination mit anderen Eigenschaften verwendet
werden, die wichtig fir Produktion und Qualitat sind. Die Polynukleotide der Erfindung kénnen in Pflanzenlinien
durch Zuchtungsanséatze und fachbekannte Techniken eingefligt werden.

[0099] Wenn ein trichothecenresistentes Gen-Allel durch Transformation in eine Kulturpflanze oder Pflanzen-
zellkultur, aus der eine Kulturpflanze regeneriert werden kann, erhalten wird, wird es in kommerzielle Sorten
unter Verwendung herkdmmlicher Ziichtungstechniken bewegt, um einen trichothecenresistenten Anbau ohne
die Notwendigkeit zur gentechnischen Manipulation des Allels und Transformation in die Pflanze zu entwickeln.

[0100] Die verschiedenen Ziichtungsschritte sind durch einen wohldefinierten menschlichen Eingriff wie die
Selektion der zu kreuzenden Linien, die Ausrichtung der Bestaubung der Elternlinien oder die Selektion geeig-
neter Nachkommenschaftspflanzen gekennzeichnet. In Abhangigkeit von den gewlinschten Eigenschaften
werden unterschiedliche Zichtungsmaflnahmen ergriffen. Die relevanten Techniken sind allgemein fachbe-
kannt und schliefen ohne Beschrankung Hybridisierung, Inzucht, Riickkreuzungszuichtung, Multilinienzich-
tung, Sortenmischung, Interartenhybridisierung, aneuploide Techniken etc. ein. Hybridisierungstechniken
schlielRen auch die Sterilisation von Pflanzen ein, um mannlich- oder weiblich-sterile Pflanzen durch mechani-
sche, chemische oder biochemische Mittel zu erzielen. Die Kreuzbestaubung einer mannlich-sterilen Pflanze
mit Pollen einer unterschiedlichen Linie stellt sicher, dall das Genom der mannlich-sterilen, aber weib-
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lich-fruchtbaren Pflanze gleichférmig Eigenschaften beider Elternlinien erhalten wird. So kénnen die erfin-
dungsgemalen transgenen Samen und Pflanzen zur Ziichtung von verbesserten Pflanzenlinien verwendet
werden, die kein oder ein reduziertes Pilzwachstum auf der Pflanze, dem Pflanzengewebe oder Saatgut auf-
weisen, wodurch die Mykotoxin-Kontamination der Pflanze, des Pflanzengewebes oder Saatguts verhindert
und/oder reduziert wird.

[0101] Die in die oben erwahnten transgenen Samen und Pflanzen manipulierte Trichothecenresistenz wird
durch geschlechtliche Vermehrung oder vegetatives Wachstum weitergefiihrt und kann somit in Nachkommen-
schaftspflanzen aufrechterhalten und vermehrt werden. Allgemein machen die Aufrechterhaltung und Vermeh-
rung Gebrauch von bekannten landwirtschaftlichen Verfahren, die entwickelt wurden, um fiir spezifische Zwe-
cke wie die Bodenbearbeitung, das Aussaen oder Ernten zu passen. Da der wachsende Anbau anfallig fiur Be-
fall und Schadigungen ist, die durch Insekten oder Infektionen verursacht werden, werden Malinahmen ergrif-
fen, um Pflanzenkrankheiten, Insekten, Nematoden und andere nachteilige Bedingungen zur Verbesserung
des Ertrags zu bekampfen. Diese schlieRen mechanische Mallnahmen wie die Bodenbearbeitung oder die
Entfernung von infizierten Pflanzen sowie die Ausbringung von Agrochemikalien wie Fungiziden, Gametozi-
den, Nematoziden, Wachstumsregulatoren, Reifungsmitteln und Insektiziden ein.

[0102] In der Saatgutproduktion sind die Keimungsqualitat und Gleichférmigkeit von Samen wesentliche Pro-
dukteigenschaften, wohingegen die Keimungsqualitat und Gleichférmigkeit von Samen, die geerntet und vom
Landwirt verkauft werden, nicht wichtig sind. Da es schwierig ist, einen Anbau frei von anderen Anbau- und
Unkrautsamen zu halten, saatgutbirtige Krankheiten zu bekdmpfen und Saatgut mit guter Keimung zu erzeu-
gen, wurden relativ umfangreiche und wohldefinierte Saatgutproduktionspraktiken von den Saatgutherstellern
entwickelt, die erfahren auf dem Gebiet der Kultivierung, Konditionierung und Vermarktung von reinem Saatgut
sind. So ist es Ubliche Praxis flr den Landwirt, zertifiziertes Saatgut zu kaufen, das spezifische Qualitatsstan-
dards erfillt, anstelle Saatgut zu verwenden, das von seinem eigenen Anbau geerntet wurde. Fortpflanzungs-
material zur Verwendung als Samen wird Ublicherweise mit einem Schutziberzug behandelt, der Herbizide,
Insektizide, Fungizide, Bakterizide, Nematozide, Molluskizide oder Mischungen daraus umfaft. ublicherweise
verwendete Schutziiberziige umfassen Verbindungen wie Captan, Carboxin, Thiram (TMTD®), Methalaxyl
(Apron®) und Pirimiphos-methyl (Actillic®). Nach Wunsch werden diese Verbindungen zusammen mit weiteren
Tragern, Tensiden oder die Ausbringung unterstitzenden Hilfsstoffen formuliert, die herkdmmlich auf dem Ge-
biet der Formulierung eingesetzt werden, um Schutz gegen Schadigung bereitzustellen, die durch bakterielle,
pilzliche oder tierische Schadlinge verursacht wird. Die Schutziberziige kénnen durch Impragnieren von Fort-
pflanzungsmaterial mit einer fliissigen Formulierung oder durch Uberziehen mit einer kombinierten nassen
oder trockenen Formulierung aufgetragen werden. Andere Auftragungsverfahren sind ebenfalls mdglich, wie
z. B. die auf die Knospen oder Frucht gerichtete Behandlung.

[0103] Es ist ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung neue landwirtschaftliche Verfahren wie die oben
exemplarisch dargestellten Verfahren, die durch die Verwendung von transgenen Pflanzen, transgenem Pflan-
zenmaterial oder transgenem Saatgut gemaf der vorliegenden Erfindung gekennzeichnet sind, bereitzustel-
len.

[0104] In einer anderen Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein(e) transgene(s) Pflanzenzelle,
Gewebe, Organ, Saatgut oder Pflanzenteile, die aus der transgenen Pflanze erhalten werden. Ebenfalls ein-
geschlossen innerhalb der Erfindung sind transgene Nachfahren der Pflanze sowie transgene Pflanzenzellen,
Gewebe, Organe, Samen und Pflanzenteile, die aus den Nachkommen erhalten werden.

[0105] In einer anderen Ausflihrungsform kann das heterologe Polynukleotid zur Verwendung in der Erfin-
dung auch als selektierbarer Marker in Transformationsverfahren verwendet werden. In diesem Aspekt wird
die Wirtszelle mit einem zweiten heterologen Polynukleotid von Interesse sowie einem heterologen Polynuk-
leotid der Erfindung, das ein Genprodukt codiert, das Trichothecenresistenzaktivitat umfallt, unter Verwendung
von Expressionskassetten und Transformationstechniken transformiert, die oben exemplarisch dargestellt
wurden und fachbekannt sind. Nach der Transformation werden die transformierten Zellen auf ihre Fahigkeit
zum Uberleben bei Kontakt mit einem Trichothecen, insbesondere DAS oder DON oder T-2-Toxin, selektiert.
Die Wirtszelle kann eine eukaryontische oder prokaryontische Wirtszelle unter Verwendung von fachbekann-
ten Transformations- und Expressionssystemen sein. Die Wirtszelle kann eine Pflanzenzelle, eine Pilzzelle,
eine bakterielle Zelle, eine Hefezelle, eine tierische Zelle oder eine Insektenzelle sein.

[0106] In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung wird ein Polynukleotid, das ein Gen-

produkt codiert, das Trichothecenresistenzaktivitat umfallt, als selektierbarer Marker in Pflanzenzelltransfor-
mationsverfahren verwendet. Zum Beispiel kdnnen Pflanzen, Pflanzengewebe, Pflanzensamen oder Pflan-
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zenzellen, die wenigstens eine zweite heterologe DNA-Sequenz von Interesse exprimieren, auch zur Expres-
sion einer Sequenz transformiert werden, die ein Polypeptid codiert, das eine Sequenz umfalit, die im wesent-
lich ahnlich derjenigen von SEQ ID NO: 2, 6 oder 8 ist. Die transformierten Zellen werden auf ein Medium Uber-
fuhrt, das ein phytotoxisches Trichothecen enthalt, insbesondere DAS und/oder DON und/oder T-2-Toxin, in
einer Menge, die ausreichend zur Inhibierung des Wachstums oder der Uberlebensfahigkeit von Pflanzenzel-
len ist, die nicht das Polypeptid exprimieren, das im wesentlichen ahnlich demjenigen mit der Aminosaurese-
quenz von SEQ ID NO: 2, 6 oder 8 ist, worin nur die transformierten Zellen wachsen werden oder unverkrippelt
sein werden. Konzentrationen von Trichothecenen, die nutzlich zur Selektion von Pflanzen sind, die das Poly-
peptid exprimieren, das im wesentlichen dhnlich demjenigen mit der Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 2,
6 oder 8 ist, reichen von 1 bis 90 ug/ml. Das Verfahren ist anwendbar fiir jede Pflanzenzelle, die ein Polynuk-
leotid exprimieren kann, das eine Nukleotidsequenz umfal}t, die im wesentlichen ahnlich derjenigen von SEQ
ID NO: 1, 5 oder 7 ist, und kann mit jeder heterologen DNA-Sequenz von Interesse verwendet werden. Die
Expression der zweiten heterologen DNA-Sequenz und des heterologen Polynukleotids der Erfindung und wie
hier beschrieben kann durch den gleichen Promotor angetrieben werden, der in Pflanzenzellen funktionell ist,
oder durch separate Promotoren.

Beschreibung der Sequenzen:

SEQ ID NO: 1 ist eine cDNA-Sequenz aus Fusarium sporotrichioides, die ein Polypeptid der Erfindung mit Tri-
chothecenresistenzaktivitat codiert.

SEQ ID NO: 2 ist das Polypeptid mit Trichothecenresistenzaktivitat, das durch SEQ ID NO: 1 codiert wird.
SEQ ID NO: 3 ist ein DNA-Primer.

SEQ ID NO: 4 ist ein DNA-Primer.

SEQ ID NO: 5 ist eine DNA-Sequenz aus Fusarium graminearum, die ein Polypeptid der Erfindung mit Tricho-
thecenresistenzaktivitat codiert.

SEQ ID NO: 6 ist das Polypeptid mit Trichothecenresistenzaktivitat, das durch SEQ ID NO: 3 codiert wird.
SEQ ID NO: 7 ist eine DNA-Sequenz aus Saccharomyces cerevisiae, die ein Polypeptid der Erfindung mit Tri-
chothecenresistenzaktivitat codiert.

SEQ ID NO: 8 ist das Polypeptid mit Trichothecenresistenzaktivitat, das durch SEQ ID NO: 5 codiert wird.
SEQ ID NO: 9 ist die DNA-Sequenz von pCIB9818.

SEQ ID NO: 10 ist die DNA-Sequenz von pAgroTRIr.

SEQ ID NO: 11 ist die DNA-Sequenz von pNOV1704.

Beispiele

[0107] Die folgenden Beispiele beschreiben ferner die Materialien und Methoden, die bei der Durchfiihrung
der Erfindung und in den anschlieRenden Ergebnissen verwendet wurden. Sie werden zur Veranschaulichung
angeboten, und ihre Aufflihrung sollte nicht als Beschrankung der beanspruchten Erfindung betrachtet werden.

Beispiel 1: Zusammensetzung von pNOV1700, pCIB9818, pAgroTRIr und pNov1704
1. pPNOV1700:

[0108] pNOV1700 wurde unter den Bedingungen des Budapester Vertrages am 19. Marz 1999 bei dem Ag-
ricultural Research Service, Patent Culture Collection (NRRL), Northern Regional Research Center, 1815 Nort-
hern University Street, Peoria, lllinois 61604, USA hinterlegt und der Eingangsnummer NRRL B-30117 zuge-
wiesen.

[0109] Entsprechend umfa’t pNOV1700 SEQ ID NO: 1, funktionsfahig verbunden mit dem Z. mays Ubiqui-
tin-Promotor, einschlieRlich eines Teils des Exons und Introns, und mit dem Nopalinsynthase-Polyadenylie-
rungssignal.

2. pCIB9818

[0110] Plasmid pCIB9818 ist ein ringférmiges Plasmid mit 6111 Basenpaaren mit einer DNA-Sequenz gemal
SEQ ID NO: 9. Der Z. mays Ubiquitin-Protomor, Basen 12 bis 1993 von SEQ ID NO: 9, einschlieRlich eines
Teils des Exons, Basen 896 bis 1011, und das Intron, Basen 1047 bis 1993, ist funktionsfahig mit dem selek-
tierbaren Phosphatmannoseisomerase-Marker, Basenpaare 2090 bis 3193, dem invertierten PEPC-Intron #9
von Base 3248 bis 3355 und der Terminationssequenz des CaMV 35S-Gens, Basen 3357 bis 3434, verbun-
den.
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3. pAgroTRIr

[0111] Plasmid pAgroTRIrist ein ringférmiger binarer Vektor mit 13.737 Basenpaaren mit einer DNA-Sequenz
gemaf SEQ ID NO: 10. Entsprechend umfal’t pAgroTRIr einen selektierbaren Marker, der funktionsfahig mit
einem Promotor und einer Terminationssequenz verbunden ist, und die Polynukleotidregion von SEQ ID NO:
1 hinter und im Raster mit dem Arabidopsis thaliana UBI 3-Promotor (S. Norris, S. Meyer und J. Callus, Plant
Molecular Biology 22: 895-906, (1993)) und vor und im Raster mit dem nos-Polyadenylierungssignal.

4. pNov1704

[0112] Plasmid pNOV1704 ist ein ringférmiger binarer Vektor mit 12949 Basenpaaren mit einer DNA-Se-
quenz gemaf SEQ ID NO: 11. Der Z. mays Ubiquitin-Promotor, Basen 11 bis 1992 von SEQ ID NO: 11 (ein-
schlieRlich Exon 1: 895 bis 1010 und Intron 1: 1046 bis 1992), ist funktionsfahig mit der selektierbaren Phos-
phatmannoseisomerase-Markersequenz, Basen 2089 bis 3192, und der Nopalinsynthase-Terminationsse-
quenz, Basen 3557 bis 3688, verbunden. pNOV1704 umfalt ferner den Z. mays Ubiquitin-Promotor, Basen
9218 bis 11218 (einschlieBlich Exon 1:10110 bis 10224 und Intron 1:10225 bis 11218), funktionsfahig verbun-
den mit der Trichothecen-3-O-acetyltransferase-Sequenz von SEQ ID NO: 1 bei Base 11234 bis 12662 und
der nos-Terminationssequenz 12667 bis 12935.

Beispiel 2: Weizentransformation, -selektion und -regeneration Transformation

[0113] Unreife zygotische Embryos (0,75-1,25 mm) werden von oberflachensterilisierten Weizenkaryopsen
(10% Chlorox x 10 Minuten) seziert, dann mit dem Scutellum nach oben auf ein MS-basiertes Medium aus-
plattiert (Murashige und Skoog, (1962) Physiol. Plant 15: 473-439), das mit 3% Saccharose, 3 mg/l 2,4-D (Di-
chlorphenoxyessigsaure), 150 mg/l Glutamin und 75 mg/l Asparagin erganzt und mit 0,7% Phytagar verfestigt
ist (3MS3S-Medium). Die Embryos werden in der Dunkelheit bei 28°C fur 5-10 Tage vor der Bombardierung
inkubiert. Die optimale Zeit fir die Bombardierung ist 6-7 Tage nach dem Ausplattieren. 4 Stunden vor der
Bombardierung werden die Embryos auf ein Plasmolysemedium gesetzt (das gleiche Medium wie oben be-
schrieben, aber mit 15% Maltose versetzt, anstelle der Saccharose) und in einem Kreis mit 2,5 cm Durchmes-
ser mit dem Scutellum nach oben angeordnet.

[0114] pNOV1700, oben beschrieben in Beispiel 1, wird mit Pvull und Xmnl verdaut, und ein 4117 bp Frag-
ment, das eine Polynukleotidregion mit einer Sequenz gemaf SEQ ID NO: 1 sowie den Ubiquitin-Promotor und
NOS-Polyadenylierungssignal umfal3t, wird isoliert. pCIB9818, ebenfalls oben in Beispiel 1 beschrieben, wird
mit Ascl verdaut, und das 4246 bp Fragment wird isoliert, das den UBI-Maispromotor, einen selektierbaren
Marker und eine CaMV 35S-Terminationssequenz umfaft.

[0115] Die isolierten DNA-Fragmente werden auf 0,3 pm Goldpartikel unter Verwendung des standardmafi-
gen Stanford-Verfahrens prazipitiert. Unter kontinuierlichem Verwirbeln werden 5 pg der isolierten Frag-
ment-DNA pro Konstrukt, 50 pl 2,5 M CaCl, und 20 pl 0,1 M Spermidin zu einem Eppendorf-Réhrchen hinzu-
gegeben, das 50 ul 50%iges Glycerin und 3 mg Gold enthalt. Die DNA/Gold-Mischung wird zweimal mit Etha-
nol gesplilt. Nach Verwerfen des Uberstands aus der letzten Spiilung wird Ethanol auf ein Endvolumen von 70
pl hinzugegeben. Dies liefert sechs Schisse pro Rohrchen mit Gold/DNA. Die Zielplatten werden zweimal be-
schossen, so daB es eine Ubertragung von ca. 3 ug DNA (falls 5 ug jedes der zwei Konstrukte verwendet wer-
den, was gewodhnlich der Fall ist) und 1,0 mg Gold pro Zielplatte ergibt. Der verwendete Berstdruck betragt
7,584 MPa (1100 psi). Nach der Bombardierung werden die Zielplatten Gber Nacht in die Dunkelheit zurtick-
gebracht. Nach ca. 24 Stunden Plasmolyse werden die Embryos auf 3MS3S entfernt und fiir 3 Wochen zur
Callus-Einleitung in die Dunkelheit zurtickgebracht. Keine Subkultivierung erfolgt wahrend dieses Zeitraums.

Selektion/Regeneration

[0116] Das embryogene Gewebe, das sich wahrend des 3-wochigen Einleitungszeitraums entwickelt, wird
vom nicht-embryogenen Gewebe wegseziert und auf ein Regenerations-/Selektionsmedium plaziert. Das
grundsatzliche Regenerationsmedium ist 3MS3S ohne 2,4-D, aber mit stattdessen hinzugegebenem 1 mg/l
GAS3 (Gibberellin A;), NAA (1-Naphthalinessigsaure) und NAA (als NG-Medium bezeichnet). 10 g/l Mannose
und 5 g/l Saccharose werden hinzugegeben (NG1M.5S). Das Gewebe wird dieser Anfangsphase der Rege-
neration und Selektion fur 2 Wochen unterworfen. Fir den Grofdteil des 2-wdchigen Zeitraums befindet sich
das Gewebe im hellen Raum. Die Schdsslings- und Wurzelentwicklung beginnt wahrend dieser Phase, und
nach 2 Wochen wird das gesamte Gewebe in die nachste Stufe Uberfihrt.
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[0117] Fur die zweite Phase der Regeneration und Selektion mit Mannose-Selektion wird Mannose auf 5 g/l
verringert und die Saccharose auf 20 g/l erhéht (MS2S.5M). Das Gewebe bleibt normalerweise auf diesen Me-
dien fur ca. 4 Wochen, wobei eine weitere Schdsslings- und Wurzelentwicklung erfolgt.

[0118] Kraftig wachsende Pflanzchen mit guter Farbe und Wurzel- und Schésslingsentwicklung werden von
den Platten entfernt und in groRere, als GA7 bezeichnete Behalter plaziert. Dies ist die Endstufe der Selektion
und Regeneration. Das Medium enthalt nur 1/2 MS-Salze und 15 g/l Mannose. Der beste Indikator, daf} eine
Pflanze transformiert werden kann, ist die Beobachtung von aktivem Wurzelwachstum in das Medium. Blatt-
gewebe aus aktiv wachsenden Pflanzchen wird gesammelt, und eine PCR-Reaktion wird fir entweder das Gen
von Interesse oder den selektierbaren Marker vor der Uberfiihrung in das Gewéchshaus durchgefiihrt.

Beispiel 3: Arabidopsis-Transformation

[0119] Das vorstehend in Beispiel 1 beschriebene binare Vektorkonstrukt pAgroTRIr wird in dem Agrobacte-
rium tumefaciens-Stamm GV3101 (N. Bechtold et al., CR Acad. Sci. Paris, Science de la vie, 316; 1194-1199
(1993)) durch Elektroporation (W. J. Dower, Mol. Biol. Rep. 1: 5 (1987)) transformiert. Eine 25 ml-Kultur einer
einzelnen Kolonie des GV3101-Agrobacteriums, enthaltend pAgroTRIr-Plasmide, in YEB + Rifampicin 100 und
Kanamycin 100, wird bei 30°C Uber Nacht inkubiert. GréRere Kulturen werden durch Animpfen von 500 ml des
gleichen Mediums mit 5 ml der kleinen Kultur gestartet und tber Nacht bei 30°C inkubiert. Die Kultur-OD bei
600 nm wird bestimmt und die Kulturen werden dann bei 5 K im GSA-Rotor fur 15 Minuten abzentrifugiert. Die
Zellen werden in "IM-modifizierten Infiltrationsmedium" resuspendiert, um eine End-OD bei 600 nm von 0,08
zu erreichen. 200 Mikroliter an Silwet pro Liter suspendierter Zellen wird zugesetzt. Drei Gefalte von vorzeitig
Samen-bildender Arabidopsis var Columbia-Pflanzen, ungefahr 4 Pflanzen pro Gefaly, werden in etwa 500 ml
einer Zellsuspension invertiert. Die Bliten werden in der Zellsuspension geschittelt, um die Luftblasen zu ent-
fernen, und die Pflanzen werden in der Zellsuspension fir 15 Minuten inkubiert. Eine Haube wird auf das Ta-
blett gesetzt, um die Pflanzen Uiber Nacht unter Feuchtigkeit zu belassen.

[0120] Den Pflanzen wird ermdglicht etwa 3 bis 4 Wochen zu wachsen, wobei die Pflanzen danach fur bis zu
1 Woche nicht gewaRert werden. Samenhulsen werden gesammelt und in einem Trockenraum fur etwa 1 1/2
Wochen getrocknet. Die Samen werden gepflanzt und es ihnen ermdglicht fiir etwa 2 Wochen zu wachsen. Die
Pflanzen werden mit dem Selektionsmittel bespriiht und erneut 2 und 4 Tage spater bespriht. Nach etwa 3
Tagen koénnen die Uberlebenden Pflanzen in neue Tépfe umgesetzt werden.

Beispiel 4: Biolistische Maistransformation

[0121] Embryonale Kallus-Kulturen vom Typ | (Green et al. 1983, Somatic cell genetic systems in corn. A. Fa-
zelahmad, K. Downey, J. Schultz, R. W. Voellmy, Hrsg. Advances in Gene Technology: Molecular Genetics of
Plants and Animals. Miami Winter Symposium Series, Bd. 20, Academic Press, NY) werden aus unreifen
Mais-Embryonen initiiert, die 1,5 bis 2,0 mm in Lange sind, von im Gewachshaus gewachsenen Material. Die
Embryos werden aseptisch aus den Oberflachen-sterilisierten Kolben ungefahr 14 Tage nach Bestaubung he-
rausgeschnitten. Die Embryos werden auf D-Kallus-Initiationsmedium (Duncan et al. (1985), Plants 165: S.
322-332) mit 2% Saccharose und 5 mg/l Chloramben gesetzt. Die Embryos und embryogenen Kulturen wer-
den anschlieBend im Dunkeln kultiviert. Die embryogenen Reaktionen werden von den Explantaten nach etwa
14 Tagen herausgeschnitten. Die Reaktionen werden auf D-Kallus-Beibehaltungsmedium mit 2% Saccharose
und 0,5 mg/l 2,4-D gesetzt. Nach etwa 6 Wochen einer wdchentlichen selektiven Subkultur in frisches Beibe-
haltungsmedium werden hochqualitative kompakte embryogene Kulturen gebildet. Aktiv wachsende embryo-
gene Kallus-Stiicke werden als Zielgewebe fir die Genubertragung ausgewahlt. Die Kallus-Stiicke werden auf
Zielplatten, enthaltend Beibehaltungsmedium mit 12% Saccharose, ca. 4 Stunden vor der Genubertragung ge-
setzt.

[0122] Die Kallus-Stiicke werden in Kreisen angeordnet, mit Durchmessern von 8 und 10 mm ausgehend vom
Zentrum der Zielplatte.

[0123] pNOV1700, vorstehend in Beispiel 1 beschrieben, wird mit Pvull und Xmnl verdaut und ein Fragment
von 4117 bp, umfassend eine Polynukleotidregion mit einer Sequenz gemaf der SEQ ID NO: 1 sowie einen
Promotor und ein Polyadenylierungssignal, wird isoliert. pCIB9818, ebenfalls vorstehend in Beispiel 1 be-
schrieben, wird mit Ascl verdaut und das Fragment von 4246 bp, umfassend das Marker-Gen, den Promotor
und das Terminationssignal, wird isoliert. Die isolierten DNA-Fragmente werden auf einen Gold-Mikrotrager,
wie in dem Biolistics-Handbuch von DuPont beschrieben, prazipitiert. 2 bis 3 ug jedes Plasmidkonstrukts wird
in jeder der 6 Schulmikrotrager ("shot microcarrier")-Zubereitungen verwendet. Die Polynukleotide der Erfin-
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dung werden unter Verwendung der PDS-1000He-Biolistic-Vorrichtung in die Ziel-Gewebezelle Uibertragen.
Die Einstellungen der Biolistic-Vorrichtungen sind wie folgt: 8 mm zwischen der Berstscheibe und dem Makro-
trager, 10 mm zwischen dem Makrotrager und dem Sperrfilter und 7 cm zwischen dem Sperrfilter und dem Ziel.
Jede Zielplatte wird zweimal unter Verwendung von Berstscheiben bei 4,482 mPa (650 psi) beschossen. Ein
200 x 200-Siebgewebe aus rostfreiem Stahl (McMaster-Carr, New Brunswick, NJ) wird zwischen den Sperrfil-
ter und dem Zielgewebe plaziert. 7 Tage nach der Genubertragung werden die Zielgewebestlicke aus dem
hochosmotischen Medium in ein Selektionsmedium tberfuhrt.

[0124] Das Zielgewebe wird auf ein Beibehaltungsmedium gesetzt, das keine Saccharose und 1% Mannose
enthalt. Nach 3 bis 5 Wochen werden die wachsenden Kallus-Stlicke zum Beibehaltungsmedium subkultiviert,
das keine Saccharose und 1,5% Mannose enthalt. Der embryogene Kallus, der auf dem Selektionsmedium
wachst, wird alle zwei Wochen fiir 6 bis 10 Wochen subkultiviert, bis genug Kallus produziert wird, um 10 bis
20 Pflanzen zu erzeugen. Gewebe, das ausgehend vom urspriinglichen Zielgewebestlick die Selektion ber-
lebt, wird als eine Einzelkolonie subkultiviert und als ein unabhangiges Transformationsereignis bestimmt. Ko-
lonien werden in ein modifiziertes MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962 (1962), A revised medium for rapid
growth and bioassays with tobacco tissue cultures. Pysiol. Plant 15: 473-497) tberfuhrt, das 2% Saccharose
und 1% Mannose (MS2S + 1M) mit 0,25 mg/l Ancymidol und 0,5 mg/l Kinetin enthalt. Nach 2 Wochen werden
die regenerierten Kolonien dann in MS2S + 1M ohne Hormone uberfuhrt. Die regenerierten Sproéf3linge mit
oder ohne Wurzeln aller Kolonien werden in Magentakisten Gberfuhrt, die MS3S-Medium enthalten, und kleine
Pflanzen mit Wurzeln werden gewonnen und in Erdboden im Gewachshaus tberfuhrt.

Beispiel 5: Analysen der transgenen Pflanzenexpression

[0125] Gewebe aus transformierten Pflanzen wird auf Gegenwart eines Polynukleotids analysiert, das die Se-
quenz von SEQ ID NO: 1 umfafdt. DNA wird aus transformierten Pflanzen extrahiert, und PCR-Analysen wer-
den gemal Standardprotokollen durchgefiihrt. Die fur die Amplifikation der Genkonstrukte verwendeten Primer
sind (5'-acgaatcattcaccgaggag-3') (SEQ ID NO: 3) und (5'-ctcacactctcaggcttacc-3') (SEQ ID NO: 4). Ein 650
nt-Fragment innerhalb der Sequenz von SEQ ID NO: 1 in Weizen, erhalten gemal dem obigen Beispiel 2, wird
detektiert.

b. Northern-Analyse

[0126] Transformierte Pflanzen werden auf Gegenwart von RNA durch Northern-Blot-Hybridisierung analy-
siert. Fir die Northern-Blot-Analyse wird aus Pflanzengewebe extrahierte RNA nach GroéRe getrennt und auf
eine Nylon-Membran getipfelt. Diese Membran wird anschlielend mit einer radioaktiven Sonde hybridisiert,
die aus dem 429 nt Styl-Fragment des Polynukleotids gemaR SEQ ID NO: 1 abgeleitet ist. RNA wird in Wei-
zenpflanzen und Arabidopsis-Pflanzen detektiert, die gemafR den obigen Beispielen 2 und 3 transformiert wur-
den.

Beispiel 6: Enzymatischer Test auf Trichothecen-3-O-acetyltransferase-Aktivitat.
(a) Extraktion von Pflanzengewebe fiir Enzymtests:

[0127] Drei Blattsticke mit 1 x 3,175 mm (1/8 in) (ca. 50 mg) aus transgenen Pflanzen der Erfindung und wie
hier beschrieben, einschliellich derjenigen, die gemafl den obigen Beispielen 2—4 transformiert und regene-
riert wurden, werden ausgewahlt.

(b) Glasperlenmdihle:

[0128] Gewebe wird in ein rundbddiges 2 ml-Reagenzglas gegeben und der Deckel geschlossen. Das Rea-
genzglas wird in flissigen Stickstoff getaucht und tber Nacht bei —-80°C inkubiert. Das Reagenzglas wird auf
Saws-all 24 Sekunden geschittelt, und 0,4 ml Natriumphosphatpuffer werden hinzugegeben. Das Reagenz-
glas wird fiir ca. 10 Sekunden verwirbelt und auf Eis gestellt. Das Reagenzglas wird fir weitere 5 Minuten ver-
wirbelt und dann mit 14.000 U/min in einer Eppendorf-Zentrifuge fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird
entfernt und in ein sauberes Reagenzglas gegeben.

[0129] Die folgenden Komponenten werden vermischt:

Trichothecensubstrat, 2 ul DAS (20% Aceton in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0). DON kann auch ver-
wendet werden.

Acetyl-CoA-Substrat, 2 pl [*C]-Acetyl-CoA, NEN-Katalog # NEC313 (60 mCi/mmol und 0,02 mCi/ml)
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Puffer auf ein Endvolumen von 50 pl mit Natriumphosphatpuffer, pH 7,0.
Der Test wird durch Zugabe der folgenden Enzymzubereitung eingeleitet und bei 30°C flir 15 Minuten inkubiert.
Enzymzubereitung, 10 pl Pflanzenextrakt in Natriumphosphatpuffer, pH 7.0.

[0130] Nach 15 Minuten werden 100 pl Ethylacetat hinzugegeben, und das Reagenzglas wird zweimal fir
mehrere Sekunden verwirbelt. Das Reagenzglas wird fur 2 Minuten bei 14.000 U/min in einer Eppendorf-Zen-
trifuge zentrifugiert. 50 pl der Ethylacetatphase werden entfernt und in ein Flaschchen gegeben, das eine Szin-
tillationsmischung enthalt. Das Reagenzglas wird fir 2 min unter Verwendung eines Szintillationszahlers ge-
zahlt.

[0131] Zwanzig separate Weizenpflanzen, erhalten gemal dem obigen Beispiel 2 und mit spezifischen Akti-
vitaten von 0,60 bis 13,4 nmol acetyliertes Produkt/pg Protein/15 min, werden identifiziert. Die spezifischen Ak-
tivitdten in den transformierten Weizenpflanzen sind signifikant gréRer als die Negativkontrolle. Die Negativ-
kontrolle ist eine nicht-transformierte Weizensorte, die eine spezifische Aktivitat von 0,1 bis 0,2 nmol acetylier-
tes Produkt/ug Protein/15 min hat.

[0132] Funf separate Arabidopsis-Pflanzen, erhalten gemafl dem obigen Beispiel 2 und mit spezifischen Ak-
tivitaten von 3,8 bis 28 nmol acetyliertes Produkt/ug Protein/15 min, werden identifiziert. Die spezifischen Ak-
tivitdten in den transformierten Pflanzen sind signifikant groRer als die Negativkontrolle. Die Negativkontrolle
ist eine Arabidopsis thaliana var Colubia, die mit einem Nukleinsaurekonstrukt fur die Expression des selek-
tierbaren Markers transformiert ist, die eine spezifische Aktivitdt von weniger als 0,1 nbmol acetyliertes Pro-
dukt/ug Protein/15 min hat.

[0133] Maispflanzen von wenigstens zwei unterschiedlichen Transformaten, erhalten gemafR dem obigen Bei-
spiel 4 und mit spezifischen Aktivitaten von 11,1 bis 17,9 nmol acetyliertes Produkt/ug Protein/15 min, werden
identifiziert. Die spezifischen Aktivitdten in den transformierten Pflanzen sind signifikant groRer als die Nega-
tivkontrolle. Die Negativkontrolle ist eine nicht-transformierte Maissorte, die eine spezifische Aktivitat von we-
niger als 0,2 nmol acetyliertes Produkt/ug Protein/15 min hat.

[0134] Maispflanzen von wenigstens 16 verschieden Transformanten, erhalten durch Verwendung einer
Agrobacterium-vermittelten Transformation von pNOV1704, mit spezifischen Aktivitdten im Bereich von 17 bis
183 pmol/ug/15 min werden identifiziert.

Beispiel 7: Biotest auf Trichothecenresistenz in transgenen Pflanzen

[0135] 250 ml CPR-Medium mit den folgenden Komponenten wird hergestellt und der pH auf 6,5 mit KOH
eingestellt.

1/2 MS-Salze 0,54 g

1/2 MS-Vitamine 1,25 ml

Saccharose 1% (optional) 2,50 g

[0136] Agarose wird zum obigen Medium auf eine Konzentration von 1% hinzugegeben (2,50 g), und das Me-
dium wird autoklaviert. 25 ml von 50 mg/ml Chlorphenolrot werden zum Medium hinzugegeben.

[0137] Wahrend das Medium auf 55°C gehalten wird, wird DAS oder DON in Aceton mit verschiedenen Kon-
zentrationen hinzugegeben (d. h. DON mit 4, 8 oder 16 pl von 10 mg/ml oder DAS mit 2, 4 oder 6 pl von 50
mg/ml DAS auf 1,7 ml). Ca. 0,5 ml Medium werden in jede Vertiefung einer Mikrotiterplatte mit 48 Vertiefungen
abgeteilt.

[0138] Stlicke von transformiertem Blattgewebe mit 8,467 mm x 3,175 mm (1/3 x 1/8 Zoll) werden zu den
Vertiefungen der Mikrotiterplatte sowie Kontrollgewebe aus untransformierten Kontrollen vom Wildtyp gege-
ben. Man lasst die Blattstlicke in eine Petrischale fallen und driickt sie mit Pinzetten in das Medium in den Ver-
tiefungen in der Mikrotiterplatte. Die Mikrotiterplatten werden fiir 2 bis 4 Tage bei 20°C unter Licht inkubiert. Der
Blattstlickstoffwechsel flhrt zu einer Farbveranderung (Abfall des pH) von Rot nach Gelb. Trichothecenresis-
tenzaktivitat oder eine reduzierte Empfindlichkeit fiir Trichothecene durch die Transformanten fiihrt zu gelb ge-
farbten Vertiefungen in Gegenwart von DAS oder DON.

[0139] Eine Farbveranderung von Rot nach Gelb im Vergleich mit der Kontrolle, die rot bleibt, wird in Weizen-

pflanzen der Erfindung und wie hier beschrieben beobachtet. AuRerdem besitzen die individuellen Blattstlicke
eine signifikant geringere Chlorose als die entsprechende Kontrolle.
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Beispiel 8: Keimungstest
A. Trichothecenresistenz-Keimungstest

[0140] Saatgut aus transgenen Pflanzen der Erfindung wird unter Selektionsdruck aus dem Selektionsmittel
kultiviert, und die resultierenden Pflanzen werden geselbstet. Das resultierende Saatgut wird auf MS3S-Medi-
um (MS-Salze 4,3 g/I, MS-Vitamine 100X, Saccharose 30 g/l und Phytagar 8 g/l) ausplattiert und mit entweder
DAS oder DON (mit 20 mg/ml) in einer Dichte von 1.000 bis 1.200 Samen/Petrischale (100 mm Durchmesser)
erganzt. Nach Inkubation im Licht fir 4 Tage werden die Platten auf Sdmlingswachstum untersucht.

[0141] Arabidopsis-Saatgut aus Pflanzen, erhalten gemafl dem obigen Beispiel 3 und kultiviert in Medium,
das DAS umfal¥t, weist zahlreiche Pflanzen auf, mit sowohl Wurzel- als auch SpréRlingsentwicklung. Wahrend
Kontrollsaatgut (parentale Arabidopsis-Linie, var. Colubia) schwach keimt und keine Wurzel ausbildet, wenn in
DAS-erganzten Medium kultiviert. Es werden keine Unterschiede zwischen transformierten und Kontrollsaat-
gut beobachtet, die im gleichen Medium ohne DAS kultiviert werden.

B. Pilzresistenz-Keimungstest zur Detektion von Resistenz gegen Streifenkrankheit ("Seedling Blight")
1. Pilzresistenz-Keimungstest fur Weizen:

[0142] Pilzresistenz-Keimungstests in Weizen werden im wesentlichen wie von R. H. Proctor, T. M. Hohn und
S. P. McCormick beschrieben durchgefiihrt (Reduced virulence of Gibberella zaea caused by disruption of a
trichothecene toxin biosynthetic gene. Mol. Plant-Microbe Interact. 8(4): 593-601, 1995).

[0143] Inokulum besteht aus Makrokonidien of F. graminearum, verdiinnt in Wasser auf 1 x 10° Konidien pro
ml. Inokulum wird durch Spulen der Makrokonidien aus V-8-Juice-Agar-Kulturen hergestellt, die unter weillem
und nahem UV-Fluoreszenzlicht fur 7-10 Tage kultiviert wurden. In Sdmlingstests werden Samen aus zwei un-
terschiedlichen transgenen Weizenereignissen aus dem obigen Beispiel 2 und der Kontrolle vom Wildtyp durch
Spllen in einer Losung mit 10% Bleiche und 0,05% Tween fir ca. 15 min oberflachensterilisiert und finfmal
mit sterilem destilliertem Wasser gespult. Die Samen werden in einer Suspension der Makrokonidien fiir ca.
10 min getrankt und dann in Vermiculit ausgesat, das in 10 cm-Plastiktépfen enthalten ist (20 Samen pro Topf).
Vor dem Aussaen werden die Topfe zu ca. 3/4 mit Vermiculit gefillt und in 2—4 cm Wasser gestellt, bis die Ober-
seite des Vermiculits nass ist. Nach dem Aussaen werden die Samen mit zusatzlichen 1-2 cm Vermiculit be-
deckt, und die Topfe werden individuell in Kunststoffbeutel gestellt und in einer Wachstumskammer bei 22°C
mit 16 h Licht und 8 h Dunkelheit fiir 1 Woche inkubiert. Nach etwa 1 Woche werden die Tépfe aus den Beuteln
entfernt, und nach 2 Wochen wird die Krankheit durch Zellen der Anzahl der Samlinge ausgewertet, die in je-
dem Topf aufgehen. Kontrollen werden wie oben beschrieben behandelt, aulRer dal die Samen in sterilem
Wasser getrankt werden und 40 Samen verwendet werden.

[0144] 50% und 43% des Saatguts aus den zwei unterschiedlichen transgenen Pflanzenereignissen keimen
im Vergleich mit dem gleichen transgenen Saatgut, das mit Wasser behandelt wurde, wohingegen 17% der
Kontrolle vom Wildtyp im Vergleich mit dem gleichen Saatgut keimen, das mit Wasser behandelt wurde.

2. Pilzresistenz-Keimungstest fiir Mais:

[0145] Ein Inokulum wird aus F. graminearum-Kulturen, kultiviert auf Mung-Bohnen-Agar (hergestellt aus
Flussigkeit von gekochten Mung-Buhen) unter tber 12 h wechselnden Licht- und Dukelheits-Zyklen bei 25°C,
hergestellt. Sporen werden zunéchst durch Uberschwemmen der Platte mit sterilem Wasser und dann durch
Schaben der Platte unter Verwendung eines Glasstabs geernetet. Die Lésung wird gesammelt und die Spu-
renkonzentration auf 1 x 10° Sporen/ml mit 2-fach destilliertem sterilem Wasser ab dem Tag der Animpfung
eingestellt.

[0146] Erdboden, bestehend aus einem sterilisierten Gemisch aus Erdboden, Torf und Vermikulit, wird mit 1
ml an Spurenlésung pro Liter Erdboden in 5 I-Sandbanke angeimpft, und der angeimpfte Erdboden wird in ei-
nem Zementmischer fur 2 Minuten pro Ladung gemischt. Die Kontrollbehandlungen bestehen aus nicht-befal-
lenem Erdboden. Die Sandbanke werden jeweils mit 30 Kérnern des erfindungsgemafen transgenen Saatguts
oder mit Wildtypkontrolle bepflanzt und in Gewachskammern inkubiert, gehalten unter halbgesattigten Erdbo-
denbedingungen bei 12,8°C (55°F) flr bis zu 4 Wochen. Die Lichtmengen sind unter 24 Stunden Dunkelheit
fur 14 Tage nach Pflanzung und 12 Stunden Licht 15 bis 24 Tage nach Pflanzung. Markierte Stangen werden
zu den Sandbanken gegeben, und die Sandbanke werden in die Gewachskammer umgesetzt und randomi-
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siert.

[0147] Die Pflanzenzahlungen werden intiiert sobald das Hervortreten beginnt und werden taglich oder alle
zwei Tage durchgefiihrt, bis es keine weitere Anderung im Pflanzenhervortreten gibt.

[0148] Symptome von visueller Verfarbung und Umfallkrankheit (damping-off) des Keimlingauswuchses wer-
den bestimmt und zum Charakterisieren des Grads der Pflanzenresistenz im Vergleich zu den Wildtypkontrol-
len verwendet. Pflanzen mit weniger visueller Verfarbung und/oder Umfallkrankheit des Keimlingauswuchses
als die Wildtypkontrolle werden ausgewahlt.

Beispiel 9: Pilzresistenztest
A. Untersuchung von transgenen Weizenpflanzen

[0149] Weizen-WeilRahrigkeit ("head blight", "head scab") wird durch Fusarium graminearum verursacht (Te-
leomorph: Gibberella zeae). F. graminearum-Kulturen werden auf V-8-Agar-Medium, hergestellt mit V-8-Juice)
oder auf Mungbohnenagar (hergestellt mit Flissigkeit aus gekochten Mungbohnen) unter 12-stiindigen ab-
wechselnden Hell-/Dunkel-Zyklen bei 25°C kultiviert. Sporen werden geerntet, indem zuerst die Platte mit ste-
rilem Wasser geflutet und dann die Platte unter Verwendung eines Glasstabs abgeschabt wird. Die Lésung
wird aufgefangen und die Spurenkonzentration auf 5 x 10* Sporen/ml mit doppelt destilliertem, sterilem Wasser
am Tag der Inkubation eingestellit.

[0150] Transgene Pflanzen werden wie im obigen Beispiel 2 beschrieben erhalten, und Kontrollpflanzen kén-
nen im Gewachshaus bis zur Bliitezeit oder Ahrenbildung kultiviert werden. Ahren werden durch Injizieren von
ca. 20 pl (ca. 1.000 Sporen) Inokulum zwischen das Lemma und die Palea einer Bliite nahe der Mitte der Ahre
beimpft. Einige Ahren werden unbeimpft belassen oder werden mit sterilem Wasser als Kontrollen beimpft. Die
Pflanzen werden dann in eine Wachstumskammer gebracht und unter hoher Feuchtigkeit fur bis zu 21 Tage
inkubiert, oder Pflanzen werden zuerst in einer Nebelkammer fiir 72 h bei 18,3 bis 21,1°C (65 bis 70°F) inku-
biert und dann im Gewachshaus fir weitere 18 Tage inkubiert.

[0151] Transgene Pflanzen der Erfindung und wie hier beschrieben und Kontrollpflanzen kénnen auch auf
dem Feld kultiviert werden, wo die Ahren durch Besprithen beimpft werden.

[0152] Die Krankheit wird durch Zahlen der Anzahl von symptomatischen und asymptomatischen Ahrchen
auf jeder beimpften Ahre auf einer reprasentativen Anzahl von transgenen Ahren und Kontrolldhren vom Wild-
typ und daraus durch Berechnung des Prozentanteils von Ahrchen auf jeder Ahre, die symptomatisch sind,
ausgewertet. Symptome bestehend aus einem verfriihten WeilRwerden im Vergleich mit den Kontrollpflanzen
und in manchen Fallen in der Nekrose von Ahrchen. Pflanzen mit weniger symptomatischen Ahrchen als die
Kontrolle vom Wildtyp werden selektiert.

[0153] Sechs unterschiedliche transgene Pflanzen mit unterschiedlichen Kopiezahlen von SEQ ID NO: 1 und
unterschiedlichen Zahlen von Insertionsorten gemaf Southern-Daten haben einen durchschnittlichen Prozent-
wert von symptomatischen Ahrchen pro Ahre im Bereich von 10,40% bis 31,20% im Vergleich mit 44,75% fiir
die Kontrolle vom Wildtyp, wenn die transgenen Pflanzen und Kontrollen im Gewachshaus, wie oben beschrie-
ben, inkubiert werden. Die gleichen transgenen Pflanzen haben enzymatische Aktivitdten, gemessen wie im
obigen Beispiel 6 beschrieben, im Bereich von 0,874 bis 29,1 nmol/ug/15 min.

B. Testen der transgenen Maispflanzen
Test auf Maisdhrenverwesung

[0154] Getreideahrenverwesung wird durch Fusarium graminearum (teleomorph: Gibberella zeae) verur-
sacht. F. graminearum-Kulturen werden auf V-8-Agarmedium (hergestellt mit V-8-Saft) unter 12-stlindigem
Wechsel von Licht- und Dunkehleitszyklen bei 25°C kultiviert. Sporen werden zunéchst durch Uberschwem-
men der Platten mit sterilem Wasser und dann durch Schaben der Platten mit einem Glasstab geerntet. Die
Lésung wird gesammelt und die Sporenkonzentration auf 5 x 10° Sporen/ml mit zweifach destilliertem sterilem
Wasser am Tag der Animpfung eingestellt. Die transgenen Pflanzen und Kontrollpflanzen werden im Gewéachs-
haus oder auf dem Feld gezichtet. Bei Ziichtung im Gewachshaus verbleiben die transgenen und Kontroll-
pflanzen im Gewachshaus 4 bis 7 Tage nach Seidenauswuchs, wenn eine 2 mI-Sporensuspension in den Sei-
denkanal (innerhalb der Schotenhdille und oberhalb des Kolbens) eingefiihrt wird. Dies wird unter Verwendung

23/42



DE 600 38 748 T2 2009.07.02

einer hyperdermischen 18-Gauge-Nadel aus rostfreiem Stahl, die mit einer gro3en Spritze verbunden ist, er-
reicht. Zusatzlich zur Seidenkanalanimpfung wird das Kornanimpfungsverfahren verwendet, um Krankheitsre-
sistenz zu testen. Die Kornanimpfung beinhaltet das Einfuhren der Sporensuspension (ca. 0,4 ml) in einer
Gruppe von vier Kérnern durch mehrfache Injektion mit einer 18-Gaugenadel, die mit einer Spritze verbunden
ist. Die Erkrankung wird durch visuelle Inspektion der Ahren, die 5 bis 7 Wochen nach Animpfung geerntet wer-
den, auf sichtlich imfizierte Kérner beurteilt. Die Beurteilungsskala der Krankheit fiir Ahren mit einer Hiilse ba-
siert auf einer visuellen Schatzung des Prozentsatzes an sichtlich infizierten Kérnern auf einer Ahre wie folgt:
1ist 0%; 2 ist 1 bis 3%; 3 ist 4 bis 10%, 4 ist 11 bis 25%; 5 ist 26 bis 50%, 6 ist 51 bis 75%; 7 ist 76 bis 100%.
Maispflanzen werden ausgewabhlt, die einen niedrigen Prozentsatz an sichtlich infizierten Kérnern aufweisen
im Vergleich zur Wildtypkontrolle.

Beispiel 10: Mykotoxin-Kontaminationstest

[0155] Proben werden zur Mykotoxin-Konzentrationsanalyse wie folgt hergestellt. Saatgut wird aus transge-
nen Pflanzen der Erfindung und wie hier beschrieben gesammelt, gewogen und vereinigt. Wenn Weizensaat-
gut getestet wird, wird Weizensaatgut aus den Ahren der gleichen transgenen Pflanzen der Erfindung und wie
hier beschrieben gesammelt und gewogen und vereinigt. Wenn transgener Mais untersucht wird, werden Mais-
kolben auf ein niedriges Feuchtigkeitsniveau getrocknet, die von Hand geschalt und die Kérner von den Kolben
der gleichen transgenen Pflanze gewonnen und zusammengegeben. Jede Saatgut- oder Kérnerprobe wird
sorgfaltig zur Unterstiitzung einer zufalligen Verteilung des Saatguts vermischt. Eine Saatgut- oder Kérnerpro-
be von 50 g wird zu einem feinen Pulver in einer Mihle gemahlen (z. B. Retsch Ultrazentrifugenmihle, Typ
ZM1, Brinkman Instruments, Inc., Rexdale, Ontario, Romer Series Il Mill, Union, Missouri, USA). Die Konzen-
tration des Mykotoxins von Interesse, wie z. B. DON, wird dann unter Verwendung der handelsublichen Tests,
wie DONtest TAG™ Mykotoxin-Testsystem (VICAM, LP, 313 Pleasant Street, Watertown, MA 02472), bestimmt
oder durch eine kommerzielle Analysenfirma analysiert (z. B. Romer Labs, Inc., Union, Missouri, USA oder Tri-
logy Analytical Laboratory, Inc., Beaufort, Missouri, USA). Die Herstelleranleitungen werden fur alle Aspekte
der Analyse befolgt. Fiir das DONtest TAG™ Mykotoxin-Testsystem wird eine letzte fluorometrische Messung
fir DON durchgefiihrt. Pflanzen, die Saatgut mit weniger Mykotoxin, wie DON, als die Kontrolle vom Wildtyp
erzeugen, werden selektiert.

Beispiel 11: Verwendung eines Polynukleotids gemall SEQ ID.NO: 1 als einen selektierbarer Marker
A. Selektierbarer Marker in Pilzzellen

[0156] Ashbya gossypi wird unter Verwendung von Standard-Pilztransformationstechniken mit einem
DNA-Konstrukt, das ein Polynukleotid mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 funktionsfahig verbunden mit dem Ga-
lactosidase-Promotor umfaldt, transformiert. Transformierte Zellen wachsen in einem Medium, das DAS bei ei-
ner Konzentration im Bereich von 1,56 ng/ml bis 196 pg/ml umfallt, wahrend die untransformierten Wild-
typ-Pilzzellen dies nicht tun.

Selektierbarer Marker in Pflanzenzellen

[0157] Saatgut von Arabidopsis-Pflanzen, die gemafl dem obigen Beispiel 3 transformiert sind, jedoch noch
nicht einer Selektion unterzogen wurden, werden in einem 0,1%igen Agarosemedium, enthaltend 0, 5 oder 10
pg/ml DAS, ausplattiert. Nach Inkubation in einem Gewachsraum bei 22°C mit 16 h Licht und 8 h Dunkelheit
fur 2 Wochen werden die gréfReren nicht verstimmelten Pflanzen von einer DAS-Platte und eine entsprechen-
de Anzahl wird von der Kontrollplatte verpflanzt.

[0158] Blatter der Arabidopsis-Pflanzen, die von der 5 ug/ml-Platte verpflanzt werden, werden auf enzymati-
sche Aktivitat nach einem zweiwo6chigen Wachstumszeitraum untersucht, und es ist gezeigt, daf3 11 von 11 un-
verstimmelten Pflanzen enzymatisch aktiv waren, wie durch Beispiel 6 gemessen, wahrend 9 von 10 Pflanzen,
die nicht durch DAS selektiert waren, negativ im gleichen Test waren. Die eine nicht-selektierte Pflanze, die
enzymatisch aktiv war, war weitaus weniger aktiv als jede der DAS-selektierten getesteten Pflanzen.

[0159] Die oben offenbarten Ausflihrungsformen sind illustrativ.
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<110>

<120>

<130>

<140>
<l41>

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

<212>
<213>
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Transgene Pflanze und Verfahren
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PatentIn Vers. 2.0

1

1403

DNA o
Fusarium sporotrichioides

<400> 1

atcaaaatgyg
atcggccage
tctgatccct
tctcaaacct
acaggaactt
cgtgatgatt
atgtttgacg
cccaacgacce
ctcaccgtca
cttetcteea
ctcgatecgcea
caccagatcg
tgggegttcet
actcttgacg
caatcaacct
cgegetgteg
aacatgacct
gcatcacgcece
gcgacgtaca
ccgtcaagca
gggtttggac
ttgatgtact
gatgaggata
gggtagatag

cecgcaacaag
aaccgectcet
cccagtatce
tcccatgggt
ccaagatcat
cctcagecgee
agaacgtcgt
cgaagcectgt
acggacaaca
aggecgtgecg
agacggtagt
ccaaacctge
tttcattcac
cgtcgtecaa
cgecgegtacg
acatgcgggg
accatgacte
tgcgetcgga
tgcatggect
gcatcatgct
tgggtaagce
ttatgcccaa
tggagagact
tttactagac

cagcacaage
tctttcaate
caccatcgte
cgegggecag
tccatatgag
aacgatcgag
cgetcegagyg
gttgctattg
tggtgctatyg
caacgaatca
cectetectt
geetgetggce
tcccaaggcec
gtttgtgtca
tctegcaaga
cccaatgggce
gaccgtegee
actcaacagt
gectgacaag
gagttcetgg
tgagagtgtg
gaagectgat
aaaggcggat
tac

agccagtctt
tacacccaga
agcaccettg
gtcaagaccg
gagacaccee
gggttgagaa
aagacattag
cagctcaact
gacatgacag
ttcaccgagg
gaaaactaca
gacgcetecac
ctctcggage
actgatgatg
ttggatgctt
gtatcaagca
gaaatcgceca
gatcgtttge
tcgagegtct
gccaaggtgg
agaagacctce
ggggagttta
gaggagtgga
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ttgacataga
tcagtctcgt
aggaaggcct
agggcatcag
gtettgtggt
aggegggtete
ctatcggace
tcattaaggg
gacaagatgce
aggaaatctc
aagttggtcc
ccgecacegge
tgaaagacgc
ctetttegge
ccacacctac
catacccagg
acgaaccact
gcagacgaac
ccctgaccge
gatgctggga
getttgaacce
cggcgtcecat
caaagtacgce

getegacate
ttacceegte
aaaacgccte
cgaaggaaac
gaaagacctc
cccettagag
tggcaatgge
cggactcatt
aattattcgt
ggccatgaac
tgagctagac
caaggcaage
agccacaaag
gtttatctgg
tgaattctge
ccttcttcaa
tggcgcaaca
acaagetttg
cgatgcgaat
gtatgacttt
ttttgagagt
ttctectgagg
aaagtatatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1403



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

<400>
Met

Asp

Ser

Ser

val

Thr

Asp

Ala

Lys

val

145

val

Ile

Glu

Glu

Ala

225

Phe

Thr

2

459

PRT
Fusarium

2

Ala Ala Thr

Ile Ile Gly
20

Leu Val Tyr
35

Thr Leu Glu
50

Ala Gly Gln
Ser Lys Ile

Leu Arg Asp
100

Gly Phe Pro
115

Thr Leu Ala
130

Leu Leu Leu
Asn Gly Gln

Arg Leu Leu
180

Ile Ser Ala
185

Asn Tyr Lys
210

Pro Ala Gly

Phe Ser Phe

Lys Thr Leu
260
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sporotrichioides

Sexr Ser Thr Ser

5
Gln

Pro

Glu

val

Ile

85

Asp

Leu

Ile

Gln

His

165

Ser

Met

val

Asp

Thr
245

Asp

Gln

val

Gly

Lys
70

Pro -

Ser
Glu
Gly
Leu
150
Gly
Lys
Asn
Gly
Ala
230

Pro

Ala

Pro

Ser

Leu

Thr

Ser

Met

Pro

135

Asn

Ala

Ala

Leu

Pro

215

Pro

Lys

Ser

Pro
Asp

40
Lys
Glu
Glu
Ala
Phe
120
Gly
Phe
Met
Cys
Asp
200
Glu
Pro

Ala

Ser

Ser

-Leu

25

Pro

Arg

Gly

Glu

Pro

105

Asp

Asn

Ile

Asp

Arg

185

Arg

Leu

Ala

Leu

Lys
265

Gln
10

Leu

Ser

Leu

Ile

Thr

50

Glu

Gly

Lys

Met

170

Asn

Lys

Asp

Pro

Ser

250

Phe

Ser

Ser

Gln

Ser

Ser

75

Pro

Ile

Asn

Pro

Gly

155

Thr

Glu

Thx

His

Ala

235

Glu

val
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Phe:

Ile

Gln

60
Glu
Arg
Glu
val
Asn
140
Gly
Gly
Ser
val
Gln
220
Lys

Leu

Ser

Asp

Tyx
Pro

45
Thr
Gly
Leu
Gly
val
125
Asp
Leu
Gln
Phe
vVal
205
Ile
Ala

Lys

Thr

Ile

Thr

Thr

Phe

Asn

Val

Leu

110

Ala

Pro

Ile

Asp

Thxr

180

Pro

aAla

Ser

Asp

Asp
270

Glu
15

Gln

Ile

Pro

Thr

val

95

Arg

Pro

Lys

Leu

Ala

175

Glu

Leu

Lys

Trp

Ala

255

Asp

Leu

Ile
val
Trp
Gly

80
Lys
Lys
Arg
Pro
Thr
160
Ile
Glu
Leu
Pro
Ala
240
Ala

Ala



Leu
Leu
Gly
305

Thr

Ala

Arg
Ser
Leu
385
Gly
Glu

Ala

Glu

Ser
Asp
290

Pro

Tyr

Thr

Arg
Ser
370
Ser
Leu
Ser

Ser

Glu
450

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

<220>
<223>
<400>
acgaatcatt caccgaggag

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

<220>
<223>

<400>
ctcacactct caggcttacc

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

Ala
275
Ala
Met

His

Ala

Thr
355

val

Ser

Gly

Leu

Ile

4135
Trp
3

20
DNA

Phe

Ser

Gly

Asp

Ser
340

Gln

Ser

Trp

Lys

Met

420

Ser

Thr

Ile

Thr

Val

Ser

325

Arg

Ala

Leu

Ala

Pro

405

Leu

Lys
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Trp Gln Ser Thr Ser Arg Val Arg Leu Ala

Pro
Ser
310
Thr

Leu

Leu

Thr

Lys

390

Glu

Phe

Arg

Thr
295
Ser

Val

Arg

Ala

Ala

375

val

ser

Met

Asp

Ala
455

Kiinstliche Sequenz

280

Glu

Thr

Ala

Ser

Thr
360

Asp

Gly

Vval

Pro

Glu

440

Lys

Phe

Tyr

Glu

Glu
345

Tyr
Ala
cys
Arg
Lys
425

Asp

Ty

Cys
Pro
Ile

330

Leu

Met

Asn

Trp

Arg

410

Lys

Met

Ile

Arg Ala
300

285

Vval

Asp Met

Gly Leu Leu Gln 2Asn

315

Ala Asn

Asn Ser

His Gly
Pro Ser

380
Glu Tyr

395
Pro Arg
Pro Asp

Glu Arg

Gly

Glu

AsSp

Leu
365
Ser
Asp
Phe

Gly

Leu
445

Pro Leu
335

Arg Leu
350

Pro Asp

Ser Ille

Phe Gly

Glu Pro
415

Glu Phe
430

Lys Ala

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA-Primer

3

4
20
DNA

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: DNA-Primer

4

5
135
DNA

6

Fusarium graminearum

27142

Arg
Arg
Met
320

Gly

Arg

Lys
Met
Phe
400
Phe

Thr

Asp
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<400> 5

atggctttca agatacagct cgacaccctc ggcecagetac caggectecet ttegatctac 60
acccaaatca gtctectcta cceccgtcectct gattectcte aatatcccac tattgtcage 120
accttcgage aaggtcttaa gegettctcce gaagecgtec catgggtcge aggcecaggte 180
aaagccgagg gcattagcga gggaaacaca ggaacttccet ttatcgtecc ttttgaggac 240

gttcectegtg
atgagaaagg
acgttaccta
ctcaacttca
atggtaggcec
accgaagagg
aactatacga
gacgcrgttc
atgtcagagc
actgacgatg
atcgatggct
gtctcgaaca
gaaatcgcca
gcgagcatgce
tccaacgtat
gccaaggtgg
agacggccaa
ggcgagttct
aaggagtgga

cttgtagtgaa
cgggataccce
ttggacctygg
tcaagggcygg
aagatgcggt
aaatgacggce
ttggccecga
tcacgccggt
tcaaggatgce
ctctttegge
ctgcacctac
actacccagg
acgagtcact
gccagcgaac
ccectgacggce
gactctggga
tctttgagcee
gtgcggecget
ccaagtatgc

agacctccge gatgatcctt cagcgeecac gatcgagggt 300

tatggcgatg
tactggtece
actcateccte
gatcecgtcta

catgaacctc
ggtagatcat
cagtgcaagc
tgctaccaag
gttcatctgg
cgagttctgce
ccttettcaa
cggcgcaaca
aagaggtctce
tgatgcggac
ttacgacttt
tgttgagage
ttctetgagyg
gcagtacgtt

tttgacgaga
gacgacccaa
actgtcaacg
ctctccaagyg
gatcgcaaga
cagattgtca
tgggecgttct
actcttgacg
aaatcggecet
cgtgctgttyg
aacatgacct
gcatcacgece
gcgacgtace
ccatctacca
gggctceggac
ttgatgtact
gatgaggata
ggttag

acatcatcgce
agcctgtaat
gacagcacgyg
cgtgcecgtaa
cgatagrtce
aagctgatgt
tcacattcag
catcaacaaa
ctcgegtgeg
atgctcgacce
accacaacte
ttcgetcaga
tgcacaacaa
gegtcatget
tgggtaagcce
ttatgcccaa
tggaccgatt

gccaaggaag
tctattgcag
tgctatggat
cgacccatte
ttaccttgaa
agctggtggt
ceccaaggec
gttecgtgteg
tctcgaaaga
ggcaatgggt
gaccatcggce
actcgacccee
ccccgacaag
gagttcttgg
cgagactgtyg
gaagccectgat
gaaggcggat

360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1356

<210> 6

<211> 451

<212> PRT

<213> Fusarium graminearum

<400> 6

Met Ala Phe Lys Ile Gln Leu Asp Thr Leu Gly Gln Leu Pro Gly Leu
1 5 10 15

Leu Ser Ile Tyr Thr Gln Ile Ser Leu Leu Tyr Pro Val Ser Asp Ser
20 25 30

Ser Gln Tyr Pro Thr Ile Val Ser Thr Phe Glu Gln Gly Leu Lys Arg
35 40 45

Phe Ser Glu Ala Val Pro Trp Val Ala Gly Gln Val Lys Ala Glu Gly
50 55 60

Ile Ser Glu Gly Asn Thr Gly Thr Ser Phe Ile Val Pro Phe Glu Asp
65 70 75 80

val Pro Arg Val val Val Lys Asp Leu Arg Asp Asp Pro Ser Ala Pro
85 90 95

28/42



Thr Ile

Glu Asn

Gly Pro

130

Lys Gly

145

Met Val

Asn Asp

Lys Thr

Asp His

Thr

225

Met

Lys

Ala

Phe

305

Glu

Glu

Ala

Leu

385

Lys

AsSp

210

Pro

Ser

Phe

Ser

Cys
290
Pro
Ile
Leu

Leu

Asp
370

Lys

Met

val
450

Glu
Ile
115
AsSp
Gly
Gly
Pro
Ile

195

Gln

val

Glu

val

275

Arg

Gly

Ala

Asp

His

355

Pro

Asp

Pro

Pro

Asp Arg Leu

435

Gly

Gly
100
Ile
Asp
Leu
Gln
Phe
180

val

Ile

Ser
Leu
Ser
260
val
Ala
Leu
Asn
Pro
340

Asn

Ser

Ile

Asp
420

Met

Ala

Pro

Ile

Asp

165

Thr

Pro

val

Ala Ser
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Arg Lys

Pro Arg

Lys Pro

Alé'Gly

108

Lys Thr

120

135

Leu Thr

150

Ala Val

Glu Glu

Tyr Leu

Lys Ala

215

230

Lys Asp Ala

245

Thr Asp Asp

Arg Leu Glu

Val Asp Ala

295

Leu Gln Asn
310

Glu Ser Leu

328

Ala Ser Met

Asn Pro Asp

Thr Ser Val

3758

Asp Phe Gly
390

Phe Glu Pro

405

Gly Glu Phe

Lys Ala

Glu

val Ile

Val Asn

Ile Arg

Glu Met

185

200

Ala

Ala

Arg

280

Arg

Met

Qly

Arg

Lys

360

Met

Leu

val

Cys

Asp
440

Asp val

Trp Ala Phe

Thr

Leu
265
Ile
Pro
Thr
Ala
Gln
345
Ser
Leu
Cly
Glu
Ala

425

Lys

Tyr
Leu
Leu
Gly
Leu

170

Thr

Ala

Phe
Lys
250

Ser
Asp
Ala
Tyr
Thr
330
Arg
Asn
Ser
Leu
Ser
410

Ala

Glu

Pro Met

Pro Ile

Leu Gln
140

Gln His
155

Leu Ser

Ala Met

Asn Tyr Thr Ile

Gly Gly

220

Thr Phe
235

Thr Leu

Ala Phe

Gly Ser

Met Gly
300

His Asn
315

Ala Ser
Thr Arg
Val Ser
Ser Trp

3so

Gly Lys
395

Leu Met

Leu Ser

‘Trp Thr
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Ala
Gly
128
Leu
Gly
Lys
Asn
Gly

205

Asp

Ser

Asp

Ile

Ala

285

val

Ser

Arg

Gly

Leu

365

Ala

Pro

Tyr

Leu

Lys
445

Met
110
Pro
Asn
Ala
Ala
Leu
190

Pro

Ala

Pro

Ala

Trp

270

Pro

Ser

Thr

Leu

Leu

350

Thr

Lys

Glu

Phe

Arg
430

Tyr

Phe

Gly

Phe

Met

Cys
178
Asp

Glu

Val

Lys

Ser
255

Lys

Thr

Asn

Ile

335

Ala

Ala

val

Thr

Met

415

Asp

Ala

Asp
Thr
Ile

Asp
160

val

Leu

Ala
240

Thr

Ser

Glu

Asn
Gly
320
Ser
Thr
Asp
Gly
val
400
Pro

Glu

Gln



<210> 7
<211>
<212>
<213>
<400> 7
atgtttagag
gatcaacttg
tctatctacc
ggacttgaaa
gctgacgaag
gtccaagatc
tttcctatct

ggaaacacta
atctecceggceg
caggaaagta
gaactgctca
gaacccgaca
gaaaaggaac
tcattgcaga
tccactgatg
cgacttaaac
ggactccccg
aaaagcttgg
cctaaagtct
ccggacaaga
agttcgtggg
aagagtgtac
tcctccagag
aatgcggata

<210> 8

1425
DNA
Saccharomyces

tcaagatcat
atattttggg
gtgtaccaga
cattggctaa
gtaacactgg
ttcgagaaga
acatgttaga

taggtatggc
gcctegtctt
tcatcaactt
ttggaaatat
ccacgctagt
agtcttgttc
atctgaggat
atatcgtcac
cagaaacgaa
aaacgtatcc
atcataaaag
tcgatttggce
ctaaggtttce
caaaagtcag
gacggccgceg
gtgaaatggt
aagaatggac
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cerevisiae

ctctcagaaa
acaacaacct
tcecttcetgcet
aaatttccag
tacctacaga
tctgtctgee
cgaaaagact

cgccaagagt
aactattgtce
gctcaataaa
agataaaagc
tcatgaaata
ttcgaactct
tttggcaatg
tgctttcatc
atcaaattta
agggttatta
tttgggcgtt
ctataataca
tatacctcaa
cctgtatgac
cttcatttcc
ggttgctctt
aaattatgct

cgtacaaaaa
tcgctataca
catgaccata
tggctagcag
attgtccecgt
ccaacaatgg
tttgcgectt

gggcctgtat
gggcagcaca
tcttgecace
aaatctattc
gtggaaacct
acttgggctt
cagacatgta
tggaaatcag
gggcgtgcetg
gtcaacatga
cttgcatcac
tgcgcacttg
ccaattgata
gttgatttca
cttgagagcc
tgccttagag
acacatatag

gtgtacagat
aactatacac
tcgtaaatac
gaaatgtecgt
cagacaaaat
attcgcttga

gcatgactat

ttgcagttca
atattatgga
aaaaaccttt
ctttgtttga
ctagaaatac
atgttgaatt
cttectggceac
tttctcgage
tggatgttag
cctttaatac
agattcgcag
ctacgctcct
ctttatctgg
atctagggct
taatatattt
ataaagattg
gatga

gctagaaaac
tcaaatatgc
cttaacaaga
aaatgaaggt
tccacttate
aaaagctgac
caatccacct

agcaaacttt
tataacagga
ctctgatgaa
tgaaacttgg
aagtggagag
ttctgctatc
aaaatttgtc
ccgtttatct
aaaacggcta
aggttccctg
gaagctagac
tagccgatgc
aattatggtc
tgggaagcec
tatgcctaga
ggagtgcctg

60

120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720

‘780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1425

474
PRT
Saccharomyces cerevisiae

<211>
<212>
<213>

<400> 8

Gln val Gln

15

Lys Arg Thr
10

Val Lys Ile TIle Ser Lys Ser

Met. Phe Arg
' 5

1

Ile
25

Leu Gly Gln Gln Pro Ser Leu

30

Asn Asp Gln Leu Asp
20

Met Leu Glu

val
45

Thr Gln Ile Cys Serxr Pro Asp Pro

40

Tyr Lys Leu Ile Tyr Arg

35

Ty

Asn Thr Leu Thr Arg Glu Thr

60

Asp His Ile val Gly Leu

55

Ser Ala His
50

Ala Val Asn Glu Gly

80

Phe Gla Trp Leu

70

Gly Asn val
75

Leu Ala Lys Asn

€5
Arg Ile Val Ser
90

Asn Thr Gly Thr Pro

85

Asp
95

Ala Asp Glu Gly TYr Lys

Ala Thr

110

Ile Leu Glu Asp Leu Ser Pro

100

Val Gln Asp Arg

105

Ile Pro Leu

Phe Met Glu

125

Glu Lys Ala Asp Leu

120

Met Asp Ser Leu Pro Ile Tyr Asp

115
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Lys
Gly
145
Ile
Asp
His
Lys
Thr
225

Glu

Phe

Phe
-Glu
305
Gly
Thr
Ser
Asn
Lys
385
Ser

Leu

Ser

Thr
130
Met
Ser

Ile

Gln

Ser
210
Leu
Lys
Ser
Thr
Ile
290
Thr
Leu
Gly
Gln
Thr
370
val
Ser

Gly

Leu

Phe
Ala
Gly
Thr

Lys
1395

Lys
val
Glu
Ala

Ser
275

Trp
Lys
P;o
Ser
Ile
355
Ser
Trp
Lys

Ile
435

Ala
Ala
Gly
Gly

180

Pro

Ser

His

Gln

Ile

260

Gly

Lys

Ser

Glu

Leu

340

Arg

Ala

Ile

Ala

Pro
420

Pro
Lys
Leu
165

Gln

Phe

Ile

Glu

Ser

245

Ser

Thr

Ser

Asn

Thr

325

Lys

Arg

Leu
Pro
Lys
405

Lys

Phe
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Cys Met
135

Ser Gly
150

Val Leu
Glu Ser
Ser Asp

Pro Leu
215

Ile val
230

Cys Ser
Leu Gln
Lys Phe

Val Ser
295

Leu Gly
310

Tyr Pro

Ser Leu
Lys Leu
Ala Thr

375
Gln Pro
390
Val Ser

Ser Val

Met Pro

Thr Ile Asn Pro

Pro
Thr
Ile

Glu
200

Phe
Glu
Ser
Asn
val
280
Arg
Arg
Gly
Asp
Asp
360
Leu
Ile
Leu

Arg

Arg
440

val

Ile

Ile

185

Glu

Asp

‘Thr

Asn

Leu

265

Ser

Ala

Ala

Leu

His

345

Pro

‘Leu

Asp

Tyr

Arg

425

Ser

Phe
val
170

Asn

Leu

Glu

Ser

Ser

250

Arg

Thr

.Arg

val

Leu

330

Lys

Lys

Ser

Thr

-ASp

410

Pro

Ser

Ala
155
Gly

Leu

Leu
Thr
Arg
235
Thr
Ile
Asp
Leu
Asp
315
val
Ser
val
Arg
Leu
395
val
Arg

Arg

31/42

2009.07.02

Pro Gly Asn Thr Ile
140

Val Gln Ala Asn Phe

160

Gln His Asn Ile Met
175

Leu Ash.Lys Ser Cys
190

Ile Gly Asn Ile Asp
205

Trp Glu Pro Asp Thr
220

Asn Thr Ser Gly Glu
240

Trp Ala Tyr Val Glu
255

Leu Ala Met Gln Thr
270

Asp Ile Val Thr Ala
285

Ser Arg Leu Lys Pro
300

Val Arg Lys Arg Leu
320

Asn Met Thr Phe Asn
’ 335

Leu Gly Val Leu Ala
350

Phe Asp Leu Ala Tyr
365

Cys Pro Asp Lys Thr

380

Ser Gly Ile Met Val
400

Asp Phe Asn leu Gly
415

Phe Ile Ser Leu Glu
430

Gly Glu Met Vval Vval
445
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Ala Leu Cys Leu Arg Asp Lys Asp Trp Glu Cys Leu Asn Ala Asp Lys

450

455

Glu Trp Thr Asn Tyr Ala Thr His Ile Gly
470

465

<210> 9
<211>
<212>

<400> 9
aagcttgcat

attgcatgtc
gcagtttate
gtactacaat
aaggacaatt
gttctcettt
catccattta
ttattctatt
ataatttaga
agaaattaaa
aaacgecgte
aagcgaagca
ctccaccgtt
gtgagccgge
teccttteccea
tccacaccct
ccecccaaate
ccectecteta
ttctgttcat
cacggatgcg
ggggaatcct
gtttcgttge
gtttgtcggg
gggcggtegt
tttggatctg
aaatatcgat
atgetttttyg
tagatcggayg
tgtgtgtgtc
ataggtatac
ctattcatat
ttattttgat
tagcectgec
ctgttgtttyg
gcaaaactat
gtccageccag
gcagaatgcc
tctgectegga
atgcgcagcea
ttttgccaaa
tccetaaccac
tcgtgaattt
tgctcacttt
gaatatgcag
ccagcagggt
cggtectgtte
cctgtteget
ctccgataac
tgccaatgty

6111
DNA

gcctgecagtyg
taagttataa
tatctttata
aatatcagtyg
gagtattttg
ttttttgecaa
gggtttaggg
ttagcctcta
tataaaatag
aaaactaagg
gacgagtcta
gacggcacgyg
ggacttgcte
acggcaggcyg
ccgetectte
ctttececaa
caccegtegg
ccttectetag
gtttgtgtta
acctgtacgt
gggatggcte
atagggtttg
tcatectttte
tctagatcegg
tatgtgtatyg
ctaggatagg
ttegettggt
tagaatactg
atacatcttc
atgttgatgt
gctctaacct
cttgatatac
ttcatacgct
gtgttactte
gcctggggea
ccgatggecg
gccggagata
gaggcecgttg
cagccactcet
gaaaatgccg
aagccggagce
tccgagattg
ttacaacagc
ggtgaagaaa
gaaccgtgge
tccecgetat
gaaacaccgce
gtgctgcgtg
aaattcgaag

cagcgtgace
aaaattacca
catatattta
ttttagagaa
acaacaggac
atagcttcac
ttaatggttt
aattaagaaa
aataaaataa
aaacattttt
acggacacca
catctectgte
cagctgteggc
gectectect
gectttcectt
cctegtgttg
cacctccgcet
atcggecgttc
gatccgtgtt
cagacacgtt
tagecegttece
gtttgccett
atgctttttt
agtagaattc
ccatacatat
tatacatgtt
tgtgatgatyg
tttcaaacta
atagttacga
gggttttact
tgagtaccta
ttggatgatg
atttatttgc
tgcagggatce
gcaaaacggce
agctgtggat
tcgtttcact
ccaaacgctt
ccattcaggt
caggtatccece
tggtttttge
tctcectact
ctgatgceccga
aatccegege
aaacgattceg
tgctgaatgt
acgcttacct
cgggtetgac
ccaaaccggce

cggtegtgece
catatttttt
aactttactc
tcatataaat
tctacagttt
ctatataata
ttatagacta
actaaaactc
agtgactaaa
cttgtttcga
accagcgaac
getgectetg
atccagaaat
cctetecacgg
cctegeecge
ttcggagege
tcaaggtacg
cggtccatgg
tgtgttagat
ctgattgcta
gcagacggga
ttcectttatt
ttgtcttggt
tgtttcaaac
tcatagttac
gatgcgggtt
tggtgtggtt
cctggtgtat
gtttaagatg
gatgcatata
tctattataa
gcatatgcag
ttggtactgt
ccecgatcatg
gttgactgaa
gggcgcacat
gcgtgatgtyg
tggcgaactg
tcatccaaac
gatggatgcece
gctgacgcect
ccageceggtc
acgtttaagce
gctggegatt
tttaatttct
ggtgaaattyg
gcaaggcgtyg
gcctaaatac
taaccagttg

32/42

460

cctetetaga
ttgtcacact
tacgaataat
gaacagttag
tatcttttta
cttcatccat
attreceeeag
tattttagtt
aattaaacaa
gtagataatg
cagcagcgte
gaccecctete
tgcgtggcgg
caccggeage
cgtaataaat
acacacacac
ccgetegece
ttagggceccg
ccgtgetget
acttgcecagt
tcgatttcat
tcaatatatg
tgtgatgatg
tacctggtgg
gaattgaaga
ttactgatgc
gggcggtegt
ttattaattt
gatggaaata
catgatggca
taaacaagta
cagctatatg
ttettttgte
caaaaactca
ctttatggta
ccgaaaagca
attgagagtg
cctttecectgt
aaacacaatt
gccgagegta
tteecttgega
gcaggtgcac
gaactgttcg
ttaaaatcgg
gaattttacc
aaccctggeg
gcgctggaag
attgatattc
ttgacccagce

gataatgage
tgtttgaagt
ataatctata
acatggtcta
gtgtgcatgt
tttattagta
tacatctatet
tttttattta
atacccttta
ccagcecctgtt
gecgtegggec
gagagttccg
agcggcagac
tacgggggat
agacaccceece
aaccagatct
tecececececce
gtagttctac
agcgttcegta
gtttctettt
gatttettrt
¢ccgtgcactt
tggtctggtet
atttattaat
tgatggatgg
atatacagag
tcattcgtte
tggaactgta
tcgatctagg
tatgcagcat
tgttttataa
tggattttet
gatgctcacce
ttaactcagt
tggaaaatcc
gttcacgagt
ataaatcgac
tcaaagtatt
ctgaaatcgy
actataaaga
tgaacgegtt
atccggcegat
ccagectgtt
ccctecgatag
cggaagacag
aagcgatgtt
tgatggcaaa
cggaactggt
cggtgaaaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
23840



aggtgcagaa
tagtgataaa
cgatgcaacg
tattgccgcee
caacaagctg
atctgttctg
attcatacag
agtatgtatt
aatccagtgg
tggegttacce
cgaagaggcc
cctgatgcgg
tctcagtaca

cgctgacgceg
cgtctcecggg
aaagggcctc
gacgtcaggt
~ aatacattca

cgccgcggec
cgcccttatt
ggtgaaagta
tctcaacagce
cacttttaaa
actcggtcgce
aaagcatctt
tgataacact
tceeetgeac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttccac
ttttctgege
tttgeccggat
gataccaaat
agcaccgect
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcectgg
tttgtgatgc
acggttcctg
ttctgtggat
gaccgagcgce
cgcccaatac
gacaggtttc
actcattagg
gtgagcggat

<210> 10
<211>
<212>

<213>

DNA
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ctggacttcc
gaaaccacca
ttgtggaaag
aacgaatcac
taagagctta
cacaaagtgg
tgaagtgaag
tgtatttgta
gtaccgaatt
caacttaatc
cgcaccgate
tattttectcc
atctgctctg

ccctgacggg
agctgcatgt
gtgatacgcc
ggcacttttce
aatatgtatc
gcttaagaat
ccettttttg
aaagatgctg
ggtaagatce
gttctgctat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctecece
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgct
caagagctac
actgtccttc
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttcgt
cagcgtgagce
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gccttttget
aaccgtatta
agcgagtcag
gcaaaccgcc
ccgactggaa
caccccaggce
aacaatttca

13737

Plasmid

cgattccagt
ttagccagca
gttctcagca
cggtgactgt
ctgaaaaaat
agtagtcagt
tgaagtgcag
aaatacttct
cactggcegt
gcecttgecage
gceccttecca
ttacgcatct
atgccgcata

cttgtctgct
gtcagaggtt
tatttttata
ggggaaatgt
cgctcatgag
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgcggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgageg

gtatcgtagt

tcgetgagat
atatacttta
tttttgataa
acceccgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc

ctctgctaat

tggactcaag

gcacacagcce

tatgagaaag

gggtcggaac

gtcctgtcgg

ggcggagect
ggccttttgce

ccgeetttga
tgagcgagga
tctceceecgeg

agcgggcagt
tttacacttt

cacaggaaac

ggatgatttt
gagtgccgcec
gttacagctt
caaaggccac
taacatctct
catcgatcag
tgcagtgagt
atcaataaaa
cgttttacaa
acatccccct
acagttgcgce
gtgcggtatt
gttaagccag

cceggceatce
ttcaccgtca
ggttaatgtc
gcgcggaace
acaataaccc
gaagagtatg
cctteoctgtt
gggtgcacga
tcgccccgaa
attatccegt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgcct
tctagcttcece
tectgegetceg
tgggtctcge
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacce
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgcecacgcett
aggagagcgc
gtttcgccac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag
cgttggccga
gagcgcaacg
atgcttccgg
agctatgacc

33/42

geccttctcge
attttgttct
aaaccqgqgtg
ggccgtttag
tgctaagctg
gaaccagaca
tgctggtttt
tttctaattc
cgtcgtgact
ttcgeccagcet
agcctgaatg
tcacaccgceca
ccccgacacce

gcttacagac
tcaccgaaac
atgataataa
cctatttgtt
tgataaatgc
agtattcaac
tttgctcace
gtgggttaca
gaacgttttc
attgacgccg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gcccttecgg
ggtatcattg
acggggagtc
ctgattaagce
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttctt
ecgectaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgcectg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg
tttcctgegt
accgctcgcee
cttaagcgge
ttcattaatg
caattaatgt
ctcgtatgtt
atgattacgc

tgcatgacct
gcgtcgaagg
aatcagcgtt
cgcgtgttta
ggagctctag
ccagactttt
tgtacaactt
ctaaaaccaa
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggceg
tatggtgcac
cgccaacacc

aagctgtgac
gcgcgagacg
tggtttctta
tatttttcta
ttcaatggcg
attteccgtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgc
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcageggtc
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggag
agcgtcgatt
cggccttett
tatcccctga
gcagccgaac
cgcggegege
cagctggcac
gagttagctce
gtgtggaatt
c

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
s760
5820
5880
5540
6000
6060
6111
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<220>

<223> Plasmid

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

<400> 10

gatccagaat 60

120

tcttttgaca
cagatcagte

caagcagcac aagcagccad
ctcttettte aatctacace

tcgtgatcaa atggecgcaa

tagagctcga
tcgtttacce
gcctaaaacy
tcagcgaagg
tggtgaaaga
gtttcecett
gacctggcaa
agggcggact
atgcaattat
tctcggecat

gtcctgaget
cggcecaagge
acgcagcecac
cggcgtttat
ctactgaatt
caggccttcet
.cacttggcegce
gaacacaagce
cecgeegatge
gggagtatga
aaccttttga
ccatttetet
acgcaaagta
gaatttceee
cggtcttgeyg
catgtaatgc
catttaatac
ggtgtcatct
tgcggccaat
gcgtcategyg
gttteecgee
agagaaaaga
gttegtecat
gagacgagca
caggcaaatt
ttcgagtgaa
acagcgtcga
ggcctecgga
ttggtggaca
atacagtgat
cacgcaaact
acaagcggge
cggtgccgag
ggcaggcgcet
caccgcagat
ccggggacge
aggagcagge
tctegeeget
tcgagcaggyg
acgttgaagg
tcactacagce
gtagcagcce
ctcggectct
ctcggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa

catcatcggc
cgtctctgat
cctectetcaa
aaacacagga
cctecegtgat
agagatgttt
tggcccecaac
cattctcace
tcgtettete
gaacctcgat
agaccaccag
aagctgggcg
aaagactctt
ctggcaatca
ctgececgeget
tcaaaacatg
aacagcatca
tttggcgacg
gaatccgtcea
ctttgggttt
gagtttgatg
gagggatgag
tattgggtag
gatcgttcaa
atgattatca
atgacgttat
gcgatagaaa
atgttactag
tcectgcageg
cgggggteat
ttcagtttaa
gegtttatta
ttgtatgtgce
agattggccg
gcaccaacge
ccagatcgceg
gcgcgacagt
ccagectecyg
tattatgttt
ccgtgecegec
ggcggaacgg
gctgectegac
agccgacgac
gctecgectac
ggaaacggcc
cgtcaatgeg
cggcgacage
gttgcgggcee
actcgeggty
accgagaaag
agagccatgt
gctacgggcet
ctggcggect
cggctgegge
ggggataacg
aaggccegegt

cagcaaccge
cceteccagt
accttececat
acttccaaga
gattcctecag
gacgagaacyg
gacccgaage
gtcaacggac
tccaaggcgt
cgcaagacgg
atcgccaaac
ttcttttecat
gacgcgtegt
acctecgegeg
gtcgacatgce
acctaccatg
cgcetgeget
tacatgcatg
agcagcatca
ggactgggta
tactttatge
gatatggaga
atagtttact
acatttggca
tctaatttcet
ttatgagatg
acaaaatata
atccgggaat
ttgoggttet
aacgtgactc
actatcagtg
gaataatcgg
atgccaacca
ccgeccgaaa
atacagcegece
caggaggccc
gctcagaatt
ctggtecgat
atcagtgata
ctggacctgt
ttgggggttc
gcactggcecg
gactggcget
cgecgatggeg
gacgcgcage
¢ctgatgacaa
gatgeccggcyg
gcgatagacqg
attgtcgatg
ggtgacgatt
agacaacatc
ttttcatgee
tctggegete
gagcggtatce
caggaaagaa
tgetggegtt

atcccaccat
gggtcgcggg
tcattccata
cgeccaacgat
tegtegetee
ctgtgttgcet
aacatggtgce
gccgeaacga
tagtcectct
ctgcgectgce
tcactceccaa
ccaagtttgt
tacgtctcege
ggggcccaat
actcgaccgt
cggaactcaa
gecetgectga
tgcrgagtte
agcctgagag
ccaagaagcee
gactaaaggc
agactactgce
ataaagttte
gttgaattac
ggtttttatg
gecgogcaaac
tecggegegee
gtcagttcca
ccttaattct
tttgacagga
atatttaaaa
cagggtteee
cgatccgaca
agcagaatgce
ggcagcacceg
acgatcaggg
tgaacgcegeg
aagtgtcaag
tgaacgaggt
agcagcecggce
aagccatgcet
catttctgat
cgcgecateca
ttcgettect
tcagctactt
agcgcggcgg
cecttegacga
gattggcgaa
gatcaggace
cecteccect
ctgcectage
ttcegettee
agcteactea
catgtgagca
tttecatagg

34/42

cgtcagcace
ccaggtcaag

tgaggagaca

cgaggggttg
gaggaagaca
attgcagcte
tatggacatg
atcattcacc
ccttgaaaac
tggcgacgct
ggcectcteg
gtcaactgat
aagattggat
gggcgtatca
cgccgaaatce
cagtgatcgt
caagtcgagce
ctgggccaag
tgtgagaaga
tgatggggag
ggatgaggag
agggatatcg
ttaagattga
gttaagcatg
attagagtee
taggataaat
caattgattt
aacgtaaaac
ccgetcatga
tatattggcg
gggcgtgaaa
cagatctgge
gcgegeecag
catagtgggce
gcataatcag
gtatgttggg
gattctttat
catgacaaag
cggcgtagac
gctttactgg
ggcggagaat
cgggaatgcece
tgccggeacg
ctgcgaggceg
cactgttggg
caccgttgaa
agcecggtecg
aaggaggcetce
gctgcecggag
ttccacegey
gtccaagect
tcgctcactg
aaggcggtaa
aaaggccage
ctecgeccecee

cttgaggaag
accgagggea
ceceegtetty
agaaaggcgy
ttagctateg
aacttcatta
acaggacaag
gaggaggaaa
tacaaagttg
ccaccegeac
gagctgaaag
gatgctettt
gettccacac
agcacatacce
gccaacgaac
ttgegeagac
gtctceectga
gtgggatgct
cctegetttyg
tttacggecgt
tggacaaagt
tggateccecce
atcctgttge
taataattaa
cgcaattata
tatcgecgege
aaatggecege
ggcttgtccee
tcagattgte
ggtaaaccta
aggtttatcce
geceggecage
cacaggtgcyg
ggtgacgtcg
gcegatgecyg
tttcacgtect
cactgataag
ttgcagccga
ggtctgacga
cacttcagga
catacgcatt
cgcagcttca
cgaccgggeg
ggtttttcgg
gecegtgettg
caggctecge
gacgcagegt
gttgtcagga
cgcaacccac
tcagacgccece
cacggccgceyg
actcgcetgeg
tacggttatc
aaaaggcecag
ctgacgagca

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420



tcacaaaaat
ggcgtttece
atacctgtec
tcggggtcat
tttgccaaag
taggtgaagt
tggcggtgct
atgagggcaa
aggtgtactg
tgagecctgtce
actatgagca
tgctgaaact
tcgeectget
tggtccgeece
gtgattgcca

aagtacatca
tgccetegee
gaagccgtgt
tggcceectcac
cggegttgac
cgcaaatcqyg
tggggataag
cgecgatectt
ttgaggggct
gccaccgceta
accagggctg
gaaccctecec
gcgaacggee
gcagtaacgg
gtgctggcat
ggcctgeect
tttaccttgg
ataaacccag
attggacctt
aggatgaaga
tatatctttt
agcgegetta
cttgaaaccc
ccaacttatt
accgattttg
aggttatgcec
aggcgggatt
agcaggcetea
accgtcttee
acatagccecec
cgcgaggtta
cgcccataat
tctggtgegt
agtgagagca
cagtagectga
accatcatac
gctatggcetg
ctggagcaat
tgaacaaagce
catcgacata
ttacttactg
atttaaagat
tgtettrtee
tggctttatt
cgtcecggteg

cgacgctcaa
cctggaaget
gectttctee
tatagcgatt
ggttcgtgta
aggcececaccee
caacgggaat
gcggatggcet
cctteccagac
ggcctacctyg
cgtecgcegag
ctggctcacce
ggcgaagate
gagggcagag
agcacgtccce
ccgacgagca
gctgggetgg
gcgagacace
tgacagatga
agatgagggg
cgaaaacgce
tgeceectgegy
gacacttgag
gtccacaggc
acctgtettt
cgecetgtge
ggeccegetaa
tcaccccaaa
gatgggcgat
cgacattcag
tcacttcggce
gcattcttygg
cgaaccattt
tacagaatta
ggatgaggag
atatagaaga
tcaatatatc
aggacaataa
gatagtgttt
agaacgacag
gctcaatteg
catacagcgg
taagacgccece
ggagactgte
actgttegte
ccgactgcegg
gcgggetgtt
accgggttga
gagatagcgce
acaggaggga
actaaatcag
gaaggaaagc
ctgctcatga
cctgaaaaga
tcggattgtce
aataacgatc
ccgegegage
cacggegace
gatcttggga
atcagggagg
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gtcagaggtg
ceetegtgeg
cttecgggaag
ttttcggtat
gactttceett
gcgagegggt
cetgeretge
gatgaaacca
gaacgaagag
ctggcegtceg
ctggceccgea
gacgacccege
gaagagaagc
ccatgacttt
catgcgctee

aggcaagace
cggccgtcta
geggecggece
ggggcggacyg
caggctcgat
tgattttacg
tattgacact
gggcagagtg
agaaaatcca
taacctgcett
gegtgaccge
cgegggecte
aatggcagceg
cagcecgage
cgaccaggtg
cgtcggggea
catagtggtc
gaggtgatag
ctctatgaag
gcagattgece
tatcgecegta
tatagaatgg
ccttatagcet
tatgttcaga
cgacttcegt
ctgcgtatat
ccagecatce
cagcgtegee
atacgcgtaa
catttecgeyg
cctgagtttt
gcccggeatce
gaagecggtgt
tgatgtcegg
cagctgatag
taagttggca
tgecctgttec
gtgaggccga
ttatcgagcet
cctatacgaa
tggccgatgt
tgtatgattt
tgggagacag
gaagcggeag
atatcgggga

gcgaaacceqg
ctetectgtt
cgtggegett
atccatectt
ggtgtatcca
gtteettett
gaggctggce
agccaaccag
cgattgagga
gccagggceta
tcaatggcga
gcacggcecgeg
aggacgagct
tttagccgcet
atcaagaaga
gagcgecttt
tggceectgea
geccggegttg
ttgacacttg
ttcggeeggce
cgagtttcce
tgaggggcgc
ctgacagatg
gcatttgcaa
ttaaaccaat
gcacgecgaa
cecatceeccee
ctggcagtec
gecgacgceceyg
ccgggcagtg
ttcacggact
gecgggtgecg
gtaagattat
cgeccatattt
ttgaatatat
tgtaaggatt
gcaaagcata
tgtaaattct
taatgcccga
ccecageegtyg
cgettgcetga
gtcatccata
atagtgcgtt
aacagecage
cagacgatga
ttaagtgacg
caacgccatt
aagtgaactg
cggtgetttt
acacagaagce
gcatcaccca
aaaggtcctyg
tggecgtcett
gtatgcggag
tagcttagac
ggattgcgaa
tttaaagacg
caacatcttt
ggcggacaag
agaacagtat
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acaggactat
ccgaccctge
tteecgetgea
tttcgecacga
acggcgtcag
cactgtcect
ggctaccgee
gaagggcagce
aaaggcggcg
caaaatcacg
cctgggeege
gttcggtgat
tggcaaggtce
aaaacggccg
gcgacttcge
gcgacgcetceca
aacgcgecag
tggatacctc
aggggcegac
gacgtggagc
acagatgatyg
gactactgac
aggggcgeac
gggttteecge
atttataaac

ggggggtgcc
aSQQQCCQCQ
ttgccattge
gaagcattga
agggeggegg
tcatggcggg
tgcteocgtgtt
accgaggtat
aaaaagctac
tgacaatact
tcagggggca
aaaacttgea
atcataattg
tgactttgte
ccaggtgcty
ttacgtygcag
tcaccacgtce
caccgaatac
gctggegega
cgtcactgec
taaaatcgtg
catggccecata
cagttgccat
gcegttacge
cactggagca
taattgtggt
cactttgaac
tgctecggaag
tgcatcaggc
agccgcettag
aactgggaag
gaaaagcccg
gtgaaagatg
tggtatgaca
gtcgagctat

aaagatacca
cgcttacecgg
taaccectget
tatacaggat
ccgggcagga
tattegeace
ggcgtaacag
ccacctatca
gcggecggea
ggcgtcgtgg
ctgggcggee
gecacgatcee
atgatgggcyg
gggggtgege
ggagctggtg
ccgggetggt
aaacgecgte
gcggaaaact
tcacccyggeyg
tggcecagecect
tggacaagcc
agatgagggg
ctattgacat
cecgttttteg
cttgttttta
ceeecteete
¢ceeteggee
cgggatcggy
cgtgecgeag
cctgggtgge
gccggcaatt
cgggaggtgcyg
gaaaacgaga
caagacgaag
gataagataa
aggcatagge
tggactaatg
ggtaatgact
atgcagctce
ccteagattce
ctttecectte
aaagggtgac
gtgcgcaaca
tttagecececyg
cggctgtatg
ttgaggccaa
tcaatgattt
gttttacgge
accacccegt
cctcaaaaac
ttcaaaatcy
ggcatgatgg
agtatgaaga
tctttcacte
ccgaattgga
aagacactcc
aagaggaact
gcaaagtaag
ttgecttetg
tttttgactt

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
§120
§180
6240
6300
6360
6420
6480
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380



actggggatc
ttagtaccta
gcatcaagtg

tggtattcgt
acgggaccga
caaatcagga
gaatgaatcg
cegeegagga

tccagtcegt

aactggetce
aacaggaggce
ccaagaagcg
ccgegttget
trgegeecgtg
tcaccacgceg
tcaacaagga
tggtagtggca
tcacgttcta
aggccgagga
ttgggcacct
aaacgtecccyg
actacacgaa
tcgactattt
tgtgeggatc
aagagttgcg
gcaaacgcta
tggcatttca
gacgcacggce
taaggctcag
gtcggeectg
gcccatggag
cggcgagate
ggecgcatctg
gctgetgegg
gggaatctgg
cttgttgttt
gcagceegerg
ggcggtectyg
cgcagecgeta
cggaaccgtyg
gcaactggceg
ccecgatgect
tttaacctac
actgggettt
teggaacttce
cgtcaacgtt
gatttectat
atgaataaga
gcaacgcetcet
aaccecggcag
geccttacaac
gtgattttgt
gtggtgtaaa
actgcggtac
ttcgagetcyg
acaaatacaa
agaaccctaa
gtagagagag
tggcctaact
atgccatcca

aagecctgatt
gatgtggcege
ttttggetcet
gcagggcaag
cttcattgce
ataagggcac
gacgtttgac
tgccgaaacce
cggctegatg
cecctgecctyg
ggcaggtttg
aaaaaccgece
gaaacacacg
gccggacacyg
caacaagaaa
cgtgaagatc
gcaggtgttg
cgagctttge
atgectgtceg
ggaatecggtyg
ttgccaggtce
attcatatgg
cagctcgceac
ggattccace
aggcagcggce
gggecettgtyg
ggaacaagcg
gcgctectacg
attcgacggce
aagaaagectc
gcgttegetg
attgggectgt
tceggegtet
gcgttgcegyg
tggatgcgca
atttcggtct
atggtcgtgt
ggggctattt
gatcctgtcg
ctgacccegea
gccggaggac
acaggaacca
ttcctttggt
ctcageececa
gggtcececga
cacttctaaa
tatgtcggca
aggctgataa
gtcatcgtta
cttagttgee
ggctetecey
gcegagetge
caaattgacyg
ggccatgetg
gtacccetgg
atacatacta
tteccettate
actggtgatt
ggccttggayg
ccatgcttgt
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gggagaaaat
aacgatgceeg
caggccgagyg
attcggaata
gataaggtgyg
attgcecegyg
cggaaggcat
atcgcaagcece
gtccagcaag
ccegcegecat
gcgaagtcga
ggcgaggace
aagcagcaga
atgcgagcga
atccecgegeg
acctacaccg
gagtacgcga

‘caggacctgg

cgectacagg
tegetgetge
ctgatcgacg
gagaagtacce
cgggagcegt
cgcgtgaaga
ctggtggaac
gggtcagttce
ggcactgctce
aactgccgat
ttggageggc
cagagatgtt
aacqggttgceg
cggtcttcaa
tcgtggagec
cgggtttatt
tcttecatect
accgecetgee
tcatctctge
geggaactge
gcgtegeage
agtggcaacc
ttctgctegt
atgttctegg
tccgggggat
gatctggggt
cctgtaccat
gaaatagcge
tagttctcaa
ttcggatcte
caatcaacat
gttettecga
ctgacgeegt
cggtcgggga
cttagacaac
gececgeeeggg
attttggttt
agggtttett
tgggaactac
tcagcgggca
gagctggcaa
atccagctgce

aaaatattat
gcgacaagca
cccacggeaa
ccaagtacga
attatctgga
cgtgagtegyg
acaggcaaga
gcaccgtcat
ctacggccaa
cggcegecgt
tgaccatcga
tggcaaaaca
tcaaggaaat
tgccaaacga
aggcgctgea
gcgtegagct
agegeaccecec
gctggtegat
cgacggcgat
accgettecg
aggaaatcgt
gcaagctgtc
acccgctcaa
agtggcecgcega
acgectggagt
cggcetggggg
gacgcacttg
aaacagagga
cgacgtgcag
cgggtcegtt
agatgccgtyg
acaggaggac
cgaacagcga
gctegtgatyg
cggegeactt
gggcggggtc
cgetectgeta
gggcgtggcg
gggcetggceg
tcecegtgecet
tccagtagcet
cctggegtgy
ctcgcgactce
cgatcageeqg
tcggtgagea
cactcagcett
gatcgacagce
tgcgagggag
gctaccetcee
atagcatcgg
cceggactga
gctgttggct
ttaataacac
caccggtaaa
taggaattag
atatgctcaa
tcacacatta
tgcctgeagy
ctcaaaatcc
gcgcaatgta
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attttactog
ggagcgcace
gtatttgggce
gaaggacggce
caccaaggca
ggcaatcccyg
actgatcgac
gcgtgcgece
gatcgagcegce
ggagcgtteg
cacgcgagga
ggtcagcgayg
gcagectttce
cacggeccge
aaacaaggtc
gcgggcecgac
tatcggegag
caatggccgg
gggcttcacg
cgtecctggac
cgtgetgttt
gccgacggcee
gctggaaace
gcaggtegge
caatgatgac
ttcagcagce
cttcgctcag
ttaaaattga
gattteccgeg
tacgagcacyg
gcattcggcyg
ggcceccaagg
ggccgagggy
atcgtccgac
aatatttcge
gcggcgacgg
ggtagcccga
ctgttggtgt
ggggcggtete
ctgctcaccet
ttagtgtttg
cteggectga
gaacctacag
gggatgcatc
atggataggg
cctcagegge
ctgtcacggt
atgatatttg
gcgagatcat
taacatgagc
tgggctgect
ggectggtggce
attgcggacyg
tttectgeag
attattgata
cacatgagceg
ttatagagag
tcgactcaga
ctttgccaaa
cceecgggetg

atgaattgtt
gacttettee
aaggggtcgce
cagacggtct
ccaggcegggt
caaggagggt
gcggggtttt
cgcgaaacct
gacagcgtge
cgtegtetey
actatgacga
gccaagcecagg
ttgttcgata
tctgeectgt
attttccacyg
gatgacgaac
ccgatcaccet
tattacacga
tccgaccgeyg
cgtggcaaga
gctggcgacce
cgacggatgt
ttcecgectea
gaagcctgeg
ctggtgcatt
agcgetttac
tatcgetegg
caattgtgat
agatccgatt
aggagaaaaa
cctacatcecga
acgctcacaa
tecgeecggtat
agattccaac
tattctggag
taggcgergt
tacgattgat
tgacaccaaa
ccatggegtt
ttaccgecety
atccgccaat
tcggageggyg
ttgtttectt
aggccgacayg
gagttgatat
tttatccage
taagcgagaa
atcacaggca
cegtgtttea
aaagtctgcee
gtatcgagtg
aggatatatt
tttttaatgt
ggctagcgaa
gaagtatttt
aaaccctata
agatagattt
tctgggtaac
aaccaacatc
tgtatccecaa

7440
7500
1560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
3300
8360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9300
9960
10020
i0080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980



agcctcatgce
aaaaccttgc
cetrtgatge
agccttccag
ccaagggtat
ctctgtcecta
ggccatatca
gactctagag
aggaagggtc
cacatcaatc
tcgtgggtgg

ttcetttatc
taaagtgaca
gaaaagtctc
caagcgtgtce
gactctgtat
ctttgactcec
tcgaggtacc
tggtggtaat
tgtcgggcaa
tagcagaaga
tacttcttca
gcgggtttat
caggcctgaa
aaaaaaaagg
_taattgtaga
ttggatcaaa
cetttttcce
aatactcaaa
tttettttet
aagaagataa
gtattctcta
tcttaatgga
agaaagaaat
gcagatgtaa
cttttaaaaa
gtgataataa
tcattaatag
ggaagataat
agcgatctct
gtttttgatt
aattgcttet
ctaagatatc
gattttcaag
ggtttecttat
gatttggtat

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

11

DNA

aacctaacag
gcctccatag
ctatgtgaca
ggcccagcegt
ctatcttgca
aagttcactg
gctgctgtag
gatccccgag
ttgcgaagga
cacttgcttt
gggtccatct

DE 600 38 748 T2 2009.07.02

atggatcgtt
acttaagcaa
cgtaaacagt
aagcaatace
acctctctag
tagacgtcte
ctggcctaat
taccctgtcce
tagtgggatt
gaagacgtgg
ttgggaccac

tggaaggcct
atgtgtgtac
actctcaact
agccacaaca
atcatcaatc
aatgtaatgg
ctcaactggt
tctccaaatg
gtgcgtcatc
ttggaacgtc
tgtcggcaga

gcaatgatgg
gatagctggg
aattgccctt
gtgctccacc
gaactgttcg
atgggaattg
ggatttggag
gtaacagagt
caaaaatcct
gtgaggagaa
atcctcatat
tccggttcaa
ataaattcaa
gaattaacaa
ctaaaaaaac
aaaaaaaaca
aacaattagg
tttggtagat
ttattagagt
actatcataa
tatatattat
aagaatcttt
tatttgagga
tggatgacct
cgcacggtgg
tcctcaactg
aaaagacggt
aattcatcct
gcaaatctct
cgtatctgat
gacaatattg
gattcgtagt
gacgatctat
gtttagatcc
atgttcgcetg

12949

Plasmid

catttgtagg
caatggaatc
tggtcttctg
atgttgacga
ccagtcttta
agatctctcg
ccaagtctca
agtaagaaca
gaacatctta
atttaagctc
attcttcttc
cattteteee
ggcccaactg
caacaacaaa
atagatttta
tacagatctt
tttagagttt
aagtttcctt
agattagaat
tcaacatgaa
gattgcttat
tttgaacttt
aaagtatata
aatccaacca
aaaatatgac
atatcttcct
tttgggettt
ttcgtctttt
cgcgactctce
ctccaatttt
ttcgtttcgt
gtttacatct
tcaatttttg
gtttctettt
attggtttct

agccaccttc
cgaggaggtt
agactgtatc
agatattctt
cggcgagtte
aggtttaaac
taaacgccat
gagaagagag
ttttagcaaa
ttggacttgt
tatgttacct
gttttgagtt
ttetettettet
aaaagataaa
tcatgaaaaa
ctaattatta
tggaattaaa
attttaatta
cttttatgcee
attaaaagaa
tcttaatggg
ttccttattg
caaaaagaaa
ccaccatagg
acgtatcata
ccectttgttt
tggtttgcga
tctgactctt

tectttcaagg

tgttatgtgg
caatccagcet
gtgtaatttce
tgttttettt
ggtgttgttt
acttgttcta
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ataacagcaa
aatgtggatc
gtccaatcgt
ccctcaacct
cactcttgtg
ttaacgatat
ctcectcteeg
aaatgaactt
ccttacgtca
ttctttttee
ggcatcttca

crttteccact
tecggatatt
tttgatattt
cttgtcattg
tgttggtcct
gggccacgcec
tgtggaagaa
agagtgtgag
gagaaagagt
gaattgttce
gaaaaccgge
attatctggg
taagaagttg
gaaaataata
aagagaaaag
acttttctta
ccaaaaagat
gtcaatggta
aagttttgat
aaatctcata
ttgggttaac
attaaattct
aatagaaaaa
atgtttctac
tgattccttc
tggctaaaga
tataaagaag
caatctctcce
tatattttct
attattgaat
tctaaattctt
ttgettgatt
gttcgattct
tgatttctct
ttgttrtatt

ccacagactt
ctaggcccaa
aagcgttcct
cagcaaccaa
gtgtttgtgg
cacaaaccge
gagacatgtc
ccttatatag
gtggagatat
acgatgectcc
acgatggcect

atcttcacaa
accctttgtt
ttggagtaga
agtcgtaaga
ctatttgaat
tgcggcecgcece
agtcttgagt
atacatgaat
tccgagtctg
gcctcttgaa
atttaatctc
cttaataacg
ctgttaaaaa
acaattactt
aaataaaaac
aaaattaggt
tgttctaaaa
gatacttttt
aaattaaatc
tatagtatta
caagacatag
tctatagaaa
tgtcagtgaa
ttgagtcggt
ctttagtttc
tattttattce
accttcgtgt
caaagcctaa
gattcttttt
ctettgtata
gtcctgatta
gtgaaattag
ctctgtttta
tacggetttt
tcaggtg

11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640

11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13737



<400>

11

agettgecatg
ttgcatgtct
cagtttatct
tactacaata
aggacaattg
ttctecetttt
atccatttag
tattctattt
taatttagat
gaaattaaaa
aacgccgteg
agcgaagcag
tccaccgttg
tgagcecggea
ccttteccac
ccacacccte
¢cceccaaatee
cceectetac
tctgttcatg
acggatgcga
gggaatcctg
tttcgttgca
tttgtcgggt
ggcggtegtt
ttggatctgt
aatatcgatc
tgetttttgt
agatcggagt
gtgtgtgtca
taggtataca
tattcatatg
tattttgatc
agcectgect
tgttgtttgg
caaaactatg
tccagcecage
cagaatgccg
ctgctecggag
tgcgcagcac
tttgccaaag
cctaaccaca
cgtgaatttt
gctcactttt
aatatgcagg
cagcagyggtg
ggtetgttcet
ctgttecgetyg
tccgataacyg
gccaatgtga
ggtgcagaac
agtgataaag
gatgcaacgt
attgccegeca
aacaagctgt
cgtcgacctg
geeggtettyg
aacatgtaat
tacatttaat
gcggtgtcat

cctgcagtge
aagttataaa
atctttatac
atatcagtgt
agtattttga
tttttgcaaa
ggtttagggt
tagcctctaa
ataaaataga
aaactaagga
acgagtctaa
acggcacgge
gacttgetcee
cggcaggcgg
cgctoetteg
tttceccaac
acccgtegge
cttctetaga
tttgtgttag
cctgtacgte
ggatggctct
tagggtttgg
catcttttca
ctagatcgga
atgtgtgtgce
taggataggt
tcgettggtt
agaatactgt
tacatcttca
tgttgatgtg
ctctaaccett
ttgatatact
tcatacgcta
tgttacttet
cctggggcag
cgatggcega
ccggagatat
aggecgttge
agccactctce
aaaatgcege
agcecggagcet
ccgagattagt
tacaacagce
gtgaagaaaa
aaccgtaggea
cececegetatt
aaacacecgca
tgctgcgtge
aattcgaagce
tggacttecee
aaaccaccecat
tgtggaaagg
acgaatcace
aagagcttac
cagatcgttce
cgatgattat
gcatgacgtt
acgcgataga
ctatgttact
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agcgtgaccecc
aaattaccac
atatatttaa
tttagagaat
caacaggact
tagcttcace
taatggtttt
attaagaaaa
ataaaataaa
aacatttttce
cggacaccaa
atctctgteg
gctgteggea
cctectecte
ctttceette
ctcgtgttgt
acctecgett
tcggegtrcee
atcecgtgtte
agacacgttc
ageccgtteeyg
tttgeecettt
tgettttttt
gtagaattct
catacatatt
atacatgttg
gtgatgatgt
ttcaaactac
tagttacgag
ggttttactg
gagtacctat
tggatgatgg
tttatttgct
gcagggatcee
caaaacggcg
gctgtggatg
cgtttcactg
caaacgcttt
cattcaggtt
aggtatcccg
ggttrttgeg
cteceetacte
tgatgccgaa
atcccgcecgeyg
aacgattcgt
gctgaatgtg
cgcttaccetg
gggtctgacg
caaaccgget
gattccagtg
tagccageag
ttctcageag
ggtgactgtce
tgaaaaaatt
aaacatttgg
catataatct
atttatgaga
aaacaaaata
agatctgcta

ggtcgtgcecece
atatttrttet
actttactct
catataaatg
ctacagtttt
tatataatac
tatagactaa
ctaaaactct
gtgactaaaa
ttgtttcgag
ccagcgaace
ctgectetgg
tccagaaatt
cteteacgge
ctcgeecegee
tcggagcgcea
caaggtacge
ggtccatggt
gtgttagate
tgattgctaa
cagacgggat
tcetttattt
tgtctrggtt
gtttcaaact
catagttacyg
atgcgggttt
ggtgtggttg
ctggtgtatt
tttaagatgg
atgcatatac
ctattataat
catatgcage
tggtactgtt
ccgatcatge
ttgactgaac
ggcgcacatc
cgtgatgtga
ggcgaactgce
catccaaaca
atggatgceceg
ctgacgcectt
cagccggtcyg
cgtttaagceyg
ctggecgattt
ttaatttctg
gtgaaattga
caaggcgtgg
cctaaataca
aaccagttgt
gatgattttg
agtgccegeca
ttacagctta
aaaggccacg
aacatctctt
caataaagtt
ctgttgaatt
tgggttttta
tagcgcgcaa
gecoctgcagg
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ctctctagag
tgtcacactt
acgaataata
aacagttaga
atctttttag
ttcatccatt
ttectttagt
attttagtet
attaaacaaa
tagataatgce
agcagcgteg
accectecteg
gegtggcgga
accggcaget
gtaataaata
cacacacaca
cgctegtect
tagggcecegg
cgtgctgcta
cttgccagtyg
cgatttcatg
caatatatgc
gtgatgatgt
acctggtgga
aattgaagat
tactgatgca
ggcggtegtt
tattaatttt
atggaaatat
atgatggcat
aaacaagtat
agctatatgt
tctrttgtceg
aaaaactcat
tttatggtat
cgaaaagcag
ttgagagtga
ctttectgtt
aacacaattc
ccgagcgtaa
tcettgegat
caggtgcaca
aactgttege
taaaatcgge
aattttacce
accctggcga
cgctggaagt
ttgatattce
tgacccagcee
ccttecteget
ttttgttctg
aaccgggtga
gecegtttage
gctaagetgg
tcttaagatt
acgttaagca
tgattagagt
actaggataa
aaatttaccyg

ataatgagca
gtttgaagtg
taatctatag
catggtctaa
tgtgcatgtyg
ttattagtac
acatctattt
ttttatttaa
taccctttaa
cagcctgtta
cgtecgggceca
agagttccge
gcggcagacyg
acgggggatt
gacacccecet
accagatcte
cceecececee
tagttctact
gegttegtac
tttctetttg
attttetteg
cgtgcacttyg
ggtctggttg
tttattaatt
gatggatgga
tatacagaga
cattcgrttct
ggaactgtat
cgatctagga
atgcagcate
gttttataat
ggattttett
atgctcacce
taactcagtg
ggaaaatccy
ttcacgagtg
taaatcgact
caaagtatta
tgaaatcggt
ctataaagat
gaacgegttt
tcecggegatt
cagcctgttg
cctegatage
ggaagacage
agcgatgtte
gatggcaaac
ggaactggtt
ggtgaaacaa
gcatgacctt
cgtcgaagge
atcagcgttt
gcgtgtttac
gagctcgatce
gaatcctgtt
tgtaataatt
cecgecaatta
attatecgege
gtgcccggge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540



ggccagcatg
ccacaatata
tcaccactcg
actgcacggt
tgcaggtcgt
tgttetttge
ttaatcatcc
acagaccatg
cgtcatcgag
ggatggcggce
tgatgaaaca
agagagcgag
gtggcgttat
tgcaggtatc
aagagaacat
tgaacaggat
ctgggctggc
aaccggcaaa
ccagtatcag
ggcctegege
agtagtcggce

ggacgcacga
tcgaagcgtt
ttcgeatttt
atgattgtac
agattgaaag
catcttatta
acccagttca
ttaggtcgtg
atcataatta
ggagcaagtg
gttgccttge
actgactgga
aaacttacgyg
ctatcgecgeg
agtatagatg
caactgataa
cacgggggga
gtcgcaaacc
agttgaaggc
aatcgtggca
gtgcgceegte
tgctctatga
tgtcgaagcg
tagaggtttc
tggcggtttce
ccggceecgegt
gcggaaagca
ccatgcagcg
ccttgattag
tcgagctage
cggttcaccc
cacgcegege
gtggcagegce
atgacctgcec
tgcgctaccg
tgctagggca
gcacgtacat
caaagccgta
gcgatttttc

gccgtatccg
tcctgccacc
atacaggcag
gcaccaatgc
aaatcactgc
gcegacatca
ggctcgtata
agggaagcgt
cgccatctceg
ctgaagccac
acgcggcgag
attctcegcg
ccagctaagc
ttcgagccag
agcgttgcect
ctatttgagg
gatgagcgaa
atcgecgccga
ccecgtecatac
gcagatcagt
aaataaagct

c€gccggggcey
tcacttgtaa
tgtcatccge
atcecttcacg
gtgagccgtt
ttgaatacct
caagagtact
aagatgggct
tcagtggcga
attttatcge
gcgtgecgeec
cacttaatct
caggtgagtt
agcaacttct
ttctecattet
aaacagcaag
cgatggcagc
atccggeccg
cgcgcaggcece
agcggecget
gattaggaag
cgtgggcacc
tgaccgacga
cgcagggccg
ccatctaacc
gttccgtceca
gaaagacgac
tacgaagaag
ccgctacaag
tgattggatg
cgattacttt
cgcaggcaag
cggagagttc
ggagtacgat
caacctgatc
aattgcccta
tgggaaccca
cattgggaac
cgcctaaaac
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caatgtgtta
agccagccaa
cccatcagaa
ttctggegte
ataattcgtg
taacggttct
atgtgtggaa
tgatcgccga
aaccgacgtt
acagtgatat
ctttgatcaa
ctgtagaagt
gcgaactgca
ccacgatcga
tggtaggtcc
cgctaaatga
atgtagtgct
aggatgtcgc
ttgaagctag
tggaagaatt
ctagtggatc

agaccatagg
caacgattga
ggtcagccge
tgaaaatttc
gaaacacgtt
tacgatccac
ctcttececgeg
cgagatcgtt
ccgecettgag
taagccgttc
caacgttgtce
caggcaacgt
caatcttctc
cattgccagt
gaggctgcgce
aggtgccggt
ctgagccaat
gtacaaatcg
gcccagcggce
gatcgaatcc
ccgecccaagg
cgcgatagtce
gctggcgagg
gccggcatgg
gaatccatga
cacgttgcgg
ctggtagaaa
gccaagaacyg
atcgtaaaga
taccgcgaga
ttgatcgatc
gcagaagcca
aagaagttct
ttgaaggagg
gagggcgaag
gcaggggaaa
aagccgtaca
cggtcacaca
tctttaaaac

ttaagttgtc
cagctccccg
ttaattctca
aggcagcecat
tcgctcaagg
ggcaaatatt
ttgtgagcgg
agtatcgact
gctggecegta
tgatttgctg
cgaccttttg
caccattgtt
atttggagaa
cattgatctg
agcggeggag
aaccttaacg
tacgttgtcc
tgccgactgg
gcaggcttat
tgttcactac
tccgtaccece

cgatctccta
gaatttttgt
aattctgacg
tcaagcgctg
cttcttgteg

‘gccttcaaag

acggtcgatg
cgtaatctgg
gagacggata
agtatcagag
cgctccaaag
cgcttgatgt
ctcgegtttet
cgagtacgcg
cgcaaacttg
tatctctttg
tcccagatce
gcgeggeget
aacgcatcga
gcaaagaatc
gcgacgagca
gcagcatcat
tgatccgcta
ccagtgtgtg
accgataccg
acgtactcaa
cctgcatteg
gccgectggt
gcgaaaccgg
tcacagaagg
ccggcatcgg
gatggttgtt
gtttcaccgt
aggcggggcea
catcecgeegg
aaggtcgaaa
ttgggaaccg
tgtaagtgac
ttattaaaac
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taagcgtcaa
accggcagct
tgtttgacag
cggaagctgt
cgcactcccg
ctgaaatgag
ataacaattt
caactatcag
catttgtacg
gttacggtga
gaaacttcgg
gtgcacgacg
tggcagcgca
gctatcttgce
gaactctttg
ctatggaact
cgcatttggt
gcaatggagc
cttggacaag
gtgaaaggcg
cgggggatct

aatcaatagt
cataaaattg
aactgcccat
tgaacaaggg
atgacgacgt
tgaccgcggt
tcgtggttgt
cggcaaagtce
aagttgttgce
agtttctagce
accgacggtc
ccgaagcetgg
tagagaaacc
acgaggaqgt
aggcagatcc
acgcggacgt
ccgaggaatc
gggtgatgac
ggcagaagca
ccggcaaccg
accagatttt
ggacgtggcc
cgagcttcca
ggattacgac
ggaagggaag
gttctgccgg
gttaaacacc
gacggtatcc
gcggecggag
caagaacccg
ccgttttcte
caagacgatc
gcgcaagetg
ggctggcccg
ttcctaatgt
aggtctcttt
gaacccgtac
tgatataaaa
tcttaaaacc

tttgtttaca
cggcacaaaa
cttatcatcg
ggtatggetg
ttctggataa
ctgttgacaa
cacacaggaa
aggtagttgg
gctccgcagt
ccgtaaggct
ctteccctgg
acatcattcc
atgacattct
tgacaaaagc
atccggttcce
cgcegeccga
acagcgcagt
gecctgecgge
aagatcgcett
agatcaccaa
ggctcgegge

agctgtaacc
aaatacttgg
ttagctggag
ttcagatttt
cgctatgcgg
agccgacagce
tgatctaaat
tgatattcca
actcgagcta
acgcattcgg
tttttgttee
cggtgagatg
ccgcgacgtt
ttatgacagg
gtcaagccct
gcaggtttcg
ggcgtgageg
ctggtggaga
cgececggtg
ccggcagecg
ttcgttcega
gttttccgtce
gacgggcacg
ctggtactga
ggagacaagc
cgagccgatg
acgcacgttg
gagggtgaag

.tacatcgaga

gacgtgctga
taccgectgg
tacgaacgca
atcgggtcaa
atcctagtca
acggagcaga

cctgtggata

attgggaacc
gagaaaaaag
cgcctggect

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800

1860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140



gtgcataact
cgctgegetce
aaatggctgg
tcgaccgeey
gaatcgeecece
aggtggacca
gaagatgcgt
gtccegteaa
gaaaaactca
atatttttga
gatggcaaga
taatttccce
atccggtgag
gtttgcgtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggececgegtt
gacgctcaag
ctggaagcetce
cectttctece
cggtgtaggt
getgegecett
cactggcagce
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg
tccggaatta
cacgcecttt
caatatatce
tgagcggaga
ttacgtttgog
tggtacctta
taccgggecec
gacceggtcecg
accacatatt
tttaaacttt
agaatcatat
ggactctaca
tcacctatat
gttcttatag
gaaaactaaa
ataaagtgac
ttttettgtt
accaaccagce
tgtegetgee
cggcatccag
tcetectete
ctteetegec
ttgttcggag
gcttcaaggt
ttceggteca
gtttgtgtta
gttctgattg
tcecgcagacqg
cttttcetet
ttttegtett
ttctgttteca
tattcatagt

gtctggceccag
cctacgecece
cctacggceca
gcgectgaggt
atcatccagce
gttggtgatt
gatctgatcc
gtcagcgtaa
tcgagcatca
aaaagcecegtt
tcctggtate
tcgtcaaaaa
aatggcaaaa
tgggegetet
agcggtatca
aggaaagaac
gectggegttt
tcagaggtygg
cctegtgege
ttcgggaage
cgtrtegetece
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttacce
tagcggtggt
agatcctttg
gatttrggtc
attcectgtagg
taaatatcceg
tgtcaaacac
attaagggag
aactgacaga
attaacgtac
ccectecgagg
tgcecectete
teetttgtca
actctacgaa
aaatgaacag
gttttatectt
aatacttcat
actaatctttt
actctatttt
taaaaattaa
tcgagtagat
gaaccagcag
tctggacccee
aaattgegtg
acggcacgygc
cgccecgtaata
cgcacacaca
acgecegeteg
tggttagggc
gatcecgtget
ctaacttgce
ggatcgattt
atttcaatat
ggttgtgatg
aactacctgg
tacgaattga
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cgcacageceyg
geccgettege
ggcaatctac
ctgectegty
cagaaagtga
ttgaactttt
ttcaactcag
tgctetgeca
aatgaaactg
tctgtaatga
ggtctgegat
taaggttatce
geotcectgeatt
tccgettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttecatagge
cgaaacccega
tctectgtte
gtggcgettt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacgget
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttetra
atgagattat
ttggcatgca
attattctaa
tgatagttta
tcacgttatg
accgcaacgce
gaagcttgcea
tcgacggtat
tagagataat
cacttgtttg
taatataatc
ttagacatgg
tttagtgtge
ccattttatt
ttagtacatce
agttttttta
acaaataccc
aatgccagcce
cgtcecgegteg
tctcgagagt
gcggageggc
agctacgggg
aatagacacc
cacaaccaga
tccteceeee
ccggtagtte
gctagegtte
agtgtttctce
catgattett
atgccgtgca
atgtggtectg
tggatttatt
agatgatgga

aagagctgea
gtcggcectat
cagggcgegg
aagaaggtgt
gggagccacg
gctttgecac
caaaagttcg
gtgttacaac
caatttattc
aggagaaaac
tcecgactegt
aagtgagaaa
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagceca
tcecgeeeece
caggactata
cgaccctgece
ctcatagete
gtgtgcacga
agtccaacce
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagea
cggggtctga
caaaaaggat
catacaaatg
taaacgctct
aactgaaggc
acceceegeeg
tgcaggaatt
tgcacgcggt
cgataagcett
gagcattgca
aagtgcagtt
tatagtacta
tctaaaggac
atgtgttcte
agtacatcca
tattttatte
tttaataatt
tttaagaaat
tgttaaacge
ggccaagcga
tecgectecac
agacgtgagce
gattcecttte
cectecacac
tctceeeocecaa
ceceeeccctet
tacttctgtt
gtacacggat
tttggggaat
tttgtttegt
cttgtttgte
gttgggcggt
aattttggat
tggaaatate
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aaaagcgcecet
cgcggeecget
acaagcegcyg
tgctgacteca
gttgatgaga
ggaacggtct
atttattcaa
caattaacca
atatcaggat
tcaccgaggce
ccaacatcaa
tcaccatgag
ccaacgegeyg
ctecgetgege
acggttatcce
aaaggccagyg
tgacgagcat
aagataccag
gcttacecgga
acgctgtagy
accecceeogtt
ggtaagacac
gtatgtaggce
aacagtattt
ctecttgatcee
gattacgcge
cgctcagtgyg
cttcacctag
gacgaacgga
tttectecttag
gggaaacgac
atgacgcagyg

ggccgeageg

ctagageggce
gcatgcctge
tgtctaagtt
tatctatctt
caataatatc
aattgagtat
cttttetttt
tttagggttt
tattttagec
tagatataaa
taaaaaaact
cgtcgacgag
agcagacgge
cgttggactt
cggcacggca
ccaccgetee
cctettteee
atccacecgt
ctaccttcte
catgtttgtg
gcgacctgta
cctgggatgg
tgcatagggt
gggtcatctt
cgttctagat
ctgtatgtgt
gatctaggat

acccttecggt
ggccgctcaa
ccgtegecac
taccaggcct
getetgttgt
gcgttgtegg
caaagecegee
attctgatta
tatcaatacc
agttccatag
tacaacctat
tgacgactga
gggagaggcg
tcggtegttce
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtttececee
tacctgtcceg
tatctcagtt
cageccgace
gacttatcgce
ggtgctacag
ggtatctgeyg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttga
taaacctttt
gtttaccege
aatctgatca
acaagccgtt
gccatttaaa
cgectegagg
agtgcagcgt
ataaaaaatt
tatacatata
agtgttttag
tttgacaaca
gcaaatagcect
agggttaatg
tctaaattaa
atagaataaa
aaggaaacat
tctaacggac
acggcatcte
geteecgetgt
ggeggectee
ttegetttee
caacctcgtg
cggcacctece
tagatcggcyg
ttagatccegt
cgtcagacac
ctctagecgt
ttggtttgcee
ttcatgettt
cggagtagaa
gtgccataca
aggtatacat

7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
8060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
93900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740



gttgatgcgg
atgtggtgtg
ctacctggty
cgagtttaag
actgatgcat
ctatctatta
atggcatatg
tgcttggtac
¢cgactctaga
gtcttttgac
ccagatcagt
ccttgaggaa
gaccgagggce
acccecgtett
gagaaaggcg
attagctatc
caacttcatt
gacaggacaa
cgaggaggaa
ctacaaagtt
tccaccecgea
ggagctgaaa
tgatgctcett

tgcttecaca
aagcacatac
cgccaacgaa
tttgcgecaga
cgtctcectg
ggtgggatgc
acctcgettt
gtttacggcyg
gtggacaaag
tggatcceeg
tecctgttgee
aataattaac
gcaattatac
atcgegegeg

gttttactga
gttgggcggt
tatttattaa
atggatggaa
atacatgatg
taataaacaa
cagcagctat
tgtttctttt
ggatccagaa
atagagctcg
ctegtttace
ggcctaaaac
atcagcgaag
gtggtgaaag
ggtttecceet
ggacctggca
aagggcggac
gatgcaatta
atctcggeca
ggtcctgage
ccggccaagg
gacgcagcca
tcggegttta
cctactgaat
ccaggcectte
ccacttggceg
cgaacacaayg
accgecgatg
tgggagtatg
gaaccttttg
tccatttcte
tacgcaaagt
aatttccccg
ggtcttgcga
atgtaatgca
atttaatacg
gtgtcatcta
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tgcatataca
cgttcattceg
ttttggaact
atatcgatct
gcatatgcag
gtatgtttta
atgtggattt
gtcgatgcte
ttcgtgatca
acatcatcgg
ccgtetetga
gcetetetea
gaaacacagg
acctccgtga
tagagatgtt
atggccccaa
tcattctcac
ttecgtcttet
tgaacctcga
tagaccacca
caagctgggc
caaagactct
tctggcaatce
tctgeecgege
ttcaaaacat
caacagcatc
ctrtggcgac
cgaatccgte
actttgggtt
agagtttgat
tgagggatga
atattgggta
atcgttcaaa
tgattatcat
tgacgttatt
cgatagaaaa
tgttactaga

gagatgcttt
ttctagatcg
gtatgtgtgt
aggataggta
catctattca
taattatttt
ttttageect
accctgttgt
aatggcecgea
ccagcaaccyg
teecreccecag
aacctteeca
aacttccaag
tgattectca
tgacgagaac
cgacccgaag
cgtcaacgga
ctccaaggeyg
tcgcaagacyg
gatcgccaaa
gttettttea
tgacgegteg
aacctegege
tgtcgacatg
gacctaccat
acgcctgege
gtacatgcat
aagcagcatce
tggactgggt
gtactttatg
ggatatggag
gatagtttac
catttggcaa
ataatttctg
tatgagatgg
caaaatatag
tcgggaatte

ttgttcgctt
gagtagaata
gtcatacatc
tacatgttga
tatgctctaa
gatettgata
gccettcatac
ttggtgttac
acaagcagca
cctettettt
tatcccacca
tgggtcgegy
atcattccat
gcgecaacga
gtcgtegete
cctgtgttge
caacatggtg
tgccgecaacy
gtagtcecte
cctgegeectyg
ttcactceca
tccaagtttyg
gtacgteteg
cggggcccaa
gactcgaccg
tcggaactca
ggectgccetg
atgetgagtt
aagcctgaga
cccaagaagce
agactaaagy
tagactactg
taaagtttct
ttgaattacg
gtttttatga
cgcgeaaact
ggcgegeca

Patentanspriiche

ggttgtgatg
ctgtttcaaa
ttcatagtta
tgtgggtttt
cecttgagtac
tacttggatg
gctatttatt
ttctgcaggt
caagcagcca
caatctacac
tcgtcagecac
gccaggtcaa
atgaggagac
tcgaggggtt
cgaggaagac
tattgcagcet
ctatggacat
aatcattcac
tccttgaaaa
ctggcgacgce
aggeectete
tgtcaactga
caagattgga
tgggcgtatc
tcgecgaaat
acagtgatcyg
acaagtcgag
cctgggcecaa
gtgtgagaag
ctgatgggga
cggatgagga
caggatatcg
taagattgaa
ttaagcatgt
ttagagtcecece
aggataaatt

10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11840
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12849

1. Pflanze, die resistent gegen einen Pilz ist, der ein Trichothecen erzeugt, das eine C-3-Hydroxyl-Gruppe
umfaldt, wobei die Pflanze eine Pflanzenzelle umfaldt, worin die Pflanzenzelle folgendes umfalit:
a) eine Nukleinsauresequenz, dessen Komplement an SEQ ID NO: 1 in 7% Natriumdodecylsulfat, 0,5 M
NaPO,, 1 mM EDTA bei 50°C mit Spilung in 0,5 x SSC, 0,1% SDS bei 50°C hybridisiert;
b) eine Nukleinsdure mit wenigstens 90% Sequenzidentitat zu SEQ ID NO: 1; oder
c¢) eine Nukleinsauresequenz, die die Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 2 codiert, wobei die Nukleinsau-
resequenz ein Protein codiert, das Trichothecen-3-O-acetyltransferase-Aktivitat aufweist.

2. Pflanze gemaR Anspruch 1, worin die Pflanzenzelle eine Nukleinsauresequenz umfalfit, deren Komple-
ment an SEQ ID NO: 1 in 7% Natriumdodecylsulfat, 0,5 M NaPO,, 1 mM EDTA bei 50°C mit Spulung in 0,1 X
SSC, 0,1% SDS bei 50°C hybridisiert.

3. Pflanze gemafl Anspruch 1 oder Anspruch 2, worin die Pflanze resistent gegen eine Fusarium-Infektion
ist.

4. Pflanze gemaR einem der Anspriiche 1 bis 3, die eine einkeimblattrige Pflanze ist.
5. Pflanze gemal Anspruch 4, die eine Getreidepflanze ist.

6. Saatgut der Pflanze gemaR einem der Anspriiche 1 bis 5, worin das Saatgut die Nukleinsdauresequenz
von SEQ ID NO: 1 umfafit.

7. Verfahren zur Erzeugung einer Weizenpflanze, die resistent gegen einen Pilz ist, der ein Trichothecen
erzeugt, das eine C-3-Hydroxyl-Gruppe umfallt, umfassend die folgenden Schritte:
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a) Transformieren einer Weizenpflanzenzelle mit einem heterologen Gen, das die Nukleinsduresequenz ge-
maf Anspruch 1 umfafldt;

b) Exprimieren des Genprodukts des Gens auf einem biologisch signifikanten Niveau;

¢) Regenerieren der Pflanzenzelle zu einer Pflanze; und

d) Selektieren einer Pflanze mit erhdhter Resistenz gegen den Pilz; und gegebenenfalls

e) Selbsten oder Auskreuzen der in Schritt d) erhaltenen Pflanze.

8. Verfahren gemafl Anspruch 7, worin der Pilz aus der Gattung Fusarium ist.

9. Verfahren zur Pravention einer Mycotoxin-Kontamination einer Pflanze und/oder eines Pflanzensaat-
guts, umfassend das Kultivieren einer Pflanze gemaf einem der Anspriiche 1 bis 5 oder einer durch ein Ver-
fahren gemaf Anspruch 7 oder 8 erzeugten Pflanze, bevorzugt in einem Gebiet mit moderatem bis schwerem
Pilzbefall, worin der Pilz aus der Gattung Fusarium ist und worin das Mycotoxin ein Trichotecen ist, das eine
C-3-Hydroxyl-Gruppe umfalt.

10. Verfahren zur Reduzierung und/oder Pravention des Wachstums eines Pilzes der Gattung Fusarium
auf einer Pflanze, wobei der Pilz ein Trichothecen erzeugen kann, das eine C-3-Hydroxyl-Gruppe umfaft, wo-
bei das Verfahren das Kultivieren der Pflanze gemaf einem der Anspriiche 1 bis 5 oder einer durch ein Ver-
fahren gemafR Anspruch 7 oder 8 erzeugten Pflanze umfaldt, bevorzugt in einem Gebiet mit moderatem bis
schwerem Pilzbefall.

11. Verfahren zur Erzeugung von Saatgut, worin die aus dem Saatgut kultivierte Pflanze pilzresistent ist,
umfassend das Selbsten oder Auskreuzen der Pflanze gemaR einem der Anspriche 1 bis 5 oder einer durch
ein Verfahren gemaf Anspruch 7 oder 8 erzeugten Pflanze.

12. Verfahren gemaf Anspruch 11, worin das Saatgut resistent gegen Pilze der Gattung Fusarium ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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