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Glyceraldehido 3-fosfatas QPRtaze
+ —» ——>» —» Chinolato —» Nikotino
Aspartamo riigstis ragstis rigstis
PMtaze Nikotinas

Ornitinas — Putrescinas — N-Metilputrescinas —> 4-Metilaminobutanalis

I8radimas susijes su DNR, koduojanéia augalo fosforibozilo chinolato transferazés (QPRtazé) enzimg,
tokios DNR sukdrimu ir fosforibozilo chinolato transferazés ekspresijos pakeitimo badu.
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ISradimo sritis

[Sradimas lie¢ia augalo fosforibozilo chinolato transferaze ( QPRtazé) ir DNR.
koduojant¢iag §j enzima. Ypa¢ $is iSradimas lie¢ia DNR, koduojancia fostoribozilo
chinolato transferaze. kad galima biity gauti transgeninius augalus. turin¢ius genetiSkai

pakeistus nikotino lvgius. ir tokiu blidu gautus augalus.

ISradimo sukiirimo prielaidos

Dome¢jimosi objektas vra tabako su sumazintu nikotino lygiu gamyba. atsizvelgiant {

iprasta nikotino prigimti. Papildomai. tabako augalai su vpa¢ Zemu nikotino
susidarvmo lvgiu arba visal be nikotino yra patrauklis kaip recipiental transgeny
ekspresijai komerci$kai vertingai produkcijai. tokiai kaip medikamentai. kosmetiniai
komponentai arba maisto priedai. Nikotino pasalinimui i§ tabako yra taikomi [vairis
biidai. Vis delto. dauguma $iu bady Kkartu s4u' nikotinu paSalina ir Kitus ingredientus,
tuo biidu nepalankiai paveikdami tabaka. Klasikiné paséliy veisimo metodika gavo
tabako augalus su Zemesniu nikotino lvgiu (apytikriai 8%) biidingu laukinéms tabako
augaly riisims. Tabako augalai ir tabakas. turintys dar mazesni nikotino kieki. vra

pagetdaujami.

Vienas i§ bldu sumazinti biologiniu produktu lygi yvra reikiamu fermenty kiekio
sumazinimas biosintezés. vedancios | produkta. kelyje. Kur tiriamas fermentas

nattiraliai vra reakcijos greitj ribojan¢iu kiekiu (kity fermentu atzvilgiu). bet kokia $io
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fermento pertekliaus redukcija sumazins galutinio produkto produkcija. Jeigu fermento
Kiekis néra paprastai greiti ribojantis. jo buvimas lastelgje turi biiti redukuotas iki greitj
ribojan¢io kiekio. siekiant sumazinti biosintezés iSeiga. Atvirk$¢iai, jei natiiraliai
paplites termento kiekis yra greitj ribojantis, tada bet koks fermento aktvvumo

padidéjimas salygos biosintezes produkto kiekio padideéjima.

Nikotinas pirmiausiai yra suformuojamas tabako augalo $aknyse ir véliau vra
perkeliamas { lapus. kur jis yra saugomas (Tso, Phyvsiology and Biochemistrv of
Tobaco plants. p. 233-34. Dowden. Hutchinson & Ross, Stroudsburg. Pa. (1972)).
Privaloma nikotino biosintezés pakopa yra nikotino riigties susidarvmas i3 chinolato
rigsties. Kuri yra Kkatalizuojama fosforibozilo chinolato transferazés fermentu
("QPRtazeé™). QPRtazeé pasirodo esanti reakcijos greiti ribojantis fermentas nikotino
riigsties tickimo nikotino sintezei tabake etape. Ziiiréti, pav.. Feth ir kt.. "Regulation
in Tobacco Callus of enzyme Activities of the Nicotine Pathway™,  Planta. 168. p.
402-07 (1986): Wagner ir kt., “The Regulation of Enzyme Activities of the Nicotine
Pathway . Physiol. Plant.. 68. p. 667-72 (1986). Nikotino lygiu pakeitimas tabako
augaluose putrescino metilo transterazés (PMtazé) ekspresijos antisensiniu
reguliavimu yra pasitilvtas JAV patentuose 5,369,023 ir 5,260,205 Nakatini ir Malik.
Wahad ir Malik. PCT paraiska WO 94/28142 apraso DNR koduojan¢ia PMT ir

sensineés bei antisensinés PMT konstrukcijos naudojima.

ISRADIMO SANTRAUKA

Sio isradimo pirmasis aspektas vra igskirta DNR molekulé. apimanti seka SEQ ID
NO:1:  DNR sekos. kurios koduoja fermenta. turint{ seka SEQ ID No:2: DNR
sekos. Kurios hibridizuojasi | tokia DNR ir kurios koduoja fosforibozilo chinolato

transterazés fermenta: ir DNR sekos. kurios skiriasi nuo anks¢iau paminétos DNR
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dél genetinio kodo degeneracijos. Peptidas, koduojamas tokia DNR. vra dar vienas

iSradimo aspektas.

Kitas sio isradimo aspektas yra DNR konstrukcija. turinti promotoriy. veikianti
augalo lasteléje. ir DNR segmenta. koduojanti fostoribozilo chinolato transferazes
fermenta. esanti pasroviui nuo promotoriaus ir funkcionaliai susijusi su juo. DNR.

Kkoduojanti fermentq. gali biitt antisensingje arba sensinéje Kryvptyje.

Kitas Sio iSradimo aspektas yra transgeninés augalo lastelés. turin¢ios sumazintag
tosforibozilo chinolato transferazés (QPRtazé) ekspresija. gamybos biidas.
sukuriant tokio tipo augalo lastelg, kuri ekspresuoty fosforibozilo chinolato
transferaze: transformuojant augalo lastele egzogenine DNR konstrukcija. turincia
promotoriy. ir DNR. turin¢ia dalj sekos, koduojanc¢ios fosforibozilo chinolato

transterazés mRNR.

Kitas Sio iSradimo aspektas vra transgeninis augalas i§ rGSiu Nicotiana. turintis:

sumazinta fosforibozilo chinolato transferazés (QPRtaze) ekspresija. lvginant su:
netranstformuotu kontroliniu augalu. Tokiu augaly lastelés turi DNR konstrukeijaz

Kuri apima segmenta DNR sekos.  koduojanéios  fosforibozilo chinolato

transterazés mRNR.

Kitas 3io iSradimo aspektas yra  fosforibozilo chinolato transferazés geno
ekspresijos sumazinimo biidas augalo lasteléje. uzauginant augalo lastele
transtormuota taip. kad turéty egzogening DNR. kur transkribuota egzogeninés
DNR vija yra komplementaﬁ ( papildariéioji) fosforibozilo chinolato transterazés
mRNR. kuri yra endogeniné lastelei. Papildanciosios vijos transkripcija sumazina

endogeninio fosforibozilo chinolato geno ekspresija.

Kitas §io isradimo aspektas yra tabako augalo. turin¢io sumazintus nikotino lygius

tabako augalo lapuose. gamybos biidas. uzauginant tabako augala su lastelémis.

Fi



LT 4706 B

turin¢iomis egzogening DNR seka. kur transkribuota egzogeninés DNR sekos vija
vra  komplementari (papildané¢ioji) endogeninei fosforibozilo chinolato

transterazeés informacinel RNR lastelése.

Kitas $io iSradimo aspektas yra transgenines augalo lastelés, turin¢ios padidinta
fosforibozilo chinolato transferazés (QPRtazé) ekspresija. gamybos biidas.
transformuojant augalo lastelg taip. kad ji iSreik$ty fosforibozilo chinolato
transteraze egzogenine DNR Konstrukcija. kuri apima DNR seka. koduojancia

fosforibozilo chinolato transferaze.

Kitas 3io isradimo aspektas vra transgeninis Nicotiana augalas, turintis padidinta
fosforibozilo chinolato transtferazés (QPRtazé) ekspresija. kur transgeninio augalo
lastelés turi egzogening DNR seka. koduojancia augaio fosforibozilo chinolato

transteraze.

Kitas $io iSradimo aspektas yra fosforibozilo chinolato transferazés geno
ekspresijos augalo lasteléje padidinimo bidas. uzauginant augalo lastele
transformuota taip. kad ji turéty egzogening DNR. koduojanc¢ia fosforibozilo

chinolato transteraze.

Kitas 8io iSradimo aspektas yra tabako augalo. turin¢io padidintus nikotino lygius
lapuose. gamybos biidas. uzauginant tabako augala. turinti lasteles su egzogenine
DNR seka. koduojancia fosforibozilo chinolato transferazg funkcionuojancia

lastelese.
TRUMPAS FIGURU APRASYMAS

Figiira 1 rodo biosintezés kelia vedant| i nikotina. Fermento aktyvumai. kuriuos
reguliuoja Nicl ir Nic2, vra QPRtazé (fosforibozilo chinolato transteraze) ir

PMitazé (putrescino metilo transferaze).
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Figiira 2A pateikia branduolio riigsties seka NtQPT/ ¢cDNR (SEQ ID NO:1). su

koduojanéia seka (SEQ ID NO:3) parodyta didziosiomis raidémis.

Figiira 2B pateikia iSvesta aminortgsties seka (SEQ ID NO:2).tabako QPRtazés.

Koduotos NtQPT! c¢DNR.

Figiira 3 pateikia ivesta NrQPT] aminoriigsties seka ir susijusias Rhodospirillum
rubrum, Mycobacterium lepre, Salmonella typhimurium, Escherichia coli ir

Saccharomyces cerevisiae sekas.

Figiira 4 rodo Escherichia coli mutanto, kuriam tritksta fosforibozilo chinolato
transterazés (TH263). papildymo su NtQPT/ c¢DNR rezultatus. Lastelés buvo
transformuotos ekspresijos vektoriumi. perneSan¢iu NtQPT/: Transtormuotu
TH265 lasteliy. ekspresuotu NtQPT/! minimalioje terpéje, kuriai triiksta nikotino

rigsties. augimas. parodeé. kad NrQPT! koduoja QPRtaze.

Figiira 5 palygina nikotino lygius ir santykinius pastovios blsenos NOPT/
mRNR lyvgius Nic/ ir Nic2 tabako mutantuose: laukinis tipas Burley 21 (Nic//Nicl
Nic2/Nic2): Nicl Burley 21 (nicl/nicl Nic2/Nic2); Nic2 Burlev 21 (Nicl/Nicl
nic2/nic2): ir Nicl Nic2 Burley 21 (nicl/nicl nic2/nic2). Vientisos linijos nurodo

mRNR transkripto lvgius: i3skaidytos linijos nurodo nikotino Ivgius.

Figiira 6 vaizduoja santvkinius NtQPT/ mRNR lygius per tam tikra laika tabako
augaluose nupjautomis virSinémis palyginus su  Kontroliniais nenupjautomis
virsiinémis  augalais. Vientisos linijos nurodo mRNR transkripto Ivgius:

iSskaidytos linijos nurodo nikotino lygius.
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ISSAMUS ISRADIMO APRASYMAS

Tabako augaluose nikotinas vra gaminamas kondensuojantis nikotino riigséiai ir
4-metilaminobutanaliui. Biosintezés kelias, pasibaigiantis nikotino gamvba yra
pavaizduotas Figiiroje 1. Du lokuso reguliatoriai (Vic/ ir Nie2) veikia Kaip
bendrai vyraujantys nikotino gamybos reguliatoriai. Viengubu ir dviguby Nic
mutanty S$akny fermentu analizés rodo. kad dviejy fermenty. fostoribozilo
chinolato transterazés (QPRtazé) ir putrescino metilo transferazés (PMtaze).
aktvvumai vra tiesiogiali proporcingi nikotino biosintezes Ilvgiams. Fermenty
aktvvumy tabako audiniuose (3aknyse ir kaliuje) palyginimas su skirtingais
nikotino sintezés produktyvumais parodo, kad QPRtazés aktyvumas vra grieztai
koreliuojamas su nikotino kiekiu (Wagner ir Wagner, Planta 165:332 (1983)).
Saunders ir Bush (Plant Physiol 64:236 (1979)) parodé¢, kad QPRtazés lygis Zemo

nikotino lygio mutanty $aknyse yra proporcingas nikotino lygiams lapuose.

Sis isradimas apima nauja ¢cDNR seka (SEQ ID NO:1). koduojan¢ia SEQ ID
NO:2 augalo fosforibozilo chinolato transferaze (QPRtaze). Kadangi QPRtazes
veikimas yra grieztai koreliuojamas su nikotino kiekiu. transgeniniy tabako augaly
konstravimas. kuriuose QPRtazes lygiai augalo Saknyse (palvginus su lygiais
laukinio tipo augaluose) yvra sumazinti. baigiasi augalais. turin¢iais sumazintus
nikotino lvgius lapuose. Sitilomas isradimas pateikia budus ir branduolio riigsties
Konstrukeijas tokiu transgeniniu augaly gamybai. bei tokius transgeninius augalus.
Tokie badai apima antisensing NtQPT/ RNR ekspresija. kuri sumazina QPRtazes
kieki tabako Saknyse. Nikotinas buvo papildomai rastas netabakinese augalu
riSyse bei Seimose. nors esantis kiekis‘ yra paprastai daug Zemesnis nei N.

tabacum.

Sis isradimas taip pat pateikia sensines ir antisensines rekombinantines DNR
molekules. koduojanc¢ias QPRtazes arba QPRtazes antisensines RNR molekules. ir

vektorius apimancius tas rekombinantines DNR molekules bei transgenines augalo



LT 4706 B

lasteles ir augalus, transformuotus tomis DNR molekulémis ir vektoriais.
Transgeninés tabako lastelés ir augalai Siame iSradime vra charakterizuojami
zemesniu arba auks$tesniu nikotino kiekiu negu netransformuotos kontrolinés

tabako lasteles ir augalai.

Tabako augalai su ypatingai Zemais nikotino gamybos lygiais arba be jokios
nikotino gamybos yra patrauklis kaip transgeny recipientai. iSreidkiantys
komerciskai vertingus produktus. tokius, kaip medikamentai. kosmetikos
komponentai arba maisto priedai. Tabakas yra patrauklus kaip recipientinis
augalas transgenui, koduojanéiam norima produkta, kadangi tabakas yra lengvai
genetiSkai konstruojamas ir gamina labai didel¢ biomasg¢ | akra: tabako augalai su
sumazintais resursais . skirtais nikotino gamybali, atitinkamai turés daugiau resursu
galimy transgeniniy produkty gamybai. Badai transformuoti tabaka transgenais.
gaminant reikiamus produktus, yra Zinomi technikos lygiu: S3io iiradim’b tabako
augalams. turintiems Zema nikotino lygi. gali biiti panaudota bet kuri tinkama

technika. -

Tabako augalai pagal §j iSradima su sumazinta QPRtazés ekspresija ir sumazintais;
nikotino lygiais bus pageidaujami tabako produkty, turin¢iu sumazintg nikotino
kieki. gamyboje. Tabako augalai pagal §i iSradima bus tinkami naudojimui bet
kuriame tradiciniame tabako produkte, apimant. bet ne apsiribojant. pypkes, cigaro
ir cigaretés tabaka. ir kramtoma tabaka. ir gali bet kuria forma apimti lapy tabaka.

plesyta tabaka arba smulkinta tabaka.

Sio isradimo konstrukcijos gali taip pat biti naudingos gaminant tréngeninius
augalus. turin€ius padidinta QPRtazés ekspresija ir padidinta nikotino kiekj augale.
Tokios konstrukcijos. biidai. naudojant Sias konstrukeijas, ir taip pagaminti augalal
gali biti pageidaujami tabako produkty. turinCiy pakeista nikotino kieki. gamyboje
arba augalu. turinCiy padidinta nikotino kieki. gamyboje dél jo insekticidiniu

savybiy
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Esami isradejai atrado, kad TobRD2 genas (Ziureéti Conkling ir kt.. Plant Physs. 93.
1203 (1990)) koduoja Nicotiana tabacum QPRtaze. ir duoda ¢ia NtQPT! seka
¢DNR (anksé¢iau vadinta TobRD2) ir koduojamo fermento aminoragsties seka.
NtQPT!] aminoriigsties sekos palyginimai su GenBank duomenu baze atskleidZia
ribota sekos panaSuma i bakteriju proteinus. kurie koduoja fosforibozilo chinolato

t1‘anstéra2¢_(QPRta2é). (Figiira 3).

Fostoribozilo chinolato transferazé yra reikalinga de novo nikotino adenino
dinukleotido (NAD) biosintezei ir prokariotuose. ir eukariotuose. Dideli lvgiai
QPRtazeés yra aptikti tabako $aknyse. bet ne lapuose. Kad galima biity nustatyti.
kad NtQPT! kodavo QPRtazg. esami iSradéjai panaudojo Escherichia coli
bakterijos Stama (TH263). mutanta. kuriam triksta fosforibozilo chinolato
transferazés (nadC). Sis mutantas negali augti minimalioje terpéje. kurioje tritksta
nikotino riigsties. Vis délto, NtQPT! proteino ekspresija Siame bakteriniame
Stame suteiké NadC™ fenotipa  (Figtira 4). patvirtinanti, kad NtQPT! koduoja

(QPRtaze.

Esami iSradéjai iStyre  Nic/ ir Nic2 mutanty poveikj tabake. ir tabako augalu
dekapitavimo poveiki. NtQPT/ pastovios blisenos mRNR lvgiams ir nikotino
Iveiams. (Gerai zinoma. kad vir$inés dominavimo pa3alinimas dekapituojant
zvdeéjimo pradzioje pasireiSskia padidéjusiais nikotino biosintezés lygiais ir
perneSimu tabake ir yra standartine tabako gamyvbos praktika). Jeit Nt QPT] vra i3
tikryju jtrauktas i nikotino biosintezg. tikimasi. kad (1) N7OPT/ mRNR lygiai bus
zemesni Nicl/Nic2 dvigubuose mutantuose ir (2) NtQPTI mRNR lygiai padides
po dekapitacijos. MQPT/ mRNR [ygiai Nicl/NVic2 dvigubuose mutantuose buvo
nustatyti esantys apytiksliai 23% . palyginus su laukiniais augalais (Figtra 3).
Toliau, po $esiu valandu po dekapitacijos. NtOQPT/ mRNR lygiai tabako augaluose
padidejo astuoneriopai. Todel. NtQPT! buvo nustatytas kaip pagrindinis

reguliavimo genas nikotino biosintezés kelyje.
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Transeeninés augalu lastelés ir augalai

Geno ekspresijos reguliavimas augalo lastelés genomuose gali biti pasiektas
integruojant heterogening DNR pagal transkripcing kontrol¢ promotoriaus. Kuris
veikia Seimininke ir kuriame transkribuota  heterogeninés DNR vija ra
komplementari (papildan¢ioji) DNR vijai. kuri yra transkribuota i$ endogeninio
geno. kurj reikia reguliuoti. Introdukuota DNR, vadinama antisensine DNR. duoda
RNR seka. kuri yra komplementari (papildanioji) natiiraliai gaminamoms
(endogeninéms) mRNR ir kuri slopina endogeninés mRNR ekspresija. Toks geno
ekspresijos antisensinio reguliavimo mechanizmas néra visiskai suprastas. Kol
nepageidaujama laikyvtis jokios vieningos teorijos, yra pastebéta. kad viena
antisensinio reguliavimo teorija teigia, kad antisensinés DNR transkripcija gamina
RNR molekules. kurios susijungia ir sutrukdo arba slopina endogeniniy mRNR:

molekuliy transkripcija.

Sio isradimo biiduose antisensinis produktas gali biti Kkomplementarus
koduojan¢ioms arba nekoduojan¢ioms (arba abejoms) dalims natiiraliai 13plitusios
taikinio RNR. Antisensiné konstrukcija gali biiti jvesta | augalo lasteles bet kuriuo
tinkamu btdu ir gali biiti integruota | augalo genoma indukuotai arba struktiirinei
antisensinés sekos transkripcijai. Ziar., pvz.., JAV patentus Nr. 35.4353.366 ir

3.107.0635 Shewmalker ir kt. (jtraukti remiantis ju bendra visuma).

Kaip ¢ia panaudota. egzogeniné ar heterologiné DNR (arba RNR) lie¢ia tik DNR
(arba RNR). kuri buvo jvesta | lgstele (arba lgstelés prototipg) Zmoniu
pastangomis. Tokia heterologiné DNR gali biiti kopija sekos. kuri yvra natiralial

surasta transtformuojamoje lasteléje, arba jos fragmentai.
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Tabako augalo. turin¢io sumazintus QPRtazeés lygius. ir tokiu bidu Zemesnj
nikotino kieki. nei netransformuotas kontrolinis tabako augalas. gamybai tabako
lastele gali bati transformuota egzogeniniu QPRT antisensiniu perradymo vienetu.
turin¢iu daline QPRT ¢DNR seka. pilna QPRT cDNR seka. daling QPRT
chromosoming seka arba pilng QPRT chromosoming seka: antisensingje
orientacijoje su atitinkamomis i$vien veikian¢iomis reguliavimo sekomis.
Atitinkamos  reguliavimo sekos apima transkripcijos iniciacijos  seka
(“promotoriy’). veikianti kei¢iamame augale ir poliadenilinimo / transkripcijos
nutraukimo seka. Yra panaudojamos standartinés technikos. tokios Kaip
apribojimo pazyméjimas. Southern blot hibridizacija ir nukleotido sekos analize.
kad galima biity nustatyti tapatyb¢ klony. turin¢iy QPRtazés sekas antisensingje
orientacijoje. veikianéiomis isvien su reguliavimo sekomis. Tada tabako augalai
vra regeneruojami i3 sékmingai transformuoty lasteliy. Labiausiai pageidaujama.
kad naudojama antisensiné seka biitu komplementari (papildanéioji) endogeninei
sekai. vis deélto. gali biiti toleruojamos nedidelés variacijos egzogeninése ir
endogeninése seckose. Pageidaujama, kad antisensiné DNR seka bfity is
pakankamai panasios sekos. kurig galima biitu sujungti su endogenine seka

lastelgje. kuri bus regulivojama, esant grieztoms salygoms. Kaip apradyta zemiau.

Antisensiné technologija buvo naudojama keliose laboratorijose. kad galima biitu
pagaminti transgeninius augalus. charakterizuojamus Zemesniais nei normaliis
specialiy fermentuy lvgiais. Pavyzdziui. augalai su sumazintais chalkono sintazés
Ivgiais. géliy pigmento biosintezes fermentai. buvo gaminami jterpiant chalkono
sintazes geng | tabako ir petunijos genoma. Sie transgeniniai tabako ir petunijos
augalai gamina geles (ziedus) su $viesesniu nei normalus atspalviu  (Van der Krol
ir kt.. “An Anti-sense Chalcone Synthase Gene in Transgenic Plants Inhibits
Flower Pigmentation™. Nature, , 333. P. 866-69 (1988)). Antisensiné RNR
technologija taip pat buvo sékmingai panaudota poligalakturonazes fermento
gamybos slopinimui pomidoruose (Smith ir kt.. “Antisense RNA Inhibition of

Polygalacturonase Gene Expression in Transgenic Tomatoes ~. Nature. 334. P.
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724-26 (1988): Sheehy ir kt.. “Reduction of Polygalacturonase Activity in Tomato
Fruit by Antisense RNA™, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV. 83. P. 8802-09 (198%)). ir
mazo subvieneto ribuliozés bisfosfato karboksilazés fermento tabake (Rodermel ir
Kt.. "Nuclear- Organelle Interactions: Nuclear Antisense Gene Inhibits Ribulose
Biphosphate Carboxylase Enzyme Levels in Transformed Tobaco Plants ™. Cell.

. P. 673-81 (1988)). Pasirinktinai. transgeniniai augalai. charakterizuojami

th

3
didesniais nei normaliai duotojo fermento kiekiais. gali bati sukurti
transformuojant augalus genu $iam fermentui sensingje (t.v.. normalioje)
orientacijoje. Sio isradimo nikotino lvgiai transgeniniuose tabako augaluose gali
bati aptikti standartiniais nikotino bandyvmais. Transformuoti augalai. kuriuose
QPRtazés lygis yra sumazintas. palyginus su netransformuotais kontroliniais
augalais. atitinkamai turés sumazinta nikotine lvgi palvginus su Kontroliniais:
transtormuoti augalai. Kuriuose QPRtazeés lygis yra padidintas palyginus su
netranstormuotais kontroliniais augalais. atitinkamai turés padidinta nikotino lvgi
palvginus su kontroliniais.

Heterologiné seka. naudojama $io iSradimo antisensiniuose biduose. gali biti+
parinkta taip. kad RNR produktas biitu gaminamas kaip komplementarus’
(papildantysis) visai QPRtazés mRNR sekai arba jos daliai. Seka gali biii
komplementari (papildan¢ioji) bet kuriai artimai nattralios informacinés RNR
sekal. ty.. ji gali biiti papildan¢ioji endogeninés mRNR sekai proksimaliai 3 -
galiniam arba kepingo (“capping”) saitui. pasroviui nuo kepingo saito. tarp
kepingo saito ir inicijuojan¢io kodono ir gali padengti visa arba dali nekoduojanéio
regiono. gali jungti nekoduojantj ir koduojantj regiona. biiti komplementari
(papildancioji) viso arba dalies koduojanc¢io regiono atzvilgiu. Komplementari
(papildanCioji)  3’-galiniam  koduojan¢iam regionui arba komplementari
(papildanc¢ioji) 3 -netransliuotam mRNR regionui. Tinkamos antisensinés sekos
gali bt maziausiai 18 13 iki 15 nukleotidy. maziausiai i$ 16 iki 21 nukleotidu.
maziausiai apie 20 nukleotidy. maziausiai apie 30 nukleotidu. maziausiai apie 30

nukleotidy. maziausiai apie 70 nukleotidy. maziausiai apie 100 nukleotidu.
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maziausiai apie 125 nukleotidus. maziausiai apie 150 nukleotidy. maziausiai apie

200 nukleotidy arba daugiau. Papildomai. sekos gali biti ispléstos arba

sutrumpintos 3" arba 5° galuose.

Konkreti antisensiné seka ir antisensinés sekos ilgis keisis priklausomai nuo
norimo apribojimo laipsnio. antisensinés sekos stabilumo. ir panaiai. Vienas i3
srities  sugebéjimu bus parinkimas atitinkamu QPRtazés antisensiniy  sekil.
naudojant metodus, Zinomus $ioje sritvje. ir zemiau pateikta informacija.
Remiantis ¢ia pateikta Figiira 2A ir seka SEQ ID NO:1 isradimo oligonukleotidas
gali bati QPRtazés ¢cDNR sekos vientisas fragmentas antisensinéje orientacijoje.
bet kurio ilgio. pakankamo gauti norimus efektus transformuojant | gavéjo augalo

lastele.

Sis isradimas taip pat gali biiti naudojamas nikotino gamybos sensinio
bendranuslopinimo btiduose. Sensiniu DNRy. naudojamu atlikti §; iSradima. ilgis
vra toks. kuris. kai ekspresuojama augalo [asteléje. yra pakankamas nuslopinti
igimta augalo QPRtazés proteino ekspresija Sioje augalo lasteleje. Kaip ¢ia
apraSyvta.Tokios sensinés DNR gali biiti i§ esmes visa genominé arba
komplementari (papildancioji) DNR. koduojanti QPRtazés fermenta. arba jos
fragmentas. kai tokio fragmento ilgis yra tipiSkai maziausiai 13 nukleotidu.
Sensinés DNR. kuri slopina jgimto geno ekspresija lasteléje. ilgio nustatymo

metodai yra zinomi Sios srities specialistams.

Alternatyviame Sio iSradimo jgyvendinime, MNicotiana augalo lasteles yra
transtformuojamos DNR konsti’ukcija, turindia DNR segmenty. koduojanti
fermento RNR molekule (zyv.. “ribozima™). kai $i fermento RNR molekule yvra
nukreipiama pries (zy.,skaldo) mRNR DNR transkripta. koduojanti augalo
(QPRtaze kaip aprasyvta ¢ia. Ribozimai apima substrato prijungimo domenus. kurie
prisijungia prie pasiekiamuy taikinio mRNR regiony. ir domenus. kurie katalizuoja

RNR skaldyma. uzkirsdami kelig baltymo sintezei. Prijungimo domenai gali turéti
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antisensines sekas. papildomas taikinio mRNR sekai: katalitinis fragmentas gali
biti “plaktuko™tipo arba kitoks fragmentas. toks. kaip “segtuko™ tipo. Ribozimo
skaldvmo taskai taikinio RNR gali 1§ pradziy biiti identifikuoti skanuojant taikinio
molekule ribozimo skaldymo saitu atzvilgiu (pvz.. GUA. GUU. arba GUC sekos).
Vienakart identifikuotos. trumpos RNR sekos i§ 15. 20. 30 ar daugiau
ribonukleotidu. atitinkan¢iy taikinio geno regionui. turin¢iam skaldymo saitus. gali
biiti ivertintos pagal prognozuojamas  struktlirines savyvbes. Galimy taiKiniu
tinkamumas taip pat gali bati jvertintas bandant ju galimuma hibnidizuotis  su
papildanéiaisiais oligonukleotidais. naudojant ribonukleazés apsaugos bandymus.
zinomus $iame dalvke. DNR. koduojanti fermento RNR molekules. gali biti
pagaminta pagal zinomas technologijas. Ziiiréti, pav., T. Cech ir kt.. JAV patentas
Nr. 4.987.071: Keene ir kt., JAV patentas Nr. 5.559,021: Donson ir kt.. JAV
patentas Nr. 5.589,367: Torrence ir kt., JAV patentas Nr. 5.383.032: Joyce. JAV
patentas Nr. 5.580.967: Gold ir kt. JAV patentas No. 5.593.877: Wagner ir kt..
JAV patentas No. 3.5391.601; ir US patentas Nr. 3,622,854 ( pateikti atskleidimai.
atsizvelgiant | ju visuma). Tokios fermento RNR molekulés gamyba angaIS;;'
lasteléje ir QPRtazés proteino gamybos nutraukimas sumazina QPRtazeés veikiméf
augalo lastelése i§ esmés tokiu paciu biidu, kaip ir antisensinés RNR molekulés
gamyba: t.v., nutraukiant mRNR baltymu sintezg lastel¢je. gaminancioje fermenta.
Terminas “ribozimas™ vra naudojamas ¢ia apraSymui RNR turin¢ios nukleino
rigsties. kuri veikia kaip fermentas (toks. kaip endoribonukleaze). ir gali biti
naudojama pakaitomis su “fermento RNR molekule™. Sis isradimas toliau apima
DNR. koduojan¢ia ribozimus. DNR koduojanéia ribozimus. kurie buvo jterpti 1
ekspresijos vektoriu. éeiminipko lasteles. turin¢ias tokius vektorius ir QPRtazés

gamybos sumazinimo bdus augaluose,naudojant ribozimus.

Nukleino riigsties sekos. naudojamos vykdant §i iSradima. apima tas. kurios
panasios | seka SEQ ID NO:1, ir koduoja proteina. turint] tostoribozilo chinolato
transterazés veikima. Sis apibrézimas yra skirtas apimti natiiralias alelines

variacijas QPRtazés proteinuose. Tokiu biidu. DNR sekos. kurios hibridizuojasi |
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SEQ ID NO:1 DNR ir koduojasi QPRtazés ekspresijai. ypa¢ augalo QPRtazés

fermentai. gali taip pat biiti panaudotos vykdant 3} iSradima.

Gali cgzistuoti jvairiarQiSés tabako QPRT fermento formos. [vairiarGisés tormos
fermento gali biiti dél pobaltyminés sintezés modifikacijos atskiro geno produkto.

arba del jvairiartsiy NtQPT! geno formu.

Salvgos. kurios leidzia kitoms DNR sekoms. kurios koduoja proteino. turincio
QPRtazés aktyvuma. ekspresija hibridizuotis su seka SEQ ID NO:1 DNR arba
Kitomis DNR sekomis, koduojan¢iomis proteina. parodyta kaip seka SEQ ID
NO:2. gali biiti apibréztos kaip jprastinés. Pavyzdziui. tokiy seky hibridizacija gali
biiti atlikta esant sumazinto grieztumo salygoms arba net grieztoms salvgoms
(pavyzdZziui. salygoms, biidingoms perplaunant DNR, koduojanéia proteina.
parodyvta ¢ia kaip seka SEQ ID NO:2, 0.5 M NaCl. 0,03 M sodos citrato. 0.1%
SDS esant 60'C arba net 70°C standartiniame in situ hibridizacijos bandyme.
Ziireéti . Sambrook ir kt.. Molecular Cloning. A Laboratory Manual (2d Ed. 1989)
(Cold Spring Harbor Laboratory)). Paprastai. tokios sekos bus bent 63% panasios.
73% panaSios. 80% panasios, 83% panaSios, 90% panaSios. arba net 93%
panasSios. arba daugiau. su seka. duota ¢ia kaip seka SEQ ID NO:1. arba DNR
sekomis. koduojanéiomis proteinus. turin¢ius seka SEQ ID NO:2. (sekuy
panaSumo apibréZzimai yra padarvti su dvejomis sekomis. pritaikytomis
maksimaliam priderinimui: spragos bet kurioje 13 $iu dveju seky vra leidziamos
maksimizuojant priderinima. Spragu ilgiai i$ 10 arba maziau vra pageidaujami.
spragy ilgiai 18 3 arba maziau yra labiau pageidaujami, ir spragy ilgiai i 2 arba

maziau vis dar vra labiau pageidaujami).

Yra galimos diferencinés hibridizacijos procediiros. kurios leidzia izoliuoti cDNR
klonus. kuriu mRNR lvgiai zemesni nei 0.05% poli(A")RNR. Ziiiréti M. Cokling
it Kt.. Plant Phyvsiol. 93. 1203-1211 (1990). Trumpai. ¢cDNR bibliotekos sra

atrinktos naudojant vienos vijos cDNR bandinius atvirk$¢iai transkribuotos mRNR
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1§ augalo audinio (pavyzdziui. $akny ir / arba lapy). Diferenciniam atrinkimui.
nitroceliuliozés arba nailono membrana yra i$mirkyta 3xSSC. esan¢iame 96
Sulineliy siurbimo kolektoriuje, 150puL laikytos per naktj kultiiros pernesta nuo
pagrindinés plokstelés | kiekviena Sulinéli. ir buvo siurbiama iki kol skystis pragjo
pro filtra. 130 uL denatdravimo skys¢io (0.5M NaOH. [;5M NaCl) buvo
patalpinta | kiekvieng Sulinéli. naudojant daugiafunkcing pipetg ir laikoma apie 3
minutes. Taikytas siurbimas kaip ankséiau ir filtras pa3alintas ir neutralizuotas
0.3M Tris-HC! (pH 8.0). 0.5M NaCl. Tada jis buvo dziovinamas 2 valandas i
vacuo ir inkubuojamas su  atitinkamais bandiniais. Naudojant nailono membranos
filtrus ir saugant pagrindines plok3teles 7% DMSO prie -70"C. filtrai gali bati
naudojami daug Karty su jvairiarfi$iais bandiniais ir atitinkami klonai. atgaminami

po keleto laikymo mety.

Kaip ¢ia panaudota. terminas "genas’ reiskia DNR seka. kuri apima (1) kryptimi
prie§ srove (37) einan¢ius reguliavimo signalus, turinéius promotoriy. (2)
Kodavimo regiona. kuris apibiidina produkta. proteina arba geno RNR. (3)*
Kryptimi pasroviui (3°) einanc¢ius regionus. turin¢ius transkripcijos nutraukimo ir-
poliadenilinimo ~ signalus ir (4) susijusias sekas. reikalingas veiksmingai ir

specitinei ekspresijai.

Sio isradimo DNR seka gali i$ esmés susideti i§ ¢ia pateiktos (SEQ ID NO:1)
sekos. arba 1§ ekvivalen¢iuy nukleotidiniu seku. atspindin¢iy iy geny alelinius arba

polumorfinius variantus, arba juos koduojan¢ius regionus.

Frazes “realus sekos panaéumas’" na&dojimas Stame apradyme ir apibréztyje
reiSkia. kad DNR. RNR arba aminorligities sekos. kurios turi nezymias ir
neturinias pasekmiy sekos variacijas i§ dabartiniu seku. atskleisty ir apibrézty ¢ia.
vra laikomos ekvivalen¢iomis Sio iSradimo sekoms. Dél to, “nezvmios ir
neturincios pasekmiy sekos variacijos™ reiskia. kad “panasios™ sekos (t.y., sekos.

Kurios turi realu seky panaSuma su DNR. RNR arba proteinais. atskleistais ir
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apibréztais ¢ia) bus funkciskai ekvivalenc¢ios sekoms, atskleistoms ir apibréztoms
Siame iSradime. Funkci$kai ekvivalen¢ios sekos veiks realiai tokiu paciu bidu.
realiai gamindamos tokias pat kompozicijas, kaip nukleino riigities arba amino-

riig$ties Kompozicijos. atskleistos ir aprasytos ¢ia.

DNR sekos. pateiktos ¢ia, gali bati transformuotos | jvairiarides $eimininko
lasteles. Dauguma tinkamu Seimininko lasteliy. turinéiy reikiamas augimo ir

prieziiros savybes. vra lengval imanomos $ioje srityje.

Frazes “izoliuotas™ arba “realiai grynas™ naudojimas $iame aprasyme ir apibreztyje
kaip DNR. RNR. polipeptidy arba proteiny modifikatoriaus reidkia. kad taip
nurodyti DNR. RNR. polipeptidai. proteinai buvo atskirti nuo jy in vivo lastelinés

aplinkos Zmoniy pastangoms.

Kaip ¢ia panaudota. ~jgimta DNR seka™ arba natiirali DNR seka™ reiskia DNR
seka. kuri gali buti izoliuota nuo netransgeniniy lasteliy arba audinio. [gimtos
DNR sekos vra tos. kurios nebuvo dirbtinai pakeistos, taip, kaip i saitus nukreipta
mutageneze. Kai igimtos DNR sekos yra nustatytos. DNR molekulés. turinéios
1gimtas DNR sekas. gali biiti chemiskai sintezuojamos arba gaminamos naudojant
rekombinantines DNR procedlras. kaip yra zinoma S$ioje srityje. Kaip ¢ia
panaudota. [gimta augalo DNR seka yra ta. kuri gali bati izoliuota nuo
netransgeniniu augalo lasteliu arba audinio. Kaip ¢ia panaudota. jgimta tabako
DNR seka yra ta. kuri gali biiti izoliuota nuo netransgeniniy tabako lasteliy arba

audinio.

DNR Kkonstrukcijos arba transkripcijos kasetés™ Siame iSradime apima krvptimi
nuo 37 iki 37 transkripcijos promotoriu. kaip ¢ia aptarta. DNR seka. operatyvial
sustjusia su promotoriumi. kaip ¢ia aptarta. ir. pasirinktinai. nutraukimo seka.
apimancia stop signala RNR polimerazei ir poliadenilinimo signalq poliadenilazei.

Visi §ie reguliavimo regionai turéty bati valdomi audinio. kuris bus
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transformuojamas, lastelése. Bet koks tinkamas nutraukimo signalas gali biiti
panaudotas vykdant §j i§radima, kurio pavyzdziai apima, bet ne apriboja. nopalino
sintazés (nos) terminatoriy. oktapino sintazés (ocs) terminatoriy. CaMV
terminatoriu arba jgimto terminavimo signalus. kilusius 13 to paties geno kaip ir
transkripcinis iniciacijos regionas arba Kilusius i§ skirtingu geny. Ziireti. pz,
Rezian ir kt. (1988), kaip ank3¢iau (tekste) ir Rodermel ir kt. (1988). kaip ank3c¢iau

(tekste).

Terminas “operatyvial susijes’, kaip ¢ia panaudota. remiasi DNR sekomis vienoje
DNR molekuléje, kurios yra susijusios taip, kad vienos funkcija vra veikiama
kitos. Tokiu biidu, promotorius yra operatyvviai susijes su DNR. kai juo galima
paveikti $ios DNR transkripcija (t.y., DNR yra transkriptiSkai Kontroliuojama
promotoriaus). Promotorius yra laikomas esantis kryptimi “prie$ srove™ nuo DNR,

kuri. tuo paéiu. yra kryptimi “pasroviui™ nuo promotoriaus.

Transkripcijos kaseté gali biiti jterpta | DNR konstrukcija. kuri taip pat tri
maziausiai viena replikacijos sistema. Patogumui yra jprasta turéti replikacingl
sistema. veikianéia Escherichia coli, tokioje. kaip ColEL, pSCI101. pACYCI184.
arba panasiai. Tokiu biidu. kiekvienoje pakopoje po kiekvienos manipuliacijos
konstrukcija gali bati klonuota, nustatyta jos seka ir nustatyvtas manipuliacijos
teisingumas. Papildomai. arba vietoje £. coli replikacijos sistemos. gali biiti
panaudota didelio skai¢iaus Seimininky replikacijos sistema. tokia. kaip P-1
nesuderinamumo plazmidziu replikacijos sistemos. pavyzdziui pRK290. Be
replikacijos sistemos. daznaj bus maZiausiai vienas markeris. kuris gali buti
naudingas viename ar daugiau Seimininku. arba skirtingi markeriai individualiems
Seimininkams. Tai vra. vienas markeris gali blti panaudotas pasirinktinai
prokariotiniame $eimininke. Kkai tuo tarpu kitas markeris gali biiti panaudotas
pasirinktinat eukariotiniame Seimininke. ypa¢ augalo Seimininke. Markeriai gali

biiti apsauga nuo biocido, tokio. kaip antibiotikai. toksinai. sunkieji metalai arba
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panadiai; gali suteikti papildymag perteikiant prototrofija auksotrofiniam

Seimininkui; arba gali suteikti matoma fenotipa gaminant augale nauja jungini.

[vairGs fragmentai. turintys ([vairias Kkonstrukcijas. transkripcijos Kasetes.
markerius. ir panaSiai. gali bliti jvesti nuosekliai skaidant restrikcijos fermentais
atitinkamas replikacijos sistemas, ir jterpiant konkrecia Kkonstrukcija arba
fragmenta | esama saitg. Po ligavimo ir klonavimo DNR konstrukcija gali bati
izoliuota tolimesnei manipuliacijai. Visi Sie metodai yra placiai pateikti
pavyzdziais literatliroje, pavyvzdziu J. Sambrook ir kt., Molecular Cloning. A
Laboratory Manual (2d Ed. 1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Manual (2d
Ed. 1989) (Cold Spring Harbor Laboratory).

Vektoriai, kurie gali biti panaudoti transformuojant augalo audini nukleino
rugSties Konstrukcija, Siame iSradime apima tiek Agrobacterium vektorius. tiek
balistinius  vektorius. taip pat vektorius. tinkamus DNR-medijuojamai

transformacijal.

Terminas ‘promotorius’ remiasi regionu DNR sekos. kurt apima reikalingus
signalus efektyviai koduojancios sekos ekspresijai. Tai gali apimti sekas. prie
Kuriy prisirisa RNR polimerazeé, bet neapsiribojama tbkiomis sekomis. ir gali
apimti regionus. prie Kuriy prisiriSa kiti reguliaciniai proteinai kartu su regionais.

itrauktais j proteino baltymo sintezés kontrolg. ir gali apimti koduojanc¢ias sekas.

Promotoriai. naudojami vykdyti §j iSradima. gali biiti struktdriS8kai aktyvis
promotoriai. Yra daug struktiriskai akt}'\'iti promotoriy. kurie veikia augaluose.
Pageidautinas pavyvzdys yra Ziedinio koptsto mozaikinio viruso (CaMV) 33S
promotorius. kuris yra  struktiiriS$kai iSreikStas daugelyje augalo audiniy.
Alternatyvial. promotorius gali biiti specialus Saknies promotorius arba specialus

Saknics zievés promotorius, Kaip detaliau paaiskinta Zemiau.
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Antisensinés sekos buvo iSreik3tos transgeniniuose tabako augaluose, naudojant
ziedinio kopiisto mozaikinio viruso (CaMV) 35S promotoriy. Zigréti. pv:..
Cornelissen ir kt..-"Both RNA Level and Translation Efficiency are Reduced by
Anti-Sense RNA in Transgenic Tobacco™. Nucleic Acid Res. 17. P. 833-43 (1989):
Rezaian ir kt. "Anti-Sense RNAs of Cucumber Mosaic Virus in Transgenuc
Plants Assessed for Control of the Virus™, Plant Molekulary Biologv 11, P. 463-71
(1988): Redermel ir kt.. “Nuclear-Organelle Interactions: Nuclear Antisense Gene
[nhibits Ribulose Biphosphate Carboxylase Enzyme Levels in Transformed
Tobacco Plants™. Cell 35, P. 673-81 (1988): Smith ir kt. “Antisense RNA
[nhibition of Polygalacturonase Gene Expression in Transgenic Tomatoes™.
Nature 334. P. 724-26 (1988); Van der Krol ir kt.. “Anti-Sense Chalcone in

Transgenic Plants Inhibits Flower Pigmentation™, Nature 333. P. 866-69 (1988).

CaMV 35S promotoriaus naudojimas QPRtazés ekspresijai transformuotose
tabako lastelése ir augaluose Siame iSradime yra pageidautinas. CaMV
promotoriaus naudojimas kitu rekombinantiniu geny ekpresijai tabako $aknyse
buvo apraSytas (Lam ir kt.. “Site-Specific Mutations Alter In Vitro Factor Binding
and Change Promoter Expression Pattern in Transgenic Plants™. Proc. Nat. Acad.
Sci. JAV 86. P. 7890-94 (1989): Poulsen ir kt., “Dissection of 3’ Upstreanf
Sequences for Selective Expression of the Nicotiana plumbaginifolia rbc-8B

Gene”. Mol Gen. Genet. 241. P. 16-23 (1988)).

Kiti promotoriai. kurie yra aktyviis tik $aknu audiniuose (specifiniai $aknu
promotoriai). yra taip pat ypac tinkantys $io iSradimo bidams. Ziitréti, pvz., JAV
patenta Nr. 3.459.252 Conkling ir kt.; Yamamoto ir kt.. T/e Plant Cell. 3:371
(1991). Taip pat gali buti panaudotas specifinis TobRD2 3aknies Zievés
promotorius Zidiréti, pvz., dabar paduota JAV patentine paraiska SN 08/308.786.

Conkling ir kt.: PCT WO 9703261. Visi ¢ia cituoti patentai vra laikomi atskleistais

remiantis ju bendra visuma.
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QPRtazés rekombinantinés molekulés ir vektoriai. naudojami gaminti
transformuotas tabako lasteles ir augalus Siame iSradime gali toliau apimti
dominuojanti selekcini markerinj gena. Tinkami naudojimui tabake dominuojantys
selekciniai  markeriai apima, tarp Kitko. antibiotikams atsparius  genus.
koduojancius neomicino fosfotransteraze (NPTII), hidromicino fosfotransferaze
(HPT). ir chloramtenikolo  acetiltransferazg (CAT). Kitas gerai zinomas
dominuojantis selekcinis markeris tinkamas naudojimui tabake. yra mutantinis
dihidrofoliato  reduktazés genas. Kkuris koduoja atsparia metotreksatui
dihidrofoliato reduktazg.  DNR vektoriai, turintys tinkamus antibiotikams

atsparius genus, ir atitinkami antibiotikai yra komerciSkai prieinami.

Transtormuotos tabako lastelés yra parinktos 1§ netransformuotu aplinkos
populiacijos lasteliu. patalpinant jvairiarfiSe lasteliu populiacija | kultiiros terpe.
turin¢ia atitinkama antibiotiko koncentracija (arba kito misinio normaliai toksisko
tabako lasteléms). kurioms atitinkamas geno produkto dominuojantis selekcinis
markeris suteiké atsparuma. Tokiu biidu, tik tos tabako lastelés. kurios buvo

transformuotos. isgyvvens ir dauginsis.

Rekombinantiniy augaly gamybos biidai Siame iSradime. apskritai. pirmiausia
apima augalo lastele. galin¢ia regeneruoti (augalo lastelg. kuri tipiskai reidkiasi
regeneruoti galin¢iame augale). Augalo lastelé vra tada transformuojama DNR
konstrukcija. apimancia $io iSradimo transkripcijos kasete (kaip Cia apraSyvta) ir
rekombinantinis augalas yra regeneruojamas i$ transformuotos augalo lastelés.
Kaip paaiskinta Zemiau. transformacijos pakopa yra {vykdyta bidais. zinomais
Sioje  sritvje. apimant. bet ne ribojémt. augalo lastelés bombardavima
mikrodalelémis.  turin¢iomis  transkripcijos  kasete. lastelés intekavima
Agrobacterium tumefaciens, apimanciais Ti plazmide. pernesancia transkripcijos

kasete. arba daugiau kity metoduy. tinkamuy transgeninio augalo gamybai.
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Yra zinoma daug Agrobacterium vektoriy sistemu. tinkamy vykdant 3i isradima.
Pavyvzdziui. JAV patentas Nr. 4.459,355 atskleidzia blida transformuoti jautrius
arugalus. apimant dviskil¢ius. Agrobacterium kamienu, turiné¢iu Ti plazmide.
Sumedgjusiu augaly transformacija Agrobacterium vektoriumi yra atskleista JAV
patente Nr. 4.793.835. Toliau. JAV patentas Nr. 4,940.838 Schilperoort ir kt..
atskleidzia binarini Agrobacterium vektoriy (t.y.. ta. kuritame Agrobacterium turi
viena plazmidg. turin¢ia Ti plazmidés vir regiona. bet neturin¢ia T regiono. ir Kita

plazmide. turin¢ia T regiona. bet neturin¢ia vir regiono). naudinga vyvkdant §j

1sradima.

Mikrodalelés. turin¢ios $io iSradimo DNR konstrukcija. kai mikrodalele yra
tinkama balistinei augalo lastelés transformacijai, yra taip pat naudingos darvti $io
iSradimo transtormuotus augalus. Mikrodalelé yra jterpiama | augalo lastele. kad
gaminti transformuota augalo lastelg. ir i3 transformuotos augalo lastelés vra
regeneruojamas augalas. Bet kuri tinkama balistinés lastelés transformacijo;
metodologija ir aparatas gali blti naudojamas vykdant §i iSradima. Pa\yzdini'sx.
aparatas ir biidai vra atskleisti Sanford ir Wolf JAV patente Nr. 4.945.050. ir
Christou ir kt.. JAV patente Nr. 5.015,580. Naudojant balistinés transformacijos
procediiras transkripcijos kaseté gali biiti jvesta | plazmide. galinéia pasikartoti
arba integruotis | transformuojama lastele. Mikrodaleliy. tinkamu naudojimui
tokiose sistemose. pavyzdZiai apima nuo | iki 3 pm auksiniy sfery. DNR

konstrukeija gali biiti uzne$ta ant mikrodalelés bet kuriuo tinkamu biidu. tokiu

Kaip nusédimas.

Pagal §j isradima augalo riidys gali biiti transformuotos DNR Konstrukcija. DNR-
medijuojamu  bidu transformuojant augalo lasteles protoplastus. ir po to
regeneruojant augala i3 transformuoty protoplasty sutinkamai su btdais. gerai
zinomais $ioje sritvje. Tabako protoplasty susiliejimas su DNR turiné¢iomis
liposomomis arba elektroporacija yra zinomi $ioje srityje. (Shillito ir kt., “Direct

Gene Transter to Protoplasts of Dicotyledonous and Monocotyledonous Plants by
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a Number of Methods Including Electroporation™ Methods in Enzymologyl33. P.

313-36 (1987)).

Kaip ¢ia panaudota. transformacija remiasi egzogeninés DNR jvedimu | lasteles.

taip. kad galima biitu gaminti transgenines lasteles. pastoviai -transformuotas

egzogenine DNR.

Transtormuotos lastelés yra jjungiamos kad regeneruotu nepazeistus tabako
augalus taikant tabako lastelés ir audinio technika. Kuri yra gerai Zinoma Sioje
sritvje. Augalo regeneracijos buidas yra pasirinktas toks. kad ji galima bty
suderinti su transformacijos biidu. Pastovus QPRtazés sekos buvimas ir orientacija
transgeniniuose tabako augaluose gali bati patvirtintas QPRtazés sekos Mendelio
paveldimumu. kaip nustatyta standartiniais DNR analizés metodais. pritaikytais
palikuoniui. gautam i3 kontoliuojamy kryZzminimu. Po transgeniniu tabako augaly
regeneracijos i$ transformuoty lasteliy, ivesta DNR seka yra lengvai pervedama |
Kitas tabako atmainas, taikant bendrai priimtas augaly selekcijos metodikas ir be

nereikalingu eksperimenty.

Pavyzdziui. transgeno atsiskyrimo analizei. regeneruoti transformuoti augalai (R,)
cali bati iSauginami iki subrendimo, nustatomas nikotino Kiekis. ir apdulkinami
caminti R; augalus. Dalis R; augalu. turinéiy transgena. yra homozigotiniai
transgenui. Kad nustatyti homozigotinius R augalus. transgeniniai R, augalai yra
auginami iki subrendimo ir apdulkinami. Homozigotiniai R, augalai gamins R,
palikuonius. kur kiekvienas palikuonio augalas turi transgena: heterozigotiniu R,

augaluy palikuoniai atsiskirs 3:1.

Nikotinas veikia Kaip natiiralus pesticidas. kuris padeda apsaugoti tabako augalus
nuo kenkéju pazeidimu. Todel gali bati pageidaujama papildomai transformuoti
turin¢ius mazai arba be nikotino augalus. gaminamus $iais budais transgenu (tokiu

Kaip Bacillus thuringiensis), kuris suteiks papildoma apsauga nuo vabzdziy.
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Pageidaujamas naudojimui augalas Siuose biiduose yra riiSys Nicotiana, arba
tabakas. apimant N. tabacum, N. rustica ir N. glutinosa. Gali biiti naudojama bet
kuri tabako gentis arba atmaina. Pageidautinos yvra gentys, kurios jau turi Zema

nikotino turinj. tokios kaip Nic//Nic2 dvigubi mutantai.

Bet kuris augalo audinys. Kuri galima véliau klonuoti  organogeneze arba
embriogeneze gali biti transformuotas $io iSradimo vektoriumi. Terminas
“organogeneze”. kaip ¢ia panaudota, reiSkia procesa. kuriuo pumpurai ir $aknys
vra iSauginami vienas po kito i$ meristeminiy centry; terminas “embriogenezé”,
Kaip ¢ia panaudota. reiskia procesa. kuriuo pumpurai ir $aknys auga kartu
suderintu bidu (ne paeiliui) , arba i§ somatiniy lasteliy. arba i§ Ivtiniu lasteliu.
Atskiras audinys keisis priklausomai nuo galimuy xlonavimo sistemu. ir geriausiu
atveju. nuo ypatingyju transformuojamy rii$iu. Pavyzdiniai audinio taikiniai apimﬁ
lapu diskus. Ziedadulkes, embrionus, séklaskiltes. hipokotilius, kaliaus audini:f'
egzistuojanti meristeminj audinj (pavyzdziui, vir$linines meristemas. paZastiniu‘sﬁ'
pumpurus ir Saknu meristemas). ir indukuota meristemos audini (pavyzdziui.

seklaskiltés meristema ir hipokotiliné meristema).

Augalai $iame iSradime gali turéti daug formy. Augalai gali biti transtormuotu
lasteliu ir netransformuotu lasteliy chimeros: augalai gali biti kloniniai
trasnformantai (pavyzdziui. visos lastelés pakeistos. kad turéty transkripcijos
Kasete): augalai gali turéti transtformuoty ir netransformuoty audiniu skiepus
(pavyzdziui. transformuotos'..§aknies Seima iskiepyta | netransformuota atzala
citruso riisvse). Transtormuoti augalai gali biiti dauginami daugeliu bidy. tokiu.
Kaip klonavimas arba klasikiniais selekcijos biidais. Pavyvzdziui. pirmos kartos
(arba T1) transformuoti augalai gali biti apdulkintt kad duotu homozigotinius
antros Kkartos (arba T2) transformuotus augalus. ir T2 augalai toliau dauginami
Klasikiniais selekcijos biidais. Dominantinis selekcinis markeris (toks. kaip nprlIl)

cali biiti susietas su transkripcijos kasete. kad dalvvauty selekcijoje.
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Sekant tolimesniu aprasymu. paaiSkés. kad augalai. kurie gali biiti panaudoti $io

iSradimo praktikoje apima tuos genus, kurie yra i$ geny Nicotiana.

Pripazinti anks¢iau zinomi biidai su rekombinantine DNR molekule apra$o. kad
vienas i$ ju gali naudoti pilng QPRtazés ¢cDNR molekulg arba pilng QPRtazes
chromosomin] gena. pridéta sensin€je orientacijoje. veikiant] i$vien su
reguliacinémis sekomis. kad suformuoty transgenines tabako lasteles ir augalus.
(Tie. kurie nusimano $ioje srityje. taip pat pastebes, kad atitinkamos reguliacinés
sekos genu ekspresijai sensinéje orientacijoje apima bet kurias 1§ Zinomy
eukariotinés baltymu sintezés paleidimo sekas, be to, promotoriaus ir
poliadenilinimo/transkripcijos nutraukimo sekas. apraSvtas anks¢iau). Tokie
transformuoti tabako augalai yra apibiidinami padidéjusiais QPRtazés Iy giais ir tuo

paciu aukStesniu nikotino kiekiu, nei netransformuoti kontroliniai tabako augalai.

Todel turéty biti suprasta, kad QPRtazés DNR seku naudojimas QPRT fermento
lveiy sumazinimui arba padidinimui, ir tuo biidu nikotino turinio sumazinimui

arba padidinimui tabako augaluose. patenka i $io iSradimo akiratj.

Kaip ¢ia panaudota. derlius apima dauguma $io iSradimo augaly ir tuo paciu genu.
pasety kartu agrokultliriniame plote. Sakant ~agrokultfrinis plotas™, turima galvoje
bendrasis dirvozemio arba Siltnamio plotas. Tokiu badu. sis iSradimas pateikia
biida gaminti derliu augaly. turin¢iy pakeista QPRtazés veikima ir tokiu biidu
turiCiy padidintus arba sumazintus nikotino lygius. palyginus su panasiu tos

pacios rasies ir daugumos netransformuoty augaly derliumi.

Pateikti pavyzdziai iliustruoja $§j iSradima. bet ir néra traktuojami kaip ribojanty's

anksCiau apradytus dalykus.
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1 PAVYZDYS
I3skyrimas ir sekos nustatymas
TobRD? ¢cDNR (Conkling ir kt.. Plant Phys. 93, 1203 (1990)) seka nustatyta ir
vra pateikiama ¢ia kaip seka SEQ ID NO:1 ir iSvestiné aminoriigi¢iy seka kaip
seka SEQ ID NO:2. ISvestiné aminorlgsciy seka buvo ' numatyvta esanti
citozolinis proteinas. Nors ir QPRtazés genai nebuvo aprasyvti., NtPT/ amino-
rigsciy sekos palyginimai su GenBank duomenu baze (Figira 3) atskleidé
ribota sekos panaduma su tam tikrais bakteriniais ir kitais proteinais:
tostoribozilo  chinolato  transterazes (QPRtaze)  aktyvumas  buvo
pademonstruotas su S. typhimurium, E. coli it N. tabacum genais. NtQPTI
Koduota QPRtazé turi panaSuma su idvestu peptido fragmentu. koduotu
Arabidopsis EST (ekspresijos sekos Zymé) sekos (Genbank pri¢jimo kodas

F20096). kuri gali atspindéti dali Arabidopsis QPRtazés geno.

2 PAVYZDYS

In-Situ hibridizacijos

TobRD2 mRNR transkriptu erdvinio paskirstymo nustatymui jvairiuose $aknies
audiniuose. buvo atliktos in situ hibridizacijos netransformuotuose augaluose.
TobRD2 | TobRD2 mRNR antisensinés vijos in situ hibridizacijos S$aknies
audinyje buvo atliktos naudojant biidus. kaip aprasyvta Meverowitz. Plant Mol
Biol. Rep. 3.242 (1987) ir Smith ir kt.. Plant Mol Biol Rep. 3.237 (1987).
Septyniy dieny tabako (Nicotiana tabacum) daigo Saknys buvo fiksuojamos
fosfato gliutaraldehido buferiu. jkastos | Paraplast Plus (Monoject Inc.. St. Louis.
MO) ir supjaustytos & mm storiu. kad gauti skersinius. taip pat ir iilginius pjavius.
Antisensinial TobRD2 transkriptai. sintezuoti /n vitro esant 33S-ATP. buvo
naudojami Kaip zondai. Pazymeéta RNR buvo hidrolizuota veikiant Sarmu kad
galima biity gauti i18eiga nuo 100 iki 200 pagrindinés masés vidurkio intervalo

buvusio pries naudojima.
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Hibridizacijos truko 16 valandy 50% formamide prie 42°C su mazdaug 3 x10°
impulsy-per-minute (cpm) pazymeta RNR vienam mililitrui hibridizacijos tirpalo.
Po islaikvmo. slaidai buvo i$rySkinti ir vizualizuoti Sviesaus ir tamsaus fono
mikroskopija. :
Hibridizacijos signalas buvo lokalizuotas zieves lasteliy sluoksnvje $aknyse
(rezultatai neparodyti). Abieju, $viesaus ir tamsaus tono lauku palyginimas parodé.
kad tu paciu pjiviu TobRD?2 transkriptai lokalizuoti parenchiminése Saknies zieves

lastelese. Nebuvo matyti jokio hibridizacijos signalo epidermyje arba steléje.

3PAVYZDYS
TobRD2 mRNR lygiai Nicl ir Nic2 tabako mutantuose

ir koreliacija su nikotino lygiais

TobRD?2 pastovios bisenos mRNR lygiai buvo istirti Nic/ ir Nic2 mutantiniuose
tabako augaluose. Nic/ ir Nic2 vra zinomi. kaip galintys reguliuoti fosforibozilo
chinolato transferazés veikima ir putrescino metil-transferazés veikla. ir vra
bendradominantiniai nikotino gamybos reguliatoriai. Sie rezultatai vra iliustruoti
Figirose SA ir 3B ir parodo. kad TobRD?2 ekspresija yra regulivojama Nic/ ir

Nic?2.

RNR buvo izoliuotas nuo laukinio tipo Burley 21 tabako augalu Saknu (Nic//Nic!
Nic2:Nic2); Nicl- Burley 21 Sakny (nicl/nicl Nic2/Nic2). Nic2- Burlev 21 $akny

(Nicl Nicl nic2/nic2).ir Nicl- Nic2- Burley 21 3aknu (nicl/nicl nic2/nic2).

Keturios Burley 21 tabako linijos (nic) buvo auginamos i§ sékly dirvozemyje

menesi ir perkeltos | hidroponines Kameras aeruotame maistingame tirpale
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siltnamyje vienam meénesiui. Sios linijos buvo izogeninés. 1Sskyrus du zemo
nikotino Ivgio lokusus. ir turéjo genotipus Nicl//Nicl — Nic2/Nic2. Nicl/Nicl
nic2/nic2. nicl/nicl  Nic2/Nic2, nicl/nicl nic2/nic2. Saknys buvo nuimtos nuo
mazdaug 20 augaly kiekvienam genotipui ir apjungtos RNR isskyvrimui. Bendras
RNR (lIpg) 18 kiekvienos vietos taSko buvo elektroforezuotas 1% agarozés gelyje.
turin¢iame [.1M tormaldehido. ir perkeltas | nailono membrana. pagal Sambrook
ir kt. (1989). Membranos buvo hibridizuotos su **P-pazymetais TobRD2 ¢DNR
fragmentais. Santvkinis TobRD2 transkripty intensyvumas buvo i$matuotas
densitometrijos buidu. Figlira 5 (vientisos linijos) iliustruoja santykinius
transkriptinius lygius (palyginus su Nicl//Nicl Nic2/Nic2) kiekvienam i§ keturiy
genotipu. Keturiy genotipy santykinis nikotino kiekis (palvginus su Nicl/Nicl

Nic2/Nic2) vra parodytas skaidytomis linijjomis.

Figiira 5 grafiskai palygina santykini pastovios bilisenos TobRD2 mRNR lvgi.
naudojantis lvgiu. rastu laukinio tipo Burley 21 (Nicl/Nicl — Nic2/Nic2). Kaip
standartu. TobRD2? mRNR lygiai Nicl/Nic2 dvigubuose mutantuose buvo
mazdaug 23% laukinio tipo tabako lygio. Figiira 5B toliau palvgina santykinius
nikotino lvgius artimose izogeninése linijose tabako. iStirtose Siame pavyzdyje
(vientisos linijos nurodo 70bRD? transkripto lyvgi: skaidvtos linijos nurodo
nikotino Ivgi). Tarp nikotino Ivgiy ir TohRD?2 transkripto lvgiu buvo artima

Koreliacija.
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4 PAVYZDYS
Dekapitacijos jtaka TobRD2 mRNR kiekiams

Yra gerai Zzinoma S$ioje srityje, kad tabako augalo virSiinés pa3alinimas
(dekapitacija) padidina $akny augima ir padidina augalo lapy nikotino turinj.
Komerciniame tabako veisime augalo dekapitacija vra standartiné praktika. ir
optimaly tabako augalo dekapitacijos laika pagal eile Zinomu auginimo salygu gali

lengvai nustatyti eilinis tos srities specialistas.

Tabako augalai (N. tabacum SR1) buvo auginami i§ séklos dirvozemyje viena
ménes] ir perkelti | Katiliukus. pripildytus smelio. Augalai buvo auginami
Siltnamyje dar du ménesius. kol pradéjo pumpuruotis. Tada nuo keturiu augaly
(dekapitacija) buvo nuimtos ziedy galvutés ir du bambliai. Po nurodyto laiko
nuo kiekvieno augalo buvo nuimta dalis $akny ir sujungta RNR ekstrakcijai.
Kontroliniai augalai nebuvo dekapituoti. Bendras RNR (lug) i3 kiekvienos
vietos tadko buvo elektroforezuotas 1% agarozés gelvje. turinéiame 1.1M
formadelhido, ir perkeltas | nailono membrana pagal Sambrook. ir kt. (1989).
Membranos buvo hibridizuotos 32P-paz_\'métais TobRD2 ¢DNR fragmentais.
TobRD?2 transkriptu santykinis intensyvumas buvo iSmatuotas densitometrija.
Figiira 6 iliustruoja santvkinius transkripto lygius (palyginus su nuliniu laiku)
Kiekvienam laiko taskui su dekapitacija (\'i.entisos linijos) arba be dekapitacijos
(skaidytos lingjos).

Saknu audinyje per 24 valandas buvo ‘nustat_\'ti santykiniai 70bRD2 lvgiai:
rezultatai yvra parodyti Figiiroje 6 (vientisos linijos nurodo 7obRD?2 transkripto
[vgius dekapituotame augale: skaidytos linijos nurodo 7obRD?2 transkripto
[veius nedekapituotuose kontroliuojamuose augaluose). Per Sesias valandas

dekapituoty tabako augalu mRNR Ivgiai TobRD? padidéjo mazdaug
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astuoneriopai: kontroliniuose augaluose per ta pati laiko perioda padidéjimo

nebuvo.

SPAVYZDYS
Bakterinio mutanto, kuriam triiksta

QPRtazés, papildymas DNR seka SEQ ID NO:1

Echerichia coli kamienas TH2635 yra mutantas, kuriam triiksta fostoribozilo
chinolato transferazés (nadC-). ir tokiu badu negali augti terpéje. kurioje triiksta

nikotino riigd¢iu.

TD265 lastelés buvo transformuotos ekspresijos vektoriumi (pWS161). turinéiu
DNR seka SEQ ID NO:1. arba transformuotos tiktai ekspresijos vektoriumi
(pKK233). Transformuotos bakterijos augimas buvo palvgintas su TH265
(pKK233) transformanty augimu ir su netransformuoto TH263 nadC- mutantc;"‘"

augimu. Augimas buvo palygintas ant ME minimalios terpés (kuriai triiksta

nikotino riigties) ir ant ME minimalios terpés su pridéta nikotino riigstimi.

E. coli kamienas su QPtazés mutacija ( nadC ), TH265. buvo maloniai pateiktas
Dr. K.T. Hughes (Hughes ir kt.. J Bact. 175:479 (1993). Lastelés buvo palaikomos
ant LB terpés ir imliosios lastelés paruostos kaip aprasyta Sambrook ir kt. (1989).
Ekspresijos plazmidé buvo sukonstruota pKK2233 (Brosius. 1984) su TobRD2
¢DNR. klonuota kontroliuojant Tac promotoriui. Gauta plazmide. pWSI161. buvo
transtformuota | TH265 lasteles. Transformuotos lastelés buvo patalpintos
minimalioje terpéje (Vogel ir Bonner, 1936) ant agaro [ek$¢iu su arba be nikotino
rigsties (0.0002%) priedu. TH26> lastelés tokios. kokios vra. ir TH263
transtformuotos pKK2233 buvo pasétos ant tokiu paciu leks¢iu kontroliniam

palyginimui.
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Rezultatai yra parodyti Figiiroje 4. Tik TH265 transformuotos DNR seka SEQ ID
NO:1 augo terpéje. kuriai triiksta nikotino riigsties. Rezultatai parodo. kad DNR.
turinc¢ios seka SEQ ID NO:1, ekspresija TH265 bakterinese lastelése suteiké
NadC— tenotipa Siose lastelése. patvirtinantj. kad §i seka koduoja QPRtazg.

TobRD2 nomenklatiira tokiu biidu buvo pakeista | NtQPT/. .

6 PAVYZDYS

Tabako augaly transformacija

Seka SEQ ID NO:1 turinti DNR antisensinéje kryptyvje tunkcionaliai sujungta su
augalo promotoriumi (CaMV 33S arba TobRD2 S$aknies Zzievés specitiniu
promotoriumi). kad gaminty dvi skirtingas DNR Kkasetes: CaMV33S
promotoriaus/antisensing SEQ ID NO:1 ir TobRD2 promotoriaus/antisensing SEQ

ID NO:1.

Transtormacijai yra parinktos laukinio tipo tabako linija ir zemo nikotino kiekio
tabako linija. pavyzdziui. laukinio tipo Burley 21 tabakas (Nic/— /Nic2+) ir
homozigotinis nic/-/ nic2- Burley 21. Dauguma tabako augalo lasteliu i3
Kiekvienos linijos vra transformuojamos naudojant kiekvieng i§ DNR kaseiy.
Transformacija atliekama naudojant Agrobacterium vektoriy. pavyzdziui.
Agrobacterium- binarini vektoriy. turintj Ti-ribos sekas ir #npt/[ gena (suteikianti

atsparuma kanamicinui ir kontroliuojant nos promotoriui (1ptll)).

Transtormuotos lastelés yra atrenkamos ir regeneruojamos | transgeninius tabako
augalus (Rp). Ry augalai vra auginami iki subrendimo ir nustatomi nikotino kiekiai
juose: transtformuoty tabako augaly subséjiniai parodo zymiai mazesnius nikotino

Kiekius. palyginus su netransformuotais standartiniais augalais.
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Tada R, aucalai yra apdulkinami ir transgeno izoliavimas yra analizuojamas R,
0 aug ¥ £ )

palikuoniuose. R, palikuoniai yra auginami iki subrendimo ir apdulkinami:
izoliavimas transgeno tarp R, palikuoniy nurodo. kurie R, augalai ‘ra

homozigotinial transgenui.
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(B) FAKSAS :919-881-3175
(2) INFORMACIJA SEQID NO:1:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA :
(A) ILGIS : 1399 baziniy pory
(B) TIPAS : nukleino riigstis
(C) GRANDINE : vienaeilé
(D) TOPOLOGIJA : linijiné

(i) MOLEKULES TIPAS : cDNA

(ix) POZYMIAI:

‘ (A)PAVADINIMAS/RAKTAS : CDS
(B) PADETIS : 52..1104

(xi) SEKOS APRASYMAS : SEQ ID NO:1:

CAAAAACTAT TTTCCACAAA ATTCATTTCA CAACCCCCCC AZ\AAAAAAAF C ?T(g pT 57
et Pne
1
AGA GCT ATT CCT TTC ACT GCT ACA GTG CAT CCT TAT GCA ATT ACA GCT 105
Arg Ala Ile Pro Phe Thr Ala Thr Vai His Pro Tyr Ala Ile Thr Ala
5 10 15
CCA AGG TTG GTG GTG AMA ATG TCA GCA ATA GCC ACC AAG AAT ACA AGA 153
Pro Arg Leu Val Val Lys Met Ser Ala Ile A3 Thr Lys Asn Trr Arg :
20 25 30
GTG GAG TCA TTA GAG GTG AAA CCA (CA GTA CAC CCA ACT TAT GAT TTA 201
Val Glu Ser Leu Glu Val Lys Pro Pro Ala His Pro Tnr Tyr Aso Leu
35 49 - 45 50
AAG GAA GTT ATG AM CTT GCA CTC TCT GAA GAT GCT GGG AAT TTA G3A 249
Lys Glu Val Met Lys Leu Ala Leu Ser Glu Asp Ala Gly Asn tLeu Gly
55 60 €5
GAT GTG ACT TGT AAG GCG ACA ATT CCY CTT GAT ATG GAA TCC CGAT GIT 297
Asp Val Tar Cya Lys Ala Thr Ile Pro Leu Asp tet Giu Sgg Aso Ala
7 75

CAT TTT CTA GCA AAG GAA GAC G&5 ATC ATA GCA GGA ATT GCA CTT GCT 345
His Phe L;u Ala Lys Glu Asp Gly Ile Il¢ M Gly Ile Ala Leu Ala
5 50 95

T
Cu_">

GAG ATG ATA TTC GCG GAA GTT GAT CCT TCA TTA AAG GTG GAG 153 TAT 393
Giu Met Ile Phe Ala Glu Val Asp Pro Ser Lea Lys Val Glu Trp Tyr

100 105 110
GTA AAT GAT GGC GAT AAA GTT CAT AAA GGC TTG A%A TTT GGT AAA GTA 441

Val Asn Aso Gly Asp Lys Val His Lys Gly Leu Lys Fhe Gly Lys Val
115 120 125 130



I+

20T GAG
Ala Glu
140

CAA GGA
GIn G1 Y

ALC GCT TAC AAC ATT GTT ATA
Asn Ala Tyr Asn lle Val lie
135

TiT ATG CAA AGA ATG AGT.GGA ATA GCT ACA CTA
Pre Met Gln Arg Met Ser Gly Ile Aia Thr Leu
150 155

GAT GCT
Asp Ala

GCA CAC £CT GCY TAC ATC TTG GAG ACT
Ala His Pro Ala Tyr Iie Leu Glu Thr
165 179

GGA TTA CGT TG GTG GAT AAA TGG GCG GTA TTG
Gly Leu Arg Leu Val Asp Lys Trp Ala Yal leu

180 185

AAT CAC AGA ATG GGC TTA TTT GAT ATG GTA ATG
Asn His Arg Met Gly Leu Phe Asp Met Val Met
195 200 205

ATA TCT GCT GCT GGA GGT GTC GGC AAA GCT CTA
I1e Ser Ala Ala glg Gly Val Gly Lys élg Leu
Z

TAT TTG GAG CAA AAT AAA CTT CAA ATA (GG GTT
Tyr Leu Glu gég Asn Lys Leu Gln é;g Gly val
4

ACA ATT GAA GAA GTA CGT GAG GTT CTA GAC TAT
Thr Ile glu Glu Val Arg Glu Val Leu Asp Tyr
5 250

ACT TCG TTG ACT AGG

ATA ATG CTG GAC AAT ATG
Thr Ser Leu Thar Arg

e Met Leu Asp Asn Mat

260 265
AAC GGA GAT ATT GAT GTA TCC ATG CTT AAG GAG
Asn Gly Asp Ile Asp Val Ser Met Leu Lys Glu
275 289 285

AAT GGG AGG TTT GAT ACG GAG GCT
Asn Gly Arg Pne Aég Tnr Giu Ala
Z

GTA CAC AAG ATT GGA
Val His Lys 518 Gly
1

CTG ACG CAT TCC GTS
Led Thr His Ser Vel
2

TCA GZA AAT
Ser Gly Asn
300

GTT ACC TAC
Yal The Tur
315

A GCA CTT GAC ATT TCC
Lys Ala Leu Asgp Ile Ser
339

CAA ACT G5T
GIn Tnr Gly

o
(62

GAG CTC GCC CTT GEA GTT GGA AGG LGT ACA AAA
Glu Leu Ala Leu Glu Yal Gly Arg Arg Thr Lys
345

340
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AGG GTT GTT CTC AAT 489
Arg Val Va! Led Asn
145
ACT AAG GAA ATG GTA 537
Tnr Lys Glu Met Ala
160
AGG ABA ACT GCT CCT 585
Arg Lys Thr ATa Pro
175
ATC GGT GGG GGG AAG £33
e Gly Gly Giy Lys
190
ATA AAA GAC AAT CAC 681
Ile Lys Asp A<n His
210
AM TCT GTG GAT CAG 729
Lys Ser ¥al Asp GlIn
225
GAG GTT GAA ACC AGG 777
Glu Val Glu Thr Arg
240
GCA TCT CAA ACA AAG 825
Ala Ser GIn Thr Lys
255
GYT GTT CCA TTA TCT 873
Val Val Pro Leu Ser
270
GCT GTA GAA TTG ATC 821
Ala Val Glu Leu Ile
290
GTT ACC CTT ZAA ACA 969
val Thr Leu Glu Thr
305
ATT TCT AGT GGT GCC i017
[le Ser Ser Gly Ala
320
CTG AAG ATC GAT ACA 1065
Leu Lys 112 Asp Thr
335
CGA GCA TGAGCGCCAT 1114

rg Ala

350
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TACTTCTGCT ATAGGGTIGG AGTAAMAGCA GCTGAATAGC TGAAAGGTGC AAATAAGAAT 1174
CATTTTACTA GTTGTCAAAC AARAGATCCT TCACTGTGTA ATCAAACAAL AAGATGTAZA 1234
TTGCTGGAAT ATCTCAGATG GCTCTITICC AACCTTATTG CTTGAGTTGE TAATTTCATT 1294
ATAGCTTTGT TTTCATGTIT CATGGAATTT GTTACAATGA ARATACTTGA TTTATAAGTT 1354
TCATGTATGT ASAATTCTGT GTTACTTCAA ATATTTTGAG ATGTT ' 1359

(2) INFORMACIJA SEQ ID NO:2:

(i)  SEKOS CHARAKTERISTIKOS :
(A) ILGIS : 351 amino ragstis
(B) TIPAS : amino ragstis
(C) TOPOLOGIJA : linijiné

(i) MOLEKULES TIPAS : proteinas

(xi) SEKOS APRASYMAS : SEQ ID NO:2:

Meg Phe Arg Ala Ile Pro Phe Thr Ala Thr Val Mis-Pro Tyr Ala Ile
5 10 15

Thr Ala Pro Arg Leu Val Val Lys Mat Ser Ala Die Ala Thr Lys Asn
20 25 K

Thr Arg Val Glu Ser Leu Glu Val Lys Pro Pro Ala His'Pro Thr Tyr
35 40 45

(Ve

Asp Leu Lys Glu Val Met Lys Leu Ala Leu Ser Glu Asp Alz G1v Asn
£ 18 U 68 sp Alz Gly A;r,

Leu Gly Asp Val Thr Cys Lys Ala Thr Ile Pro Leu Asp Met Glu Ser
65 70 | 75 80

Asp Ala His Pre Leu Ala Lys Glu Asp Gly Ile Ile Ala Gly Ile Ala
85 80 a5

Leu Ala Glu Vet Ile Phe Ala Glu Val Asp Pro Ser Leu Lys Val Glu
100 165 110

Trp Tyr Val Asn Asp Gly Asp Lys Val His Lys G! i Lys Pre
) ys Va y Leu Lys Pre G1
115 120 5

x>
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Lys Val Gln Gly Asn Ala Tyr Asn Ile Val Ile Ala Glu Arg Val Va)
130 135 140

Leu Asn Phe Met Gin Arg Met Ser Glv Ile A
1

‘ Thr Leu Thr Lys Glu
145 150

1a

55 160

Met Ala Asp Ala Ale His Pro Ala Tyr Ile Leu Glu Thr Arg Lys Thr
165 170 - 175

Ala Pro Gly Leu Arg Leu Val Asp Lys Trp Ala Val Leu [le Gly Gly
180 185 190

Gly Lys Asn His Arg Met Gly Leu Pha Asp Met Vai Met Ile Lys Asp
195 200 205

Asn His Ile Ser Ala Ala Gly Gly Val Gly Lys Ala Leu Lys Ser Val
210 215 220

Asg GIn Tyr Lzu Glu GIn Asn Lys Leu GIn Ile Qly Val Glu Val Glu

225 230 235 240

Thr Arg Thr 11e Glu Glu Val Ara Glu Val Leu Asp Tyr Ala Ser Gln
245 250 255

Thr Lys Thr Ser Leu Thr Arg Ile Met Leu Asp Asn Met Val Val Pro
260 265 270

Leu Ser Asn Gly Asp Ile Asp Val Ser Met Leu Lys Glu Ala Val Glu
275 280 285

Leu Ile Asn Gly Arg Phe Asp Thr Glu Ala Ser Gly Asn Val Thr Leu
290 295 300

Glu Thr Val His Lys Iie Gly GIn Thr Gly Val Thr Tyr Ii= Ser Ser
305 310 315 320

Gly Ala Leu Tnr His Ser Val Lys Ala Leu Asp Ile Ser Leu Lys Ile
325 530 335

Asp Thr Glu Leu Ala Leu
340

—

[op]
—d
f o
-
oY)

Arg g Thr Lys Arg Ala
350

Lo
~ 5
[Saiid
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(2) INFORMACIJA SEQ ID NO:3:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA :
(A) ILGIS : 1033 baziniu poru
(B) TIPAS : nukleino rugstis
(C) GRANDINE : vienguba
(D) TOPOLOGIJA : linijiné

(i) MOLEKULES TIPAS: cDNA

(xi) SEKOS APRASYMAS : SEQ ID NO:3:

ATGTTTAGAG CTATTCCTTT CACTGCTACA GTGCATCCTT ATGEAATTAC AGCTCCAAGG
TTGGTGGTGA AAATGTCAGC AATAGCCACC AAGAATACAA GAGYGRAGTC ATTAGAGGTG
AAACCACCAG CACACCCAAC TTATGATTTA AAGGAAGTTA TGAAMCTTGC ACTCTCTGAY
GATGCTGGGA ATTTAGGAGA TGTGACTTGT AAGGCGACAA TTCCTCYTGA TATGGAATCC
GATGCTCATT TTCTAGCAAA GGAAGACGSS ATCATAGCAG GAATTGCACT THCTGAGATG
ATATTCGCGG AAGTTGATCC TICATTAAAG GTGGAGTGGT ATGTAAATGA TGGCGATAAA
GTTCATAAAG GCTTGAAATT TGGCASAGTA CAAGGAAACG CTTACAACAT TGTTATAGCT
JAGAGGGTTG TTCTCAATTT TATGCALAGA ATCGAGTGGAA TAGCTACACT AACTAAGGAA
ATGGCAGATG CTGCACACCC TGCTTACATC TTGGAGACTA GGAAAACTGC TCCTGGATTA

CGTTTGRTGG ATASATSEEC GGVATTGATL GGTGGGEGGA AGRATCACAG AATGRGCTTA

TTTGATATGG TAATGATAAA AGACAATCAC ATATCTGCTG CTGGAGGTGT CGGCAAAGC
CTAAAATCTG TGGATCAGTA TTTGGAGCAA AATAAACTTC AMATAGGGGT TGAGGTTGAA
ACCAGGACAA TTGAAGAAGT ACGTGAGGTT CTAGACTATG CATCTCAAAC AAAGACTTCG
TTGACTAGGA TAATGCTGGA CAATATGGTT GTTCCATTAT CTAACGGAGA TATTGATGTA
TCCATGCTTA AGGAGGCTGT AGAATTGATC AATGGGAGST TTCATACGGA GGCTTCAGGA
AATGTTACCC TTGAAACACT ACACAAGATT GGACAAACTG GTGTTACCTA CATTICTAGT
GGTGCCCTGA_CGCATTCCGT GAAAGCACTT GACATTTCCC TGAAGATCGA TACAGAGCTC
GCCCTTGAAS TTGGAAGGCG TACAAAACGA GCA
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Izoliuota DNR molekule. turinti seka. parinkta i$ grupés. susidedancios is:

(a) sekos SEQ ID NO:1;

(b) DNR sekuy. kurios koduoja fermenta. turinti sek‘q SEQ ID

NO:2;

(c) DNR seku. kurios hibridizuojasi su izoliuota DNR i3 (a)
arba 1§ (b), ank§¢iau paminéty. ir kurios koduoja
tfosforibozilo chinolato transterazés fermenta: ir

(d) DNR seku. kurios skiriasi nuo DNR (a), (b) arba (c),

anks¢iau pamineéty. dél genetinio kodo degeneracijos.

2. DNR konstrukcija.besiskirianti tuo. kad turi ekspresijos kasetg. kai
konstrukeija kryptimi nuo 57 iki 3° turi promotoriu. veikiantj augalo lastel¢je.
ir DNR molekulg . pagal 1 punkta. i$destyta pasroviui nuo minéto

promotoriaus, ir tunkcionalial sujungta su juo.

3. DNR Kkonstrukcija pagal 2 punkta. besiskirianti tuo. kad minéta

DNR molekulé vra antisensinéje orientacijoje.

4. DNR konstrukcijabesisKkirianti tuo. kad kryptimi nuo 3™ iki 37 turi
promotoriy. veikianti augalo lasteléje, ir DNR pagal | punkta. koduojancia
augalo fosforibozilo chinolato transferazg. kai minéta DNR vra tunkcionaliai

sujungta su minétu promotorium.

5. DNR konstrukeija besiskirianti tuo. kad kryptiminuo 3™ iki 3" turi
promotoriu. veikianti augalo lasteléje ir DNR pagal | punkta. koduojanc¢ia
augalo fostoribozilo chinolato transferaz¢. kai minéta DNR yra antisensingje

orientacijoje ir funkcionalial sujungta su minétu promotoriumi.
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6. DNR konstrukcija pagal 2. 3.4 arba 5 punkta.besiskirianti tuo. kad

jos promotorius vra struktdriSkai aktyvus augalo lasteleése.

7. DNR konstrukcija pagal 2. 3, 4 arba 5 punkta. besiskirianti tuo. kad

jos promotorius yra selektyviai aktyvus augalo Sakny audinio lastelése.

8. DNR Kkonstrukeija pagal 2. 3, 4 arba 5 punkta. besiskirianti tuo. kad

Jos promotorius yra selektyviai aktyvus augalo $aknuy Zievés audinio lastelése.

9. DNR konstrukeija pagal 2. 3, 4 arba 5 punkta.besiskirianti tuo. kad

minéta konstrukcija toliau turi plazmideg.

[0. DNR Konstrukcija pagal 2. 3, 4 arba 3 punkta. besisKkirianti tuo.

kad yra perneSama augalo transformacijos vektoriaus.

-

1. DNR konstrukcija pagal 2, 3. 4 arba 3 punkta. besiskirianti tuo.
kad yra perneSama augalo transformacijos vektoriaus. Kkuris yra

Agrobacterium tumefaciens vektorius.

[2. Augalo lastelé.besiskirianti tuo.kad turi DNR konstrukcija pagal

2.3, 4 arba 3 punkta.

13. Transgeninis augalas.besiskiriantis tuo. kad turi augalo lasteliu

pagal 12 punkta.

I4. Peptidas. turintis seka SEQ ID NO:2.
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15. Peptidas. koduojamas DNR sekos. parinktos i§ grupés. susidedancios is:

(a) sekos SEQ ID NO:1:

(b) DNR seku. kurios hibridizuojasi su izoliuota DNR i3 (a).
ank§¢iau paminétos. ir Kkurios Kkoduoja fosforibozilo
chinolato transterazés fermenta: ir

(c) DNR seky. kurios skiriasi nuo DNR i$ (a). arba i$ (b).

anksc¢iau paminety. del genetinio kodo degeneracijos.

16. Transgeninio augalo lastelés. turin¢ios sumazinta fosforibozilo chinolato
transterazes (QPRtazés) ekspresija, gamybos biidasbesiskiriantis tuo.
kad minétas blidas apima:

augalo lastelés. kuri Zinoma kaip ekspresuojanti fosforibozilo
chinolato transferaze. sukiirima:

egzogeninés DNR Kkonstrukcijos. kuri kryptimi nuo 37 iki 37 turi
promotoriuy. veikiantj augalo lasteleje, ir DNR pagal | punkta. apimancia dali
sekos. koduojancios fosforibozilo chinolato transterazés mRNR. kai minéta

DNR funkcionaliai sujungta su minétu promotoriumi. sukiirima: ir

minétos augalo lgstelées transformavima minéta DNR
konstrukcija. norint gauti transformuotas lasteles. kai minéta augalo lastelé.

turt sumazinta QPRtazés ekspresija. palvginus su netransformuota lastele.

17. Biidas pagal 16 punkta. besisiskiriantis tuo.kad minéta DNR.
apimanti dalj sekos. koduojancios fosforibozilo chinolato transterazés mRNR.

Vra antisensingje orientacijoje.

8 Badas pagal 16 punkta.besiskiriantis tuo. kad minéta DNR.

apimanti dali sekos. koduojancios fostoribozilo chinolato transterazés mRNR.

vra sensinéje orientacijoje.
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19. Biidas pagal 16 punkta.besisKirtantis tuo. kad minéta augalo

lastele yra Nicotiana tabacum.

20. Budas pagal 16 punkta.besiskiriantis tuo.kad dar apima augalo

B

i$ minétos transformuotos augalo lastelés regeneravima.

21. Bidas pagal 16 punkta. besiskiriantis tuo. kad minétas

promotorius vra struktiiriS$kai aktvvus.

22. Biidas pagal 16 punkta. besiskiriantis tuo. kad minétas promotorius

vra selektyviai aktyvus augalo Sakny audinio lastelése.

23. Badas pagal 16 punkta. besiskiriantis tuo. kad minétas promotorius

vra selektyviai aktyvus augalo Saknu zieves audinio lastelése.

24, Biidas pagal 16 punkta. besiskirtantis tuo. kad minéta transformavimo

pakopa yra atlickama bombarduojant minéta augalo lastele mikrodalelémis.”

pernesanciomis minéta DNR konstrukeija.

25. Budas pagal 16 punkta. besiskiriantis tuo. kad minéta transformavimo
akopa vra atliekama infekuojant minéta augalo lastele Aorobacterium
pa 3 ) L g L 8

tumefaciens. turincia Ti plazmide. perneSanéia minéta DNR konstrukeija.

26. Transgeninio tabako seékly gamybos biidas. besiskiriantis tuo. kad

séklas surenka i3 transgeninio tabako augalo. gauto biidu pagal 19 punkta.

27. Bidas pagal 16 punktabesiskiriantis tuo.kad jame minéta egzogenine
DNR seka yra komplementari (papildan¢ioji) minétai fosforibozilo chinolato
transferazés informacinet RNR (QPRT mRNR). ekspresuotai minétos augalo

lasteles regione. parinktame i3:

w
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(a) 3°- netransliuotos sekos minétos QPRT mRNR:
(b) 3°- netransliuotos sekos minétos QPRT mRNR: ir

(c) transliuoto regiono minétos QPRT mRNR.

28. Biidas pagal 16 punkta. besiskiriantis tuo. kad jame minéta
cgzogeniné DNR seka yra komplementari (papildanéioji) maziausiai 13 nukleotidy
minétos fostoribozilo chinolato transferazés informacinés RNR. ekspresuotos

minétoje augalo lastelgje.

29. Biidas pagal 16 punkta. besiskiriantis tuo, kad jame minéta
egzogenine DNR seka yra komplementari (papildan¢ioji) maziausiai 200
nukleotidu minetos tosforibozilo chinolato transferazés informacinés RNR.

ekspresuotos minétoje augalo lasteléje.

30. Budas pagal 16 punkta. besiskiriantis tuo. kad jame minéta
egzogeniné DNR seka apima fosforibozilo chinolato transterazg. koduojancia

seka. parinkta 1§ DNR seku. aprasdytu 1 punkte.

51. Transgeninis augalas i8 r0siu Nicotiana. besisKiriantis tuo. kad turi
sumazinta fosforibozilo chinolato transterazés (QPRtazés) ekspresija. Ivginant su
netransformuotu  kontroliniu augalu. kai minétas transgeninis augalas apima
transgenines augalo lasteles. turinéias:

egzogenines DNR Konstrukeija. kryptimi nuo 37 iki 37 apimancia
promotoriy. veikiant] minétoje Alfahsteléje. ir DNR. turin¢ia segmenta DNR sekos
pagal | punkta. koduojancios aﬁgalo tostoribozilo chinolato transferazés mRNR.
kai minéta DNR funkcionaliai sujungta su minétu promotoriumi:

ir minétas augalas parodo sumazinta QPRtazes ekspresija. palvginus

su netranstormuotu Kontroliniu augalu.
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32. Transgeninis augalas pagal 31 punkta. besiskiriantis tuo. kad jame
minétas segmentas DNR, apimancios segmenta DNR sekos. koduojanéios

fostoribozilo chinolato transferazés mRNR. yra antisensingje orientacijoje.

33. Transgeninis augalas pagal 31 punkta. besiskiriantis tuo. kad jame
minetas segmentas DNR. apimancios segmenta DNR sekos. koduojancios

fosforibozilo chinolato transferazés mRNR. yra sensinéje orientacijoje.

54. Transgeninis augalas i3 rasiu Nicotiana, besiskiriantis tuo. kad turi
sumazinta tosforibozilo chinolato transferazés (QPRtazés) ekspresija. lyginant su
netranstformuotu kontroliniu augalu, kur minétas transgeninis augalas yra

palikuonis augalo pagal 31 punkta.

35.S¢klos.besiskirianc¢ios tuo, kad vra i§ transgeninio augalo rasiu

Nicotiana. turinéio sumazinta fosforibozilo chinolato transterazés (QPRtazés)

ekspresija. proporcinga netransformuotam kontroliniam augalui. kur minétas™

transgeninis augalas vra augalas pagal 31 punkta arba jo palikuonis.

36. Derlius.besiskiriantis tuo. kad apima daugvbe augalu pagal 31

punkta. pasodinty kartu agrokultiriniame lauke.

37. Fostoribozilo chinolato transferazés geno ekspresijos sumazinimo biidas
augalo lasteléje. besiskiriantis tuo. kad minétas biidas apima:

auginima augalo lasteles. transformuotos taip. kad turety egzogening
DNR pagal 1 punktg. kur minétos DNR transkribuota vija yra komplementari
(papildancioji) fosforibozilo chinolato transferazés mRNR. endogeninei minétai
lastelei. kai minétos papildanéiosios vijos transkripcija sumaZina minéto

fostoribozilo chinolato geno ekspresija.

by
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38. Tabako augalo, turin¢io sumazintus nikotino lygius minéto tabako augalo
lapuose. gamybos bidas, besisKkiriantis tuo, kad minétas bidas apima:
auginima tabako augalo arba anks¢iau minéty palikuoniy augaly, kur
minetas augalas turi lasteles. apiman¢ias DNR konstrukeija. turinéia transkripeini
iniciacijos regiong. funkcionuojantj minétame augale ir egzogenine DNR seka
pagal 1 punkta. funkcionaliai sujungta su minétu transkripciniu iniciacijos regionu.
kur transkribuota minétos DNR sekos vija yra komplementari (papildancioji)
endogeninei fosforibozilo chinolato transferazés informacinei RNR minétose

lastelese.

39. Transgeninés augalo lgstelés, turin¢ios padidinta fosforibozilo chinolato
transterazés (QPRtazés) ekspresija. gamybos bidas, besiskiriantis tuo,
kad minétas blidas apima:

gavima augalo lastelés, ekspresuojancios fosforibozilo chinolato
transteraze:

gavima egzogeninés DNR konstrukcijos, kai konstrukcija kryptimi
nuo 37 iki 3° apima promotoriy. veikiantj augalo lasteléje, ir DNR seka pagal 1
punkta. koduojancia fosforibozilo chinolato transferazg. kai minéta DNR seka vra
funkcionaliai sujungta su minétu promotoriumi: ir

transformavima minétos augalo lastelés minéta DNR konstrukcija.
gaunant transformuotas lasteles. kai minéta augalo lastelé turi padidinta QPRtazés

ekspresija. lvginant su netransformuota lastele.

40. Transgeninis augalas i$ riSiy Nicotiana, besiskiriantis tuo. kad turi
padidinta fosforibozilo chinolato transferazés (QPRtazes) ekspresija. lvginant su
netransformuotu  kontroliniu augalu, kai minétas transgeninis augalas apima
transgenines augalo lasteles. turindias:

egzogenines DNR Konstrukcija Keyptimi nuo 3 iki 3" apimancia

promotoriu. veikianti minétoje lasteléje. ir DNR seka pagal 1 punkta. koduojancia
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augalo fosforibozilo chinolato transferaze¢. kai minéta DNR funkcionaliai sujungta
su minétu promotoriumi:
kai minétas augalas parodo padidinta QPRtazeés ekspresija. lyginant

su netransformuotu kontroliniu augalu.

+1. Transgeninis augalas i3 riiSiy Nicotiana.besiskiriantis tuo. kad turi
padidinta fosforibozilo chinolato transferazés (QPRtazes) ekspresija. lvginant su
netransformuotu Kontroliniu augalu, kur minétas transgeninis augalas yra

palikuonis augalo pagal 40 punkta.

42. Fostoribozilo chinolato transferazés geno ekspresijos padidinimo biidas augalo
lasteléje.besiskiriantis tuo, kad minétas biidas apima:

auginima augalo lgstelés, transformuotos taip, kad turéty egzogening
DNR pagal | punkta. Kurioje minéta egzogeniné DNR koduoja fosforibozilo

chinolato transteraze.

43. Blidas pagal 42 punkta besiskiriantis tuo. kad jame minéta:
transtormuota augalo lastelé yra gaunama biidu. apimanciu:

genomo konstrukcijos integravima | pagrindinio augalo lastele.
transkripcijos kryvptyje turinia promotoriy. funkcionuojanti minétoje augalo
lasteléje, DNR seka. koduojanéia _ fosforibozilo chinolato transferaze.
tunkcionuojan¢ia minétoje lasteléje. kai minéta DNR seka funkcionaliai sujungta
su minétu promotoriumi. ir transkripcijos nutraukimo regiona. funkciuonuojanti

minétoje lasteléje. kal transformuota augalo lastelé yra gaunama.

+4. Tabako augalo. turin¢io padidintus nikotino lvgius minéto tabako augalo

lapuose. gamybos blidas.besiskiriantis tuo. kad minétas blidas apima:
auginima tabako augalo arba anks¢iau minétu palikuoniu. kur

mineétas augalas turi lasteles, apiman¢ias DNR konstrukcija. turin¢ig transkripcini

iniciacijos regiona. funkcionuojanti minétame augale ir egzogening DNR seka
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pagal 1 punkta. funkcionaliai sujungta su transkripcijos iniciacijos regionu. kai
minéta DNR seka koduoja fosforibozilo chinolato transteraze. funkcionuojanéia

minétose lastelese.
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caaaaactat tttccacaaa attcatttca caaccccccc aaaaaaaaac cATGTTTAGA
GCTATTCCTT TCACTGCTAC AGTGCATCCT TATGCAATTA CAGCTCCAAG GTTGGTGGTG
AAAATGTCAG CAATAGCCAC CAAGAATACA AGAGTGGAGT CATTAGAGGT GAAACCACCA
GCACACCCAA CTTATGATTT AAAGGAAGTT ATGAAACTTG CACTCTCTGA AGATGCTGGG
TTTCTAGCAA AGGAAGACGG GATCATAGCA GGAATTGCAC TTGCTGAGAT GATATTCGCG
GAAGTTGATC CTTCATTAAA GGTGGAGTGG TATGTAAATG ATGGCGATAA AGTTCATAAA
GGCTTGAAAT TTGGCAAAGT ACAAGGAAAC GCTTACAACA TTGTTATAGC TGAGAGGGTT
GTTCTCAATT TTATGCAAAG AATGAGTGGA ATAGCTACAC TAACTAAGGA AATGGCAGAT
GCTGCACACC CTGCTTACAT CTTGGAGACT AGGAAAACTG CTCCTGGATT ACGTTTGGTG
GATAAATGGG CGGTATTGAT CGGTGGGGGG AAGAATCACA GAATGGGCTT ATTTGATATG
GTAATGATAA AAGACAATCA CATATCTGCT GCTGGAGGTG TCGGCAAAGC TCTAAAATCT
GTGGATCAGT ATTTGGAGCA AAATAAACTT CAAATAGGGG TTGAGGTTGA AACCAGGACA
ATTGAAGAAG TACGTGAGGT TCTAGACTAT GCATCTCAAA CAAAGACTTC GTTGACTAGG
ATAATGCTGG ACAATATGGT TGTTCCATTA TCTAACGGAG ATATTGATGT ATCCATGCTT
AAGGAGGCTG TAGAATTGAT CAATGGGAGH- TTTGATACGG AGGCTTCAGG AAATGTTACC
CTTGAAACAG TACACAAGAT TGGACAAACT GGTGTTACCT ACATTTCTAG TGGTGCCCTG
ACGCATTCCG TGAAAGCACT TGACATTTCC CTGAAGATCG ATACAGAGCT CGCCCTTGAA
GTTGGAAGGC GTACAAAACG AGCATGAgeg ccattacttc tgctataggg ttggagtaaa
agcagctgaa tagctgaaag gtgcaaataa gaatcatttt actagttgtc aaacaaaaga
tccttecactg tgtaatcaaa caaaaagatg taaattgetg gaatatctca gatggetett
ttccaacctt attgcttgag ttggtaattt cattataget ttgttttcat gtttcatgga

atttgttace atgaaaatac ttgatttata agtttggtgt atgtaaaatt ctgtgttact
tcaaatattt tgagatgtt

FIG. Z2A

MFRAIPFTAT VHPYAITAPR LVVKMSAIAT KNTRVESLEV KPPAHPTYOL 50
Ke4¥FKLALSE DAGNLGDVTC KATIPLOMES DAHFLAKEDG IIAGIALAEM 100
TFAZVDPSLK VEWYVNDGDK VHKGLKFGKY QGNAYNIVIA ERVVLNFMQR 150
MSGTATLTKE MADAAHPAYT LETRKTAPGL RLVDKWAVLI GGGKNHRMGL 200
FOMYMIKDNH TSAAGGYGKA LKSVDQYLEQ NKLQIGVEVE TRTIEEVREV 250
LOYASQTKTS LTRIMLONMY VPLSNGDIDV SMLKEAVELI NGRFDTEASG 300
NVTLETVHKT GQTGYTYISS GALTHSVKAL DISLKIDTEL ALEVGRRTKR 350
A 351

FIG. 28
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MFRATPFTATVHPYAITAPRLVVKMSATATKNTRVESLEVKPPAHPTYDL
Keroomes RPNH- - === e e mmeee e PVAALS*F - - - -Al
*oonaoe LSDC == - em e mmmmmmeamene s EFDAAR- - -~ --
Kooennn PPRRANPDDR* - == - === == -~ DALL*RINLDI*A----AV
*eaenen PPRRANPOTRY - - === = - -~ DELL*RINLDI*G--- -AV
X eeaeenaaes D*EG*ALLLPPVTLAALVDSWLREDCHG- - - - --
Komaeeeeas PVYE -HLLPVNGAWRQDVTNALSEDV*S - -- - - -

KEVMKLALSEDAGNLGDVTCKAT IPLOME SDAHFLAKEDGI TAGIA- - - -
D*AVRR**AR* L XRA** XS THs* AATRAH*RFY*RQP**L ¥+ GCA - -
-OTIRRY*H**LRYGL* [ *TQ**V*AGTVVTGSMVPR*P*V IAGVOVALL
AQALREDLGGEVDAGN* [ *AQL - L *A* TQAH*TVITR*D*VF - - - -CGKR
AQALREDLGGTVOANN* [*A*L - LXENSR*H*TVI TR*N*VF - - - -CGKR
----------------- LNYAALVSGAGP*QAALWAKSP*VL - - - -AGQP
----------------- FDFGGYVVGSDLXFANLYCKQD*ML - - - -CGVP

-LAEMIFAEVDPSLKVEWYVNCGDKVHKGLK - - - - - - FGKVQGNAYNIVI
- -RSAF-ALLDDTVTFTTPLE**AEIAA*QT--- - - - VAE*A*A*RT*LA
VLD*VF-GVDGYRVLY - -R*E**ARLQS*QP - - - - - - LLTVQAA*RGLLT
WYE*VF IQLAGDOVRLT*H*D***AT*ANQT - - - - - - VFELN*PARVLLT
WVE*VF IQUAGDDVT T T*H*D***VINANQS - - - - - - LFELE*PSRVLLT
FFDATFTQL - - -NCQVS*FLPE*S*LVPVAR- - - - - - VAEVR*P*HDLLL

FAN*VENQC - - - ELQVE*LFKE*SFLEPSKNDSGKIVVAKT T*P*K**LL

AERVVLNFMQRMSGIATLTKEMAD- - AAH- -PAYILETRKTAPGLRLVOK
***TA***LGHL***** R*RRFG*A I *HT - R*RLTC****T****GLE*
FAFTMEAFY CHMY*x %2 %Y ANVFAVRGT - - KFK[RO**** [ x*xal Q>
GFFTAR*#YRT **YASEVRRYVGLL*GT - -QTQL*D** x| *x**TAL *
GFPTA***XTL**YASKVRHYVELLEGT - -NTQU* Dk xx==5AL *
GrF*AXFTLARCH***SAAAALY EAARGAGWTGHVAG* * ¥ * Tr*f=xxf *
FxATARF L SRS*F*#**TASHCT ISLARSTGYKGT IAG**** TH=**R £ *

WAVL IGGGKNHRMGLF DMV KONHISAAGGYGKALKSVDQYLEQNKLQT
YRARCHAASIAKEER & AR | K AFAFXAYAFHAGAFFSRAR - AGYGHMVRI
YFRERQYFRIY FA K| FRCRTA FxrkdyA* Sy DFARAXR - AAAPEL -PC
Y RH A FR Aok kA TR AL Sk ks [ SRSRROFYEKAF -WFHPD - APY
YRRR( SRR KRR KEGRAF| krkrkx [ *SRSRROFVEKAS -WEHPD- APV
YELFV**AAS**YDXGGLVML*D**VVPP***EK*VRAARQ - - -AADFAL
YSM*YFFCDTH*YD*ASS*AML AD** %y *T*STTN*VANARA - - - VCGFAY

FIG- 3
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GVEVETRTIEEVREVLDYASQTKTSLTRIMLONMVVPLSNGDIDVSMLKE
ELF*** - - *QLA***AVGGAEV - - - - - VLFHE* oo DAPT----*TR
Ex***S- - *QLOAM*A-EEPEL - - - - - *LxAEE - *VWQTQV - - - -AVQ
Ex***N- -LDELDDA*K-*GADI - - - - - fallabolel EETTE NTDQ- - - -MR*
Ex**EN- - L** D*A*K-*CGADI - - -- - ekl EESEE ETEQ----MR¥
KrexxCSSLQ**VQAAE -*GADL - - - - - VL***E . oo KPEELHPTAT

KI***CLSED*AT*AIE -*GADV----- falsialolel EETEEES KGDGLK*CAQ

AVELI---NGRFDTEASGNVTLETVHKIG-QTGVTYISSGALTHSVKALD
FHOMV - - - ARK[ YFFHRFAGRSHD* [ AALA - ES** ek Foxserkx & TTxx
RRDIR- - -APTVLL*S**GLS**NAALYA-G***QYLAY*****xx*R Tx%
KHCRY - - - FAQARLFVFF*HRAE X REFA - R #* D # | GRAAHKAR Rk
KRKRT - - -+ ALLFVHRFFARDKR REFA - Exrr DRk waddodesox (e
*LKAQFPSVA- - -VEA**GIT*DNLPQF - CGPHIDV**M*M**QA*P**~*
SLKNKWNGKKHFLLEC**GLN*DNLEEYLCD -DIDIY*TSSIHQGTPVI*
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[SKLIDTELALEVGRRTKRA % Tapatybe % _ Panasumas
*G*D*VVA----- PPKAERA 15.9 43.2
*G*0L 18.3 37.3
LSMRFC 18.2 34.8
LSMRFR 17.9 32.8
Frxxl - - -F*K*VAPVP*IH 16.8 31.7
F*** AH 14.6 27.8

FIG. 3 tesinys
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FIG. 5
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