PL 242142 B1

(19)

(12)

(21
(22
(43
(45

—_— — ~— ~—

W FAieRTowy 1o PL 242142 B1
’ RZECZYPOSPOLITE)J
POLSKIEJ

Opis patentowy

Numer zgtoszenia: 436296 (51) MKP:

Data zgtoszenia: 2020.12.09 C12N 15/82 (2006.01)
Data publikacji o zgtoszeniu: 2022.06.13 BUP 24/2022

Data publikacji o udzieleniu patentu: 2023.01.23 WUP 04/2023

(73) Uprawniony z patentu:
UNIWERSYTET JAGIELLONSKI, Krakéw, PL

(72) Twoérca(-y) wynalazku:

SHAYAN SARKAR, Krakéw, PL

KENJI YAMADA, Krakéw, PL

NATALIA STEFANIK, Strzyzéw, PL

IKUKO HARA-NISHIMURA, Kitashirakawa, JP
TADASHI KUNIEDA, Nara, JP

(74) Pelnomocnik:
Rafat Witek, Wroctaw, PL

(54) Tytuk

Promotor aktywowany przez biatko NAI1 oraz zawierajgcy go uklad ekspresyjny



2 PL 242142 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest promotor aktywowany przez biatko NAI1 oraz zawierajacy go uktad
ekspresyjny, ktére moga znalez¢ zastosowanie w biotechnologii roslin.

Rosliny uprawne byly selekcjonowane ze wzgledu na wielko$¢ otrzymywanych plonéw oraz walory
smakowe. Z tego powodu wykazuja nizsza odpornos¢ na choroby oraz na szkodniki niz dzikie rosliny.
Kontrola szkodnikéw roslin jest kluczowa w utrzymaniu wystarczajacej produkcji zywnosci. Dlatego nie-
zbedne jest ciagte poszerzenie dostepnych metod ochrony roslin.

Rosliny z rodziny Kapustowatych (Brassicaceae), takie jak Arabidopsis thaliana, wytwarzajg organelle
zwane ciatkami ER, pochodzace z retikulum endoplazmatycznego (ER) [1-3]. Ciatka ER, wyspecjalizo-
wane sg w akumulacji -glukozydazy (BGLU), ktére posiadajg sygnat retencji ER [4]. W Arabidopsis
korzenie i komorki skorki siewek konstytutywnie gromadza duzag liczbe ciat ER [2]. Olbrzymie komérki
skorki lisci rowniez gromadza konstytutywnie ciatka ER [5, 6], ale zranienie lub obecno$¢ hormonu zranie-
nia — kwasu jasmonowego, dodatkowo indukuje akumulacje ciat ER w catych liciach [7, 8]. Niedawno
wykazano, Ze ciatka ER w siewkach i lisciach sa odpowiedzialne za obrone chemiczna przed zwierze-
tami rodlinozernymi we wspdtpracy ze glukozydami specyficznymi dla Brassicaceae, zwanymi glukozy-
nolanami [6, 9]. W ciatach ER, BGLU hydrolizujg glukozynolany, tworzac silng substancje odstraszajaca
szkodniki, system obrony zwany ,bomba oleju musztardowego” [10-12].

Komoérki mirozynazowe i ciata ER sg rozmieszczone tylko w niektérych gatunkach Brassicales,
podobnie jak glukozynolany, co sugeruje, ze ewoluowaty jako system obronny oparty na bombie
gorczycowej. W uprawach rolniczych wykorzystywanych jest wiele roslin z rodziny kapustowatych
(Brassicaceae). Zrozumienie dziatania systeméw obronnych na poziomie molekularnym przyczyni sie
do poszerzenia wiedzy na temat systemow obronnych u roslin.

Czynnik trankskrypcyjny NAI1 z Arabidopsis thaliana zaangazowany jest w formowanie ciatek ER
dla zapewnienia ochrony przed zwierzetami roslinozernymi. Jednak motyw rozpoznajacy DNA dla NAI1
pozostawat nieznany.

Celem wynalazku jest dostarczenie nowych narzadzi, ktére moga byé wykorzystywane w biotech-
nologii roslin.

Okreslony problem zostat rozwigzany w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest promotor aktywowany przez biatko NAI1 oraz zawierajacy go uktad
ekspresyjny zdefiniowane w zataczonym wniosku.

Wynalazcy okreslili motyw rozpoznawania DNA dla NAI1, co otwiera mozliwos¢ wykorzystania
tego biatka do indukcji okreslonych gendw o unikalnych sekwencjach DNA. Przedmiotowy wynalazek
moze by¢ bardzo przydatny dla przemystu rolniczego, zwiekszajac ,zestaw narzedzi” do produkciji roslin
odpornych na szkodniki.

Okreslono aktywno$¢ wigzania DNA NAI1 in vitro i in vivo. Jak ustalono w wynalazku, biatko NAI1
moze wiazac¢ sie z fragmentem DNA o okreslonej sekwencji. Ponadto opracowano sztuczny system
do indukowania gendw przez NAI1 w lisciach tytoniu.

Zastosowanie NAI1 pozwala na aktywacje zestawu gendw, ktére maja sekwencje wiazaca NAI1
w swoim promotorze. W roslinach z rodziny kapustowatych indukowane sa geny zwiazane z ciat-
kami ER, wiec mozemy uzy¢ NAI1 do indukowania ciatka ER w celu wyjatkowego wzmocnienia systemu
obronnego rosliny.

Mozna réwniez wprowadzié sztuczne geny z sekwencja wiazaca NAIl1, aby indukowa¢ te geny.
Ze wzgledu na niewielka liczbe systemow indukcji gendw, unikalny system z wykorzystaniem NAI1 istot-
nie urozmaica ten zbior.

Niniejszy opis zostat dodatkowo objasniony na zataczonych figurach.

Figura 1. Aktywnos$¢ wiazania DNA przez biatko NAI1. (A) Obraz zelu wybarwionego za pomoca Co-
omassie Brilliant Blue oczyszczonej tioredoksyny (TRX) i rekombinowanego biatka fuzyjnego TRX-NAI1
(grot strzatki). (B) Diagramy utozenia sekwencji G-box i E-box w promotorach NAI2 i BGLU23. Liczby
wskazuja pary zasad nukleotydéw od kodonu poczatkowego (ATG). (C) EMSA wykazujaca wigza-
nie NAI1 z sonda pNAI2 w sposdb zalezny od G-box. (D) EMSA NAI1 i sonda pNAI2 z réznymi konku-
rencyjnymi fragmentami DNA, zgodnie z oznaczeniem.

Figura 2. Lokalizacja NAI1 w komdrkach roslinnych. Obraz z konfokalnego laserowego mi-
kroskopu skaningowego (GFP) i obraz w jasnym polu siedmiodniowych siewek roslin transgenicznych
Arabidopsis (A) i lisci N. benthamiana, ktére sa infiltrowane przez Agrobacterium zawierajacymi odpo-
wiednie konstrukty (B). Stupki skali — 50 pm.
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Figura 3. Model funkcji biatka NAI1. Promotor NAI1 kieruje ekspresja NAI1 w siewkach i korzeniach
Arabidopsis. Biatka NAI1 wiazg sie z kanonicznymi (G1) i niekanonicznymi (G2) sekwencjami G-box
w promotorze NAI2, aby aktywowaé gen NAI2.

Figura 4. Aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego NAI1. (A) Schematyczny model konstruktu DNA
zastosowany w eksperymencie. (B) Obrazy barwienia GUS w lisciach N. benthamiana. Agrobacterium
zawierajace konstrukt efektorowy jest wspdtinfiltrowane z Agrobacterium zawierajacym konstrukt repor-
terowy, po czym nastepuje barwienie GUS. Skala — 0,5 cm.

Przyktad 1. ldentyfikacja kluczowej sekwencji promotora NAI2.

W celu badania aktywnosci wiazania DNA NAI1 dokonano ekspresji biatka NAI1 jako biatka fu-
zyjnego tioredoksyna (TRX) -His-tag w Escherichia coli i oczyszczono je za pomocg chromatografii
do Ni. Masa czasteczkowa oczyszczonego biatka byta nieco wyzsza niz oczekiwano w poréwnaniu
z teoretyczng wartosécig przewidywana dla rekombinowanego biatka, ktéra wynosita okoto 65 kda
(Fig. 1). Co wiecej, odkryto, ze NAI1 ma potencjat rozpoznawania kanonicznych i niekanonicznych se-
kwencji G-box w promotorze NAI2. Dlatego zbadano jego zdolnos¢ do wigzania sie z kanonicznymi
i niekanonicznymi G-boxami (G1 i G2) w promotorze NAI2 (Fig. 1). Wygenerowano biotynylowana
sonde DNA zawierajaca G1 i G2 (sonda pNAI2, Fig. 1) i poddano ja elektroforetycznemu testowi prze-
suniecia ruchliwosci (EMSA). Sekwencje pNAI2 przedstawiono jako Sekw. Nr. 1.

Kompleksy biatko-DNA wykryto, gdy biatka fuzyjne TRX-NAI1 inkubowano z sonda pNAI2
(Fig. 2). Nadmiar nieznakowanego pNAI2-G1/G2 byt w stanie konkurowaé o aktywno$¢ wiazania DNA
NAI1 (Ryc. 2). Mozliwo$é niespecyficznego wiazania biatka TRX zostata wyeliminowana, poniewaz
nie zaobserwowano przesunietych prazkéw, gdy biatko TRX inkubowano z sonda (Fig. 2). Wyniki te
wskazuja na specyficzna interakcje miedzy NAI1 z sonda pNAI2. Aby opracowaé wiazanie DNA NAI1
w sposéb specyficzny dla sekwenciji, oceniano aktywnos¢ wiazania biatek fuzyjnych TRX-NAI1 z sonda
pNAI2 w konkurencji z trzema zmutowanymi wersjami w sekwencji DNA sondy pNAI2: (i) mutacja ka-
noniczny G-box (pNAI2-mG1 / G2); (ii) mutacja niekanonicznego G-box (pNAI2-G1/ mG2) i (iii) mutacja
obu G-box (pNAI2-mG1 / mG2). Co ciekawe, aktywnos$é wigzania NAI1 z sondg pNAI2 byta hamowana
przez nadmiar nieznakowanego pNAI2-mG1 / G2 lub pNAI2-G1 / mG2 (Fig. 2A). Jednak pNAI2-mG1 /
mG2 nie miat zdolnosci konkurencyjnej (Fig. 2A), co wskazuje, ze obecno$¢ w obu sekwencjach G-box
jest kluczowa dla wiazania NAI1 z sonda pNAI2.

Ponadto zweryfikowano zdolno$¢ wiazania NAI1 z motywami G1 i G2 w promotorze NAI2.
NAI1 zlokalizowany w jadrze moze aktywowaé promotor NAI2 jako czynnik transkrypcyjny po-
przez swoje dwie sekwencje G-box (Fig. 3). Zbadano réwniez za pomoca testu EMSA jego zdolnoé¢
wigzania DNA w motywu podobnego do G-box (CACGTTT) w promotorze TSA1 i motywdw E-box
(CANNTG) w promotorach NAI2 i BGLU23. EMSA ujawnita, ze biatko NAI1 rozpoznaje sekwencje
G-box (CACGTG) i G-box podobne (CACGTT) w promotorze NAI2, co sugeruje, ze NAI1 jest bezpo-
$rednim regulatorem genu NAI2. Jest to zgodne z faktem, ze NAI1 reguluje ekspresje genu NAI2 u Ara-
bidopsis. W przeciwienstwie do powyzszej obserwacji, biatko NAI1 nie zwigzato sie z sekwencja DNA
promotora TSA1, ktory zawiera rowniez motyw G-box podobny (CACGTTT).

Wynik potwierdza, ze obecnos¢ motywu podobnego do G-box nie jest wystarczajaca do wiazania
NAI1, ale sekwencje flankujace obejmujgce motywy podobne do G-box moga wptywaé na rozpoznawa-
nie przez NAI1. Zatem element uzyty jako promotor rozpoznawany przez biatko NAI1 bedzie zawierat
sekwencje pNAI2.

Przyktad 2. System ekspresji oparty na interakcji promotora NAI1/NAI2.

Aby potwierdzi¢, Zze NAI1 aktywuje promotor NAI2 u roslin, przeprowadzono test efektor-reporter
(Fig. 4). Kiedy wprowadzono konstrukty: GFP-NAI1 sterowany promotorem CaMV35S (p35S: GFP-
NAI1, patrz Id. Sekw. Nr 2) i reporter B-glukuronidazy sterowany przez promotor NAI2 (pNAI2: GUS,
patrz Id. Sekw. Nr 3) w N. benthamiana przez agroinfiltracje, wykryto ciemnoniebieski sygnat barwienia
GUS (Fig. 4B).

Sygnat GUS nie zostat wykryty, kiedy wprowadzano p35S: GFP zamiast p35S: GFP-NAI1. Wyniki
wykazaty, ze biatko GFP-NAI1 moze aktywowa¢ promotor NAI2 w celu indukowania ekspresji GUS.
W przeciwienstwie do tego, sygnat GUS jest stabo wykrywany konstruktem majacym mutacje w dwoch
elementach G-box w promotorze NAI2 (mut-pNAI2: GUS), co wskazuje, ze GFP-NAI1 nie moze aktywowac
zmutowanego promotoraNAI2 (Fig. 4B). Wynik dowodzi, ze NAI1 aktywuje promotor NAI2 poprzez in-
terakcje z elementami G-box w komorkach roslinnych. Gdy uzyto konstruktu GFP-NAI1 z promotorem
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NAI1 (pNAI1: GFP-NAI1), nie zaobserwowano ekspresji genu GUS (Fig. 4B). Wyniki potwierdzajg réw-
niez, ze promotor NAI1 nie jest wystarczajacy do indukowania NAI1-GFP w lisciach N. benthamiana.
W opisywanych przyktadach zostaty wykorzystane nastepujace elementy:

Sekwencja kodujaca cDNA biatka NAI1 przedstawiona jako Sekw. Nr. 4.

Kodowane przez nia biatko NAI1, ktérego sekwencja aminokwasowa zostata przedstawiona
jako Sekw. Nr. 5.

Sekwencja kodujaca cDNA biatka fuzyjnego GFP-NAI1 przedstawiona jako Sekw. Nr. 6.

Kodowane przez nig fuzyjne GFP-NAI1, ktérego sekwencja aminokwasowa zostata przedsta-
wiona jako Sekw. Nr. 7.

Sekwencja promotora NAI2 przedstawiona jako Sekw. Nr. 8.

Ponadto wykorzystano nastepujace metody:

Uzyskanie biatka NAI1

Otrzymano plazmidowy DNA niosacy cDNA NAI1 w wektorze wejsciowym Gateway pDONR201
(klon nr REGIo476B122D) z Source BioScience (Nottingham, UK). Region kodujacy NAI1 w pDONR201
przeniesiono do pET32a-GW. PET32a-GW pochodzi z pET32a (Novagen, Madison, Wisconsin, USA),
ktory zostat zmodyfikowany przy uzyciu Gateway Vector Conversion System (Invitrogen) [30]. W celu
ekspresji rekombinowanego biatka (TRX-NAI1-His-Tag) w bakteriach plazmid wprowadzono do kompetent-
nych komérek BL21 (DE3) pLysS Rosetta (Novagen). Ekspresje rekombinowanego biatka indukowano
przez hodowanie komoérek w 150 ml pozywki LB zawierajacej 0,4 mM izopropylo-f3-D-1-tiogalaktopira-
nozyd (IPTG) przez 18 godzin w 18°C. W celu oczyszczenia biatka komorki zebrano z hodowli induk-
cyjnej i ponownie zawieszono w buforze do lizy CelLytic B (Sigma). Komorki bakteryjne poddano lizie
przez sonikacje, nastepnie odwirowano, a supernatant zmieszano w réwnych proporcjach z buforem
rownowazacym (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol) przed natozeniem do kolumny Ni-NTA
(Qiagen). Po trzykrotnym przemyciu roztworem imidazolu o stezeniu w zakresie od 20—100 mM, biatko
TRX-NAI1-His-tag eluowano przy uzyciu 500 mM imidazolu. Rozpuszczalnik biatkowy zastapiono PBS
(10 mM fosforan sodu, pH 7,2 i 130 mM NaCl) przez dialize, a nastepnie zatezono za pomoca urzadze-
nia Amicon Ultra Centrifugal (Thermo Fisher).

Test przesuniecia ruchliwosci elektroforetyczne;

Biotynylowana dwuniciowg sonde DNA pNAI2-G1 / G2 uzyskano poprzez zmieszanie 50-um mie-
szaniny komplementarnych oligonukleotydéw w 10 mm Tris-Cl, 50 mm NaCl i 1 mm EDTA (pH 8,0)
przez ogrzewanie do 95°C przez 5 minut, a nastepnie powolne chtodzenie do temperatury pokojowej.
Reakcje wigzania indukowano przez chtodzenie na lodzie przez 30 minut, a nastepnie rozdzielano
przez 6% PAGE. Po elektroforezie produkty przeniesiono na dodatnio natadowana nylonowa mem-
brane (Thermo Fisher). Oddziatywania DNA-biatko wizualizowano ta sama metoda co Western Blot,
Z wyjatkiem tego, ze btone blokowano 3% odttuszczonym mlekiem i sondowano awidyng sprzezong
z peroksydaza chrzanowa (Pierce Avidin, Thermo Fisher). Testy EMSA przeprowadzono przy uzyciu
25x, 50x i 100x nadmiaru nieznakowanych sond w reakcjach wigzania.

Analiza lokalizacji subkomérkowej NAI1

Do produkcji rodlin transgenicznych wykorzystano szczep Columbia (Col-0) mutantéw insercyjnych
A. thaliana, ktére wytwarzajg GFP-NAI1. Promotor, region kodujacy i regiony z kodonem terminacyjnym
genu NAI1 amplifikowano metoda PCR z DNA genomu Arabidopsis jako matryce. Amplifikowane frag-
menty DNA wprowadzono do wektora wejSciowego Gateway. Nastepnie caty region przeniesiono
do wektora pGWB501 w celu wytworzenia pGWBS501 / ProNAI1: sGFP-NAI1: TerNAI1. Wektor wprowa-
dzono nastepnie do szczepu Agrobacterium tumefaciens, a nastepnie transformowano do Arabidopsis.

Do wytworzenia konstruktu nadekspresji pGWB406-NAI1, ktory sktadat sie z cDNA ORF NAI1
niosacego N-koricowa fuzje z GFP, pod kontrolg promotora wirusa mozaiki kalafiora (CaMV) 35S, za-
stosowano binarny wektor Gateway pGWB406 [31]. Powstaty plazmid, pGWB406-NAI1, transformo-
wano do szczepu A. tumefaciens GV3101 (pMP9ORK) przez elektroporacje. Za kontrole stuzyt
pGWB406, ktéry eksprymuje GFP pod kontrola promotora CaMV 35S [31]. Bakterie hodowano w po-
zywce lizogennej (LB) zawierajacej ryfampicyne, kanamycyne i spektynomycyne w 28°C przez 2 dni,
zebrano i ponownie zawieszono w pozywce do infiltracji (10 mM MES, 10 mM MgCI2 i 150 pM aceto-
syringonu). Zawiesiny bakteryjne doprowadzono do OD600 = 1,0, inkubowano przez 4 godziny w 28°C,
a nastepnie infitrowano 1 ml strzykawka bez igty do odosiowych przestrzeni powietrznych 4-tygodnio-
wych lisci N. benthamiana. Aby stlumi¢ wyciszanie gendw, dokonalismy koinfiltracji Agrobacterium
(OD600 = 0,5) zawierajacej supresor wyciszajacy p19 wirusa krzaczastej kartowatosci pomidora
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(TBSV) [32]. Po 36 do 40 godzinach fluorescencje GFP obserwowano w laserowym mikroskopie kon-
fokalnym (LSM 880, Zeiss).

Analiza ekspresji GUS

Region promotorowy genu NAI2 o dtugosci 635 bp amplifikowano metoda PCR z genomowego
DNA Arabidopsis thaliana Col-0. Sekwencje promotora NAI2 zweryfikowano, a nastepnie sklonowano
ja do pBl121 (Clontech) w miejscach Hindlll i BamHlI, zastepujac promotor CaMV35S w celu wytworze-
nia pNAI2: GUS. Aby wygenerowa¢ mut-pNAI2: GUS, przeprowadzono PCR typu overlap extension

PCR [33] w celu zastapienia sekwencji rdzeniowej kanonicznych i niekanonicznych elementéw G-box

(G1/ G2-box) w promotorze NAI2. W skrécie, dwie serie reakcji PCR przeprowadzono z uzyciem ge-

nomowego DNA Arabidopsis jako matrycy i starteréw (pNAI2HindIlIF i ni¢ dopetniacza dla pNAI2-mG1

I mG2p; NAI2BamHIR i ni¢ przednia dla pNAI2-mG1/ mG2p). Produkty otrzymane z powyzszych reakcji

PCR zmieszano w stosunku 1 :1, a nastepnie przeprowadzono trzecia reakcje PCR z uzyciem starteréow

(PNAI2HindIIIF i pNAI2BamHIR) w celu amplifikacji zmutowanych kaset G1 / G2 zawierajacych fragment

promotora NAI2. Zmutowana sekwencje w promotorze NAI2 zweryfikowano, a nastepnie wklonowano

ja do pBl121 w miejscach Hindlll i BamHI. Powstate plazmidy wprowadzono do szczepu EHA105
A. tumefaciens przez elektroporacje. Szczepy Agrobacterium zawierajace efektor (p35S: GFP, p35S:
GFP-NAI1, pNAI1: GFP-NAI1) lub konstrukty reporterowe zmieszano odpowiednio 1 : 1, a nastepnie
koinfiltrowano do lisci N. benthamiana na etapie 5 liSci przy uzyciu strzykawki o pojemnoé$ci 1 ml. Ekto-
powy supresor wyciszajacy P19 byt wspdtinfiltrowany przy OD600 = 0,3. Po infiltracji rosliny utrzymy-
wano przez 2 dni w komorze wzrostowej w 28°C w warunkach fotoperiodu 16 godzin Swiatta.

Barwienie GUS przeprowadzono zgodnie z wczesniejszym opisem [34] z niewielkimi modyfika-
cjami. Infiltrowane liscie pocieto na kawatki i namoczono w buforze barwigcym GUS (100 mM fosforan
sodu, 1 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-3-D-glukuronid, 0,5 mM Zzelazocyjanek potasu, 0,5 mM zelazo-
cyjanek potasu, 10 mM Naz2EDTA, pH 7,0), a nastepnie infitrowano pod préznia przez 5 minut i inku-
bowano w 37°C przez noc. Po wybarwieniu probek lisci na obecnos¢ GUS, potraktowano je
70% etanolem do catkowitego usuniecia pigmentow, takich jak chlorofile, i przemyto je woda desty-
lowana w celu odbarwienia.
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1

5

10

15

Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly llis Lys Phe Ser Val Ser Gly

20

25

30

600

660

720

€40

500

¢60

1020

1620

1680

1707
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Glu

Cys

Phe

65

Gln

Arg

Val

Ile

Asn

145

Gly

Val

Pro

Val
225

Ser

Leu

Gly Glu Gly Asp

Thr
50

Thr

His ?

Thr

Lys

Asp
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Tyr I

Ile

Gln

Val

Lys

210

Thr

Leu

Met
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Tyr

Ile

PLe
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PLe

Lys

Leu

Leu
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Ala
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Ile

Gly
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Phe

Phe

100

Glu

Lys

Ser

val

Ala

180
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Fro
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Asp
260

Lys

Val

Phe
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Phe

Gly

Glu
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Asn
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Asp
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Gly

Lys

245

Thr

Ala
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Gln

70

Lys

Lys

Asp

Asp

Asn

150

Fhe

His

Asp

Glu

Ile

230

Ala

Asp
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Thr

Pro

55

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly

135

Val

Lys

Tyr

Asn

Lys

215

Thr

Gly

Glu

Tyr

40

Val

Phe
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Leu
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200
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Val
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Thr

Thr
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Tyr
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Glu
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Lys
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Glu

Ile
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Leu
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Ser
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Lys
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His

Val

Arg
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Leu
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Gln

Asp

Gly

190

Ser

Leu

Tyr

Phe

Glu
270

Phe

Thr

Met
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Lys

Glu
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Ala
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Ile
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Gly
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160
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Ser

Lys
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Ser
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Ala
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Glu
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Ser

Arg
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Gly
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Lcu

Ala

Glu
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Ile

Glu
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Arg
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Cys

Gly

Asn

Gly

Thr
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Arg

Arg

Pro

Lys

420

Arg

Ser

Ser

Lys

Leu
500

Gly

Phe

Asn

Ser

325

Asn

Gln

Arg

Arg

Cly

405

His

Val

Gln
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Gln
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Ile

Glu

Glu

Met
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Arg
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Lys

Glu

Gln
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Lcu

Leu

Val

Val
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Thr
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Thr Asn

Leu

295

Asn

Thr

Val

Val

Pro

375

Lys

Lys

Thr

Tyr

455

Ser

Met

Val

280

_eu

Ser

Ser

Glu
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360

His

_eu

Gln

Lys

440

neu
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Pro

His

Thr

Ala

Thr

Gln

Thr

345

Ser

Leu

Asn

Thr

Leu
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Lys

Asp

Leu

Met

Cys
505

Asn

Glu

Ser

Val
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Ser

Lys

Leu

Glu

Asp

410

Gln

Met

Asp

Ser

Ile

490

Glu

Pro

Arg

Ser

315

Tle

Leu

Arg

Lys

Arg

385

Glu
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Asp

Ser
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Glu

Lys

Gly

Pro

300

Ser

Ser

Asn

Lys

Glu

380

Leu

Ala

Arg

Gln

Ser

460

Ser

Ala

Asn

Ser

285

Thr
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Phe
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365

His

Ile

Thr

Val
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445

Ser

Ser

Arg

Lys

Glu

Lys

Ser

Gly
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350

Cys

Val
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Lys

430

Ile

Ser

Asp

Vval

Gly
510

Ser

Gln

Ser

Ser

335

Asn

Val

Leu

Leu

Lcu

415

Lys

Ile

Tyr
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Cys
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Pro
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Asn
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400

Glu

Leu
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Ser
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Ile Lys

Phe
530

Ser

Thr
545

Lys

Asn

<210> &

<211> 638
<212>
<213>

<400> 8
gccgaacgaa

gtcagttctg
tattatctta
tgaacatcgc
atgaggataa
taaactgatt
taataaactt
gcaagattaa
aagacaagaa
tataaaaata

tactttggtt

N —

Ile Leu Ser

515

Thr Leu Pro

Met Asp Asn

Ile Arg Val Ala

DNA
Arabhidopsis thaliana

Ser

Phe

Lys

Glu
520

Leu

Gly Asn

535

Phe Ser

550

565

aatttaatta
tacaagtaca
tagtataaat
attatttatt
ttaattatac
aatagttgga
ttcgtttttt
gagtgggata
taaaattaaa
aaagccacgt

ttatttaaag

Leu

Ala Glu

tegccgatca
atcatatata
aaataccaag
tatatcagca
tctaatgatt
tttaccagca
cactttttta
atcataattt
aatagcgttg
gaattctatt

tcttgttttt
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Lys Phe Arg

Ser Thr Leu

Arg Pro Val

555

ttgagtttta
tgtatttaat
tctaacagat
aagtagttca
atacttctat
ttagtggatt
aaaatatcat
ataggegttt
aattctttgt
attaaattaa

cctcaagct

Glu
525

Leu

Val
540

Ile

Glu Glu

gggtcgtgac
tttctcatgt
acgatttggt
caatacgtgg
ttcataatat
ccattataga
ttttcttagt
cacatacaca
aattaggaac

aaagccacgt

Zastrzezenia patentowe

Val Val Asn

Thr Ile Leu

Val Val Lys

560

acatgtggtt
agcacgctaa
agtagtgtag
actatggcct
tgtagtaagt
tatatttcaa
ctttcttttg
gaaactaatg
gtggaatata

tgagttattt

60

120

180

420

480

540

600

639

Promotor aktywowany przez biatko NAI1 zawierajacy sekwencje przedstawiona jako Sekw. Nr. 1.
Promotor wedtug zastrz. 1 posiadajacy sekwencje przedstawiong jako Sekw. Nr. 8.

3. Uktad ekspresyjny zawierajacy kasete efektora i kasete reportera, znamienny tym, ze kaseta

efektora zawiera gen kodujacy biatko NAI1 lub gen kodujacy biatko fuzyjne zawierajace biatko
NAI1 pod kontrola dowolnego znanego, korzystnie indukowalnego, promotora, natomiast kaseta
reportera zawiera gen kodujacy biatko reporterowe pod kontrola promotora aktywowanego
przez biatko NAI1, przy czym promotor aktywowany przez biatko NAI1 zawiera sekwencje

przedstawiona jako Sekw. Nr. 1.

4. Uktad ekspresyjny wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze promotor aktywowany przez biatko

NAI1 posiada sekwencje przedstawiona jako Sekw. Nr. 8.

5. Uktad ekspresyjny wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze gen kodujacy biatko NAI1 koduje

biatko o sekwencji przedstawionej jako Sekw. Nr. 5.
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Uktad ekspresyjny wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze gen kodujacy biatko NAI1 posiada
sekwencje przedstawiona jako Sekw. Nr. 4.

Uktad ekspresyjny wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze gen kodujacy biatko fuzyjne zawie-
rajace biatko NAI1 koduje biatko o sekwencji przedstawionej jako Sekw. Nr. 7.

Uktad ekspresyjny wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze gen kodujacy biatko fuzyjne zawie-
rajace biatko NAI1 posiada sekwencje przedstawiong jako Sekw. Nr. 6.

Uktad ekspresyjny wedtug zastrz. 3, znamienny tym, Ze kaseta efektora posiada sekwencje
przedstawiona jako Sekw. Nr. 2.

Uktad ekspresyjny wedtug zastrz. 3, znamienny tym, Ze kaseta reportera posiada sekwencje
przedstawiong jako Sekw. Nr. 3.
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Fig. 1
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hipokaty!

P35S GFP-NAI w Korzeh

55 . GFP

3

JA

PMATEGFP-NAI1

PL 242142 B1

PNAIT.GFP-NAIT w Arabidopsis

GFP Jasne pole Scalone

liicotrana bentharmiana liscie

GFP Jasne pole Scalone

Fig 2
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aktywacja w siewkach i korzeniach

[ NAIl promotor Nl sekwencja kodujaca
traksrypeja i
translacja
wigzanie do
sekwenji G-box aktywacia

NAIZ  promotor J trakstypcja i
translacja

\

formowanie si¢ cialek ER w siewkach 1 korzeniach
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Promotor Sekwencia kodujaca biatko
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Fig. 4
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