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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest promotor aktywowany przez biatka MYB47 i MYB95 oraz zawiera-
jacy go system ekspresyjny, ktéry moze byé wykorzystany w biotechnologii roslin.

Od kiedy ludzie wybierali i rozwijali uprawy rolne, aby wykazywaty wysokie plony i dobry smak,
uprawy rolne staly sie stabsze niz rosliny dzikie pod wzgledem opornoséci na szkodniki i choroby. Duzym
problemem jest to, jak mozemy kontrolowac szkodniki roslin w celu utrzymania wystarczajacej dostep-
nosci pozywienia. Dlatego nadal pozadane jest zwiekszenie zestawu opornosci dostepnych u roslin.

Gatunki roslin Brassicaceae i ich bliscy krewni rozwineli unikalne struktury pochodzace z retiku-
lum endoplazmatycznego (ER), a mianowicie ciatka ER (znane réwniez jako rozszerzone cysterny lub
ciatka wrzecionowate) (lversen, 1970; Ridge i wsp., 1999; Matsushima i wsp., 2003). Ciatka ER sag
subdomenami retikulum endoplazmatycznego gromadzacymi B-glukozydazy (BGLU), ktére posiadaja
sygnat retencji w ER (Bonnett Jr i Newcomb, 1965; Matsushima i wsp., 2003).

Liscie rozety gromadzg ciatka ER w niektdrych wiekszych komérkach epidermy (Nakazaki i wsp.,
2019b; Nakazaki i wsp., 2019a). Zranienie lisci rozety wywotuje jednak akumulacje ciatek ER w catej
epidermie liscia za posrednictwem hormonu zranienia jasmonianu (JA) po zranieniu liscia (Matsushima
i wsp., 2002; Matsushima i wsp., 2003). Rola JA i zranienia w tworzeniu ciatek ER dodatkowo sugeruje
zwigzek ciatek ER z obrong roslin (Yamada i wsp., 2011; Nakano i wsp., 2014). Tworzenie indukowal-
nych przez JA ciatek ER obejmuje indukcje TSA71 i BGLU18 (Ogasawara i wsp., 2009; Stefanik i wsp.,
2020).

Czynniki transkrypcyjne MYB obejmujg duza rodzine biatek, ktére zawierajg konserwatywng do-
mene wiazaca DNA i dziatajg w réznych procesach biologicznych (Martin i Paz-Ares, 1997; Jin i Martin,
1999; Stracke i wsp., 2001; Dubos i wsp., 2010). U roslin ladowych wiekszos$¢ czynnikow transkrypcyj-
nych MYB jest podzielona na podktady zachowane u réznych gatunkow (Stracke i wsp., 2001; Miliard
i wsp., 2019; Jiang i Rao, 2020). Niektore czynniki transkrypcyjne MYB sg jednak unikalne dla okreslo-
nych linii rodowych i tworza podkfady specyficzne dla linii rodowej. U Arabidopsis klad MYB47/95 jest
specyficzny dla linii rodowej (Jiang i Rao, 2020).

Wynalazek ma na celu dostarczenie nowych narzedzi, ktére mozna wykorzystac w biotechnologii
ro$lin.

Nieoczekiwanie, problem okreslony powyzej zostat rozwiazany w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest promotor aktywowany przez biatka MYB47 i MYB95 majacy se-
kwencje przedstawiong jako Sekw. Id. nr 13.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest system ekspresyjny zawierajacy kasete efektorowg i ka-
sete reporterowa charakteryzujgcy sie tym, ze kaseta efektorowa zawiera gen kodujacy biatko MYB47
lub MYB95 lub gen kodujacy biatko fuzyjne zawierajace biatko MYB47 lub MYB95 pod kontrola dowol-
nego znanego, korzystnie indukowalnego promotora, a kaseta reporterowa zawiera gen kodujacy biatko
reporterowe pod kontrolg promotora aktywowanego przez biatko MYB47 lub MYB95, przy czym promo-
tor aktywowany przez biatko MYB47 lub MYB95 ma sekwencje przedstawiong jako Sekw. Id. nr 13.
Korzystnie, gen kodujacy biatko MYB47 koduje biatko o sekwencji przedstawionej jako Sekw. Id. nr 7.
Korzystnie, gen kodujacy biatko MYB95 koduje biatko o sekwencji przedstawionej jako Sekw. Id. nr 8.
Korzystnie, gen kodujacy biatko MYB47 ma sekwencje przedstawiong jako Sekw. Id. nr 5. Korzystnie,
gen kodujacy biatko MYB95 ma sekwencje przedstawiong jako Sekw. Id. nr 6. Korzystnie, gen kodujacy
biatko fuzyjne zawierajace biatko MYB47 koduje biatko o sekwencji przedstawionej jako Sekw. Id. nr 11.
Korzystnie, gen kodujacy biatko fuzyjne zawierajace biatko MYB95 koduje biatko o sekwencji przedsta-
wionej jako Sekw. Id. nr 12. Korzystnie, gen kodujacy biatko fuzyjne zawierajace biatko MYB47 ma
sekwencje przedstawiona jako Sekw. Id. nr 9. Korzystnie, gen kodujacy biatko fuzyjne zawierajace
biatko MYB95 ma sekwencje przedstawiong jako Sekw. Id. nr 10. Korzystnie, kaseta efektorowa ma
sekwencje przedstawiong jako Sekw. Id. nr 2 lub 3. Korzystnie, kaseta reporterowa ma sekwencje
przedstawiona jako Sekw. Id. nr 4.

Wynalazcy donosza, ze MYB47 i MYB95 reguluja ekspresje TSA1 i BGLU18 oraz indukowane
przez JA tworzenie ciatek ER u Arabidopsis. Zaréwno MYB47, jak i MYB95 rozpoznawaty motyw DNA
w promotorze TSA1 in vitro oraz aktywowaty promotor genu TSA1 in vivo. Przedmiotowy wynalazek
moze by¢ bardzo przydatny dla przemystu rolniczego, zwiekszajac ,zestaw narzedzi” do produkcji roslin
opornych na szkodniki.
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Poréwnanie sekwencji promotorowych homologéw TSAT z rodziny Brassicaceae ujawnito dwa
konserwatywne motywy, box1 (CACGTTTA) i box2 (GTTAGTT), w regionie bliskim kodonu start (Ste-
fanik i wsp., 2020). Zbadalismy zatem, czy MYB47 i MYB95 wiazg sie z box1 i box2 w celu regulaciji
ekspresji TSA1 u Arabidopsis. Wynalazcy odkryli, ze obydwa czynniki transkrypcyjne in vitro wiazaty sie
z box2, lecz nie z box1. Te specyficzno$¢ wigzania mozna byto przewidzie¢, poniewaz sekwencja box2
jest taka sama jak sekwencja miejsca wigzania DNA MYB (element Myb1) znaleziona w promotorach
gendw zwigzanych z obrona u tytoniu i pomidora (Pontier i wsp., 2001; Chakravarthy i wsp., 2003).
W przeciwienstwie do testéw in vitro, wynalazcy stwierdzili, ze zaréwno element box1, jak i box2 sg
niezbedne do aktywacji promotora TSAT przez MYB47 i MYB95 in vivo. To odkrycie wskazuje, ze box1
moze odgrywac pewna role w regulacji TSA1 przez MYB47 i MYB95. Sugeruje to, ze MYB47 i MYB95
ulegaja modyfikacjom potranslacyjnym lub sg powigzane z dodatkowym(i) czynnikiem(ami), co zmienia
ich specyficznos¢ wigzania DNA w celu aktywacji promotora TSA7 w komarkach roslinnych. tacznie
wyniki te pokazuja, ze TSAT jest bezposrednim celem dla MYB47 i MYB95. BGLU18 jest sktadnikiem
ciatek ER indukowanych przez JA (Ogasawara i wsp., 2009), co sugeruje, ze MYB47 i MYB95 bezpo-
$rednio reguluja gen BGLU18.

Ten opis jest doktadniej wyjasniony na zatagczonym rysunku.

Figura 1. MYB47 i MYB95 aktywuja promotor TSAT.

(A) Oczyszczone z wykorzystaniem powinowactwa biatka fuzyjne znakowane GST poddano
SDS-PAGE, a nastepnie barwieniu Coomassie.

(B) Promotor TSA1 Arabidopsis zawiera konserwatywne sekwencje (box1 i box2), oprocz se-
kwenciji inicjatora (Inr). Wskazano sekwencje box1 i box2 w oligonukleotydach kompetycyjnych (pTSA1,
pTSA1-m1, pTSA1-m2 i pTSA1-m1/m2). Mate litery oznaczajg zmutowane nukleotydy.

(C) Wiazanie MYB47 do promotora TSAT in vitro. Zastosowano czesciowo oczyszczone biatko
fuzyjne GST-MYB47 (Fig. 3) i biotynylowang sonde pTSA1.

(D) Wigzanie MYB95 do promotora TSAT in vitro. Zastosowano czesciowo oczyszczone biatko
fuzyjne GST-MYB95 (Fig. 3) i biotynylowang sonde pTSA1.

Figura 2. Aktywacja promotora TSA1 przez MYB47 i MYB95 w lisciach Nicotiana benthamiana.

(A) Agrobacterium niosgce konstrukt efektorowy poddano wspdlnej infiltracji do lisci N. bentha-
miana razem z Agrobacterium niosacym konstrukt reporterowy. Obrazy przedstawiajg barwienie lisci
N. benthamiana oparte o GUS. Pasek skali = 0,5 cm.

(B) Aktywacja promotora TSA1T przez MYB47 i MYB95 in planta. Wykres przedstawia stosunki
aktywnosci B-glukuronidazy/lucyferazy (GUS/LUC) mierzone 3 dni po agroinfiltracji lisci N. benthamiana
konstruktami efektorowym, reporterowym i Prom35S:LUC. Stupki btedow przedstawiaja SE (n = 6).
Roézne mate litery wskazuja na réznice istotne (p < 0,05; test Tukeya).

Figura 3. Jadrowa lokalizacja MYB47 i MYB95.

(A) Analiza immunoblot biatek fuzyjnych GFP-MYB47 i GFP-MYB95 wyekstrahowanych z lisci
Nicotiana benthamiana. Biatka wyekstrahowano z lisci infitrowanych Agrobacterium niosacymi wska-
zane konstrukty i poddano analizie immunoblot z przeciwciatem anty-GFP. Grot strzatki wskazuje biatko
fuzyjne GFP-MYB47 lub GFP-MYB95. Barwienie Coomassie ukazuje ilo$¢ biatka naktadanego na
kazda sciezke.

(B) Obraz z konfokalnego laserowego mikroskopu skaningowego przedstawiajacy sygnat GFP
w lisciach N. benthamiana agroinfiltrowanych wskazanymi konstruktami. Pasek skali = 50 um.

METODY

Materialy roslinne i warunki wzrostu

Eksperymenty z agroinfiltracjg prowadzono na roslinach Nicotiana benthamiana. Nasiona N. ben-
thamiana kietkowano w szklarni w 22°C przy fotoperiodzie 16 godzin $wiatta/8 godzin ciemnosci.

Konstrukcja plazmidéw

Do skonstruowania Prom35S:GFP-MYB47 i Prom35S:GFP-MYB95 wykorzystano binarny wektor
Gateway pGWB406 (dar od T. Nakagawy). Regiony kodujace MYB47 i MYB95 przeniesiono z odpo-
wiednich wektoréw wejsciowych do wektora docelowego pGWB406 przy pomocy klonazy LR, wytwa-
rzajgc w ten sposob odpowiednio wektory pGWB406/MYB47 i pGWB406/MYB95. Podobnie do skon-
struowania Prom35S:tagRFP-MYC2, Prom35S:tagRFP-MYC3i Prom35S:tagRFP-MYC4 wykorzystano
binarny wektor Gateway pGWB561 (dar od T. Nakagawy). Regiony kodujace MYC2, MYC3 i MYC4
przeniesiono z odpowiednich wektorow wejsciowych do wektora docelowego pGWB561 dla wytworze-
nia odpowiednio wektorow pGWB561/MYC2, pGWB561/MYC3 i pGWB561/MYC4.
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Sekwencje promotora TSA7 (~635 pz) powielono z genomowego DNA Arabidopsis ekotypu Col-
0 przy pomocy PCR z uzyciem starterow pTSA1THindlIIF (AGACAAGCTTGTCTGTCCATGGATTGA-
TAT) i pTSA1BamHIR (ACAGGGATCCAGCTTGAAGAAGCATCAC). Produkt PCR wklonowano do
wektora binarnego pBI121 przy uzyciu endonukleaz restrykcyjnych Hindlll i BamH| w celu wytworzenia
konstruktu pBI121/PromTSA1:GUS. Dwie zmutowane wersje promotora TSA7 wytworzono w reakcji
PCR z wydtuzaniem nakfadajacych sie odcinkow (ang. overlap extension PCR) przy uzyciu par starte-
row pTSA1HindllIF/mbox-pTSA1-R (mbox1-pTSA1-R, GAATGAAATCTTTCCCCAAGTTAGTTACA-
ACGGTTT; mbox2-pTSA1-R, GAATGAAATCCACGTTTAACCCCTTTACAACGGTTT,; mbox1mbox2-
pTSA1-R, AAACCGTTGTAAAGGGGTTGGGGAAAGATTTCATTC) i pTSA1BamHIR/mbox-pTSA1-F
(mbox1-pTSA1-F, GAATGAAATCTTTCCCCAAGTTAGTTACAACGGTTT,; mbox2-pTSA1-F, GAATGA-
AATCCACGTTTAACCCCTTTACAACGGTTT; mbox1mbox 2-pTSA1-F, GAATGAAATCTTTCCCCA-
ACCCCTTTACAACGGTTT). Produkty PCR z dwoch reakcji potaczono i poddano kolejnej rundzie PCR
przy uzyciu pary starteréw pTSA1THindllIF/pTSA1BamHIR. Zmutowane wersje promotora TSA 7 wklono-
wano do wektora pBlI121 przy uzyciu enzymdéw Hindlll i BamHl w celu wytworzenia plazmidow
pBI121/m1-PromTSA1:GUS, pBI121/m2-PromTSA1:GUS i pBI121/m1/m2-PromTSA1:GUS.

Produkcja biatlek rekombinowanych

Rekombinowane biatka fuzyjne GST-MYB47 i GST-MYB95 wytworzono w komaérkach E. coli Ro-
setta 2 (DE3) (Merck) przy uzyciu pozywki autoindukcyjnej ZYP-5052, ktéra zawiera pozywke TB uzu-
petniong 1 M MgSOQOs, 50x 5052 (0,5% [wag./obj.] glicerolu, 0,05% [wag./obj.] glukozy i 0,2% [wag./obj.]
laktozy), 20x NPS (0,5 M (NH4)2SO4, 1 M KaHPO4 i 1 M NaH2POs4) (Studier, 2005). Komorki niosgce
plazmid pDEST15/MYB47 lub pDEST15/MYB95 hodowano wstepnie w pozywce TB, a nastepnie prze-
niesiono do pozywki indukcyjnej. W celu otrzymania GST-MYB47, komorki hodowano w temperaturze
30°C. W celu otrzymania GST-MYB47, komorki najpierw hodowano w 37°C przez 4-5 godzin (do uzy-
skania ODec0>1,0), a nastepnie w 30°C przez noc. Nastepnie komorki zebrano i przechowywano
w -80°C.

Agroinfiltracja

Szczepy Agrobacterium tumefaciens EHA105 i GV3101(pMP90RK) hodowano wstepnie w po-
zywce LB, a nastepnie przenoszono do pozywki indukcyjnej (1 g/l NH4Cl, 0,3 g/l MgS04-7H20, 0,15 g/l
KCI, 10 mg/l CaClz, 2,5 mg/l FeS04-7H20, 2 mM fosforan sodu [pH 7,2], 20% [wag./obj.] glukozy,
20 mM bufor MES-KOH [pH 5,5] i 100 uM acetosyringon) uzupetnione odpowiednimi antybiotykami
(Winans i wsp., 1988). Agroinfiltracje lisci N. benthamiana przeprowadzono jak opisano wczesniej (Sar-
kar i wsp., 2021). W skrécie, komoérki Agrobacterium ponownie zawieszono w pozywce do infiltracji
(0,5% [wag./obj.] glukozy, 10 mM MES-KOH [pH 5,5], 10 mM MgCl2 i 200 uM acetosyringon) (ODsoo =
1,0). Komorki Agrobacterium niosace supresor wyciszajacy p19 (dar od W. Strzatki) ponownie zawie-
szono w pozywce do infiltracji (ODeoo = 0,5). Réwne objetosci tych zawiesin komérek Agrobacterium
zmieszano i infiltrowano do lisci 4-5-tygodniowych roslin N. benthamiana.

Oczyszczanie rekombinowanego biatka fuzyjnego GST

Komorki E. coli wykazujace ekspresje biatek fuzyjnych GST-MYB47 i GST-MYB95 zawieszono
w buforze ekstrakcyjnym (bufor CellLytic B [Merck] zawierajacy 0,1% [wag./obj.] lizozymu, 0,01%
[wag./obj.] DNazy | i 1 mM PMSF), inkubowano na lodzie przez 30 min i poddano lizie przez sonikacje.
Nastepnie lizat mieszano z réwng objetoscia 1x soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS) zawie-
rajacej 0,1% (obj./obj.) Triton X-100 w 4°C przez 30 min, a nierozpuszczalne pozostatosci bakteryjne
usunieto przez odwirowanie. Nastepnie do nadsaczu dodano DTT w korcowym stezeniu 1 mM, a roz-
puszczalne frakcje inkubowano z peretkami glutation-sefaroza 4B (GE Healthcare) w 4°C przez
1,5 godziny z delikatnym obracaniem. Peretki przeniesiono na kolumne, a nastepnie przemyto trzykrot-
nie 10x objetoscig PBS zawierajacego 0,1% (obj./obj.) Triton X-100. Biatka fuzyjne GST-MYB wymy-
wano buforem zawierajacym 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 200 mM NaCl i 20 uM glutation. Eluent zawiera-
jacy GST-MYB47 poddano ultrafiltracji za pomoca Amicon Ultra Centrifugal Filter Unit Ultracel
(3K MWCO, Merck) przez wymiane buforu na bufor do dializy (1x PBS, 1 mM DTT, 5% [obj./obj.] glice-
rolu). Eluent zawierajacy GST-MYB95 poddano dializie z buforem dializacyjnym w 4°C, a nastepnie
zatezono przez ultrafiltracje.

EMSA

Eksperymenty EMSA przeprowadzono zgodnie z wczesniejszym opisem (Sarkar i wsp., 2021).
W skrdcie, biotynylowang dwuniciowa sonda DNA o dtugosci 36 pz oraz DNA kompetycyjny zostaty
wytworzone przez hybrydyzacje 50 uM mieszaniny dwdch komplementarnych oligonukleotydow
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(pTSA1-F, GAATGAAATCCACGTTTAAGTTAGTTAC AACGGTTT,; pTSA1-R, AAACCGTTGTAACTA-
ACTTAAACGTGGATTTCATTC) w 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM NaCl i 1 mM EDTA przez ogrze-
wanie do 95°C przez 5 min, a nastepnie powolne chtodzenie do temperatury pokojowej. Oczyszczone
biatko GST, GST-MYB47 lub GST-MYB95 (500 ng) inkubowano z sondg DNA w buforze wigzacym
(10 mM Tris-HCI [pH 7,5], 50 mM KCI, 1 mM DTT, 2,5% [obj./obj.] glicerolu, 5 mM MgCl2, 0,1%
[wag./obj.] IGEPAL CA-630 i 0,05 ng/ul poli(dl-dC)) na lodzie. Do reakcji wigzania dodano oligonukleo-
tydy kompetycyjne (20-krotny nadmiar w stosunku do sondy) i inkubowano w temperaturze pokojowe;j
przez 20 min. Po dodaniu sondy pTSA1 w kohcowym stezeniu 5 uM, mieszanine dalej inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 30 min, a kompleksy DNA-biatko rozdzielono metoda PAGE w 5%
(wag./obj.) zelu akryloamid/bis-akryloamid w 0,5x buforze Tris/boran/EDTA (TBE). Probki przeniesiono
elektroforetycznie z zelu na membrane nylonowg (Hybond-N+, Merck). Membrane zablokowano 3%
(wag./obj.) odttuszczonym mlekiem, a biotynylowang sonde DNA wykrywano koniugatem awidyna-HRP
(ThermoFisher) dzieki wzmocnionej luminescencji chemicznej (SuperSignal West Femto, Thermo-
Fisher).

Test transaktywacji promotor-reporter

Komorki Agrobacterium zawierajace konstrukt efektorowy (Prom35S:GFP, Prom35S:GFP-
MYB47 lub Prom35S:GFP-MYB95), konstrukt reporterowy (Prom TSA1:GUS, m1-PromTSA1:GUS,
m2-PromTSA1:GUS lub m1/m2-PromTSA1:GUS) i konstrukt genu lucyferazy (Prom35S:LUC) podano
wspolnie na liscie roslin N. benthamiana. Po 3 dniach zakazone licie zebrano i homogenizowano we
wstepnie schtodzonym buforze CCRL (Promega). Probki odwirowano dwukrotnie po 15 min przy 10 000
obr./min w 4°C. Aktywno$¢ GUS zostata okreslona jak opisano wczesniej (Jefferson i wsp., 1987),
z niewielkimi modyfikacjami. Probki kazdego nadsaczu (25 ul) inkubowano z 75 ul 10 mM 4-metylo-
umbelliferylo-B-D-glukuronidem, 0,1% (wag./obj.) laurylosarkozyny sodu i 10 mM B-merkaptoetanolem
w buforze CCRL w 37°C przez 0 min (kontrola) lub 30 min. Reakcje zakonczono 180 ul 0,2 M Na2COs.
llos¢ produktu (7-hydroksy-4-metylokumaryny) mierzono za pomocg czytnika mikroptytek (Infinite 200,
Tecan, Szwajcaria), przy dtugosciach fali wzbudzenia i emisji odpowiednio 355 i 460 nm. Probki powyz-
szych nadsaczy wykorzystano réwniez do okreslenia aktywnosci LUC przy uzyciu zestawu do oznacza-
nia LUC (Promega). Stezenie biatka w kazdej prébce mierzono metoda Bradforda.

Procedure barwienia w oparciu o GUS przeprowadzono jak opisano wczes$niej (Jefferson i wsp.,
1987), z niewielkimi modyfikacjami. W skrocie, liscie pocieto na mate kawatki i infiltrowano prozniowo
buforem do barwienia GUS (100 mM fosforan sodu [pH 7,0], 1 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-B-D
-glukuronid, 0,5 mM zelazocyjanek potasu, 0,5 mM zelazicyjanek potasu i 10 mM EDTA) przez 5 min.
Prabki lisci inkubowano w buforze do barwienia GUS w 37°C przez 16 godzin. Zabarwione tkanki liscia
przeptukano nastepnie etanolem i wodg w celu usuniecia chlorofilu.

Przyktad 1

Z uwagi na to, ze ekspresja TSAT byta obnizona w mutancie z podwdjnym nokautem myb47
myb95, zbadalismy role kazdego biatka MYB w aktywacji promotora TSA1 przy uzyciu dwoch podejsé.
Najpierw zbadalismy wigzanie MYB47 i MYB95 do promotora TSA17 przy uzyciu testéw przesuniecia
ruchliwosci elektroforetycznej (ang. electrophoretic mobility shift assay, EMSA). Przeprowadzono od-
dzielng ekspresje MYB47 i MYB95 potaczonych z S-transferaza glutationowa (GST) w Escherichia coli
(Figura 1A), a oczyszczone rekombinowane biatka poddano EMSA. Jako biotynylowana sonde DNA
(dalej okreslang jako pTSA1) zastosowano region promotora TSA1 zawierajacy dwa elementy cis, box
(CACGTTTA) i box2 (GTTAGTT), ktore sa konserwatywne wsrod gatunkow roslin Brassicaceae (Stefa-
nik i wsp., 2020) (Figura 1B). Zaréwno MYB47, jak i MYB95 wigzaty sie z sondg DNA w sposdéb zalezny
od box2; sygnat od komplekséw sonda-biatko byt ostabiony po dodaniu nieznakowanego pTSA1 lub
nieznakowanego pTSA1 zawierajacego zmutowany box1 (pTSA1-m1), lecz nie byt przy zmutowanym
box2 (pTSA1-m2) (Figury 1C i 1D). Sekwencja pTSA1 zostata przedstawiona jako Sekw. Id. nr 1.

Przyktad 2

Nastepnie przeprowadzono test promotor-reporter w celu zbadania wptywu MYB47 i MYB95 na
aktywnos¢ promotora TSA7. Aktywnosc¢ B-glukuronidazy (GUS) indukowano w lisciach Nicotiana ben-
thamiana po koinokulacji z Agrobacterium niosacymi Prom35S:GFP-MYB47 (Sekw. Id. nr 2) lub
Prom35S:GFP-MYB95 (Sekw. Id. nr 3) i Agrobacterium niosacymi konstrukt PromTSA1.GUS (Sekw. Id.
nr 4). (Figury 2A i 2B). Aby okresli¢ subkomdrkowa lokalizacje biatek MYB47 i MYB95, uzyskalismy
przejsciowa ekspresje fuzji GFP-MYB47 i GFP-MYB95 w komorkach epidermy lisci N. benthamiana
(Figura 3A). Analiza metoda mikroskopii konfokalnej wykazata silny sygnat GFP w jadrze komérkowym,
oprocz stabego sygnatu w cytozolu (Figura 3B). Wyniki te wskazuja, ze MYB47 i MYB95 lokalizujg sie
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w jadrze, zgodnie z ich funkcja jako czynnikdw transkrypcyjnych. Zgodnie z wynikami EMSA in vitro,
mutacja w box2 (m2-PromTSA1:GUS) drastycznie zmniejszyta aktywnos¢ promotora TSA7 w testach
promotor-reporter, pomimo obecnosci MYB47 lub MYB95 (Figury 2A i 2B). Nieoczekiwanie mutacja
w box1 (m71-PromTSA1:GUS) réwniez zmniejszyta aktywacje promotora TSA7 zalezna od MYB47
i MYB95 (Figury 2A i 2B). Co wiecej, mutacje zarédwno w elemencie box1, jak i box2 (m1/m2-Prom-
TSA1:GUS) catkowicie znosity aktywnos¢ promotora TSAT (Figury 2A i 2B). Wyniki te wskazuja, ze
MYB47 i MYB95 aktywujg promotor TSA1 w sposob zalezny od box1 i box2 in vivo.

W opisanych przyktadach wykonania zastosowano nastepujace elementy:

Sekwencja kodujgaca cDNA biatek MYB47 i MYB95 zostata przedstawiona jako Sekw. Id. nr5i 6.

Koduje ona biatka MYB47 i MYB95, ktérych sekwencja aminokwasowa zostata przedstawiona
jako Sekw. Id. nr 7. 8.

Sekwencja kodujgca dla biatek fuzyjnych GFP-MYB47 i GFP-MYB95 zostata przedstawiona jako
Sekw. Id. nr9i 10.

Koduje ona fuzje GFP-MYB47 i GFP-MYB95, ktorych sekwencja aminokwasowa zostata przed-
stawiona jako Sekw. Id. nr 11i 12.

Sekwencja promotora TSA1 zostata przedstawiona jako Sekw. Id. nr 13.
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Wykaz sekwencji

Sekw. Id. nr 1
pTSAl
GAATGAAATCCACGTTTAAGTTAGTTACAACGGTTT

Sekw. Id. nr 2

Prom35S5:GFP-MYB47
ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGSG
CGACGTGAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCA
AGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTG
ACCACCTTCACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGA
CTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACG
ACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATC
GAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAA
CTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACT
TCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAAC
ACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGC
CCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCG
CCGGGATCACTCACGGCATGGACGAGCTGTACATCACAAGTTTGTACAAAARAGCAGGCTCC
GCGGCCGCCCCCTTCACCATGGGGAGGACGACATGGTTCGACGTCGACGGGATGAAGAAAGG
AGAGTGGACGGCAGAGGAAGACCAGAAGCTCGGCGCTTACATCAACGAGCATGGCGTTTGTG
ATTGGCGTTCCCTCCCCAAAAGAGCTGGTTTGCAGAGATGTGGARAGAGCTGCAGATTAAGG
TGGCTTAACTATCTAAAGCCTGGGATTAGAAGAGGCAAATTCACTCCTCAAGAAGAAGAAGA
AATCATCCAACTTCATGCTGTTCTCGGAAACAGGTGGGCAGCCATGGCGAAGAAGATGCAGA
ATCGAACAGACAATGATATCAAGAACCATTGGAACTCTTGTCTCAAGAARAAGACTTTCGAGA
AAGGGAATCGACCCTATGACCCACGAGCCCATCATCAAACACCTCACCGTCAATACCACTAA
CGCAGATTGTGGTAACTCTTCCACCACGACGTCCCCGTCGACGACGGARAGCTCTCCTTCCT
CCGGCTCGTCTCGTCTTCTTAACARACTCGCCGCAGGTATCTCATCTAGACAACATAGTCTC
GATAGGATCAAGTACATCTTGTCGAATTCAATAATCGAAAGCAGTGATCAAGCAAAAGAGGA
AGAAGAAAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAGAGATTCAATGATGGGTCAGAAGATTGACGGTA
GTGAAGGAGAAGATATTCAGATTTGGGGCGAGGAGGAAGTTAGGCGTTTAATGGAGATTGAT
GCAATGGATATGTACGAGATGACTTCGTACGACGCTGTCATGTACGAGAGTAGTCACATACT
TGATCATCTCTTTTGA
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Sekw. Id. nr 3

Prom35S:GFP-MYB95
TGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCCGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCT
GTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAARAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGAT
AAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARAGATGGACCCCCACC
CACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGAT
GTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCC
TCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGAACACGGGGGACTCTAGAGGATCCATGGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGT
GAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGA
CCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACC
TTCACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTT
CAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCA
ACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTG
AAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGA
TCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCC
ATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAG
CAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGLCCGCCGGGA
TCACTCACGGCATGGACGAGCTGTACATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCC
GCCCCCTTCACCATGGGGAGGACGACGTGGTTCGACGTTGACGGGT TGAGGAAAGGAGAGTG
GACGGCGGAGGAAGACCGGAAGCTCGTGGTTTACATCAACGAACACGGTCTAGGCGAGTGGG
GTTCACTGCCTAAGAGAGCCGGTCTACAAAGATGTGGAAAGAGTTGTAGATTAAGATGGCTG
AATTATTTGAGGCCTGGGATTAARAGAGGCAAGTTCACTCCTCAGGAAGAAGAAGAAATCAT
CARATACCATGCTCTTCTTGGAAACAGGTGGGCAGCAATAGCTAAGCAAATGCCAAACAGAA
CAGATAATGACATAAAGAACCATTGGAACTCATGCCTTAAGAAAAGACTTGCTAAAAAAGGA
ATCGATCCAATGACCCATGAGCCAACAACAACAACAAGCCTCACCGTCGATGTCACCTCCTC
ATCAACTACGTCGTCTCCTACACCGAGCCCTACTTCTTCTTCTTTTTCCTCCTGTTCCTCTA
CTGGCTCTGCACGTTTCCTTAACAAGCTCGCTGCTGGAATCTCGTCAAGAAAACACGGACTA
GAGAGTATCAAGACAGTGATATTGGCAGAACAACCAAGAGAAGCCGTTGATGAAGAGAAGAT
GATGACAATTAACATGAAAGAGAAGGAATTGATTAGTTGTTACATGGAGATTGATGAGACGA
TGAGTATTGATGAACTACCTTGTGATGACTCGACGTCTGGCTTCGTGGCTTTTGACGACTACLC
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TCATTAATCGACCCATACAGAGACGGTGTGTACGTATCTGATTTCTACGATGAGACTGAACA
CCTTGACCTGTTCCTTCTTTGA

Sekw. Id. nr 4

PromTSAl:GUS
AAGCTTgtctgtccatggattgatatccaaattcatgactagacagaattaacgcaaaaaat
cgaaattccacaatattgacaaaatgaaatataaagtcattaatttttttagagttgtgagt
ttgtttttttacgtaataatagttttaaaaaatttaatttacataatagaaaactaataaaa
gtatttttactatgtcaaaaaatataagaaaacaaaccaacgtaacacataaaaaaatgaga
tgttcaaaaacgaatttgtacgagcttgaccacttaactattgagcaatctgacttgggaat
ggaaggcataaccaaaaaaaaaagagatgtgtttttaaaaaaattgactttat-aaaataaa
tatttctatcttagttattccatcaatagttttttttttgttttttttcctatttccatgat
attattattttcaataaaattataaaatgtcacatttactaatattaattatacttatttcac
atctagctgtttaacttttgctacacacaaaatgagttatctagaagaagagccacgagata
aaagaatgaaatccacgtttaagttagttacaacggttttattttataagcgtatccatagc
tatgtgatgcttcttcaagctGGATCCCCGGGTGGTCAGTCCCTTATGTTACGTCCTGTAGA
AACCCCAACCCGTGAAATCAAAAAACTCGACGGCCTGTGGGCATTCAGTCTGGATCGCGAAA
ACTGTGGARATTGATCAGCGTTGGTGGGAAAGCGCGTTACAAGAAAGCCGGGCAATTGCTGTG
CCAGGCAGTTTTAACGATCAGTTCGCCGATGCAGATATTCGTAATTATGCGGGCAACGTCTG
GTATCAGCGCGAAGTCTTTATACCGAAAGGTTGGGCAGGCCAGCGTATCGTGCTGCGTTTCG
ATGCGGTCACTCATTACGGCAAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTGATGGAGCATCAGGGC
GGCTATACGCCATTTGAAGCCGATGTCACGCCGTATGTTATTGCCGGGAAAAGTGTACGTAT
CACCGTTTGTGTGAACAACGAACTGAACTGGCAGACTATCCCGCCGGGAATGGTGATTACCG
ACGAAAACGGCAAGARAAAAGCAGTCTTACTTCCATGATTTCTTTAACTATGCCGGAATCCAT
CGCAGCGTAATGCTCTACACCACGCCGAACACCTGGGTGGACGATATCACCGTGGTGACGCA
TGTCGCGCAAGACTGTAACCACGCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGGCCAATGGTGATGTCA
GCGTTGAACTGCGTGATGCGGATCAACAGGTGGTTGCAACTGCGACAAGGCACTAGCGGGACT
TTGCAAGTGGTGAATCCGCACCTCTGGCAACCGGGTGAAGGTTATCTCTATGAACTGTGCGT
CACAGCCAAAAGCCAGACAGAGTGTGATATCTACCCGCTTCGCGTCGGCATCCGGTCAGTGG
CAGTGAAGGGCGAACAGTTCCTGATTAACCACAAACCGTTCTACTTTACTGGCTTTGGTCGT
CATGAAGATGCGGACTTGCGTGGCAAAGGATTCGATAACGTGCTGATGGTGCACGACCACGC
ATTAATGGACTGGATTGGGGCCAACTCCTACCGTACCTCGCATTACCCTTACGCTGAAGAGA
TGCTCGACTGGGCAGATGAACATGGCATCGTGGTGATTGATGAAACTGCTGCTGTCGGCTTT
AACCTCTCTTTAGGCATTGGTTTCGAAGCGGGCAACAAGCCGARAAGAACTGTACAGCGAAGA
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GGCAGTCAACGGGGAAACTCAGCAAGCGCACTTACAGGCGATTARAGAGCTGATAGCGCGTG
ACAARAACCACCCAAGCGTGGTGATGTGGAGTATTGCCAACGAACCGGATACCCGTCCGCAA
GGTGCACGGGAATATTTCGCGCCACTGGCGGAAGCAACGCGTAAACTCGACCCGACGCGTCC
GATCACCTGCGTCAATGTAATGTTCTGCGACGCTCACACCGATACCATCAGCGATCTCTTTG
ATGTGCTGTGCCTGAACCGTTATTACGGATGGTATGTCCAAAGCGGCGATTTGGAAACGGCA
GAGAAGGTACTGGAAAANGAACTTCTGGCCTGGCAGGAGAAACTGCATCAGCCGATTATCAT
CACCGAATACGGCGTGGATACGTTAGCCGGGCTGCACTCAATGTACACCGACATGTGGAGTG
AAGAGTATCAGTGTGCATGGCTGGATATGTATCACCGCGTCTTTGATCGCGTCAGCGCCGTC
GTCGGTGAACAGGTATGGAATTTCGCCGATTTTGCGACCTCGCAAGGCATATTGCGCGTTGG
CGGTAACAAGAAAGGGATCTTCACTCGCGACCGCAARACCGAAGTCGGCGGCTTTTCTGCTGC
AAAARCGCTGGACTGGCATGAACTTCGGTGAAAAACCGCAGCAGGGAGGCAAACAATGA

Sekw. Id. nr 5

MYB47 cDNA
ATGGGGAGGACGACATGGTTCGACGTCGACGGGATGAAGAAAGGAGAGTGGACGGCAGAGGA
AGACCAGAAGCTCGGCGCTTACATCAACGAGCATGGCGTTTGTGATTGGCGTTCCCTCCCCA
AARAGAGCTGGTTTGCAGAGATGTGGARAGAGC TGCAGATTAAGGTGGCTTAACTATCTARAG
CCTGGGATTAGAAGAGGCAAATTCACTCCTCAAGAAGAAGAAGAAATCATCCAACTTCATGC
TGTTCTCGGAAACAGGTGGGCAGCCATGGCGAAGAAGATGCAGAATCGAACAGACAATGATA
TCAAGAACCATTGGAACTCTTGTCTCAAGAAAAGACTTTCGAGAARAGGGAATCGACCCTATG
ACCCACGAGCCCATCATCAAACACCTCACCGTCAATACCACTAACGCAGATTGTGGTAACTC
TTCCACCACGACGTCCCCGTCGACGACGGAAAGCTCTCCTTCCTCCGGCTCGTCTCGTCTTC
TTAACAAACTCGCCGCAGGTATCTCATCTAGACAACATAGTCTCGATAGGATCAAGTACATC
TTGTCGAATTCAATAATCGAAAGCAGTGATCAAGCAARAGAGGAAGAAGAAAAAGAAGAAGA
AGAAGAAGAAAGAGATTCAATGATGGGT CAGAAGATTGACGGTAGTGAAGGAGAAGATATTC
AGATTTGGGGCGAGGAGGAAGT TAGGCGTTTAATGGAGATTGATGCAATGGATATGTACGAG
ATGACTTCGTACGACGCTGTCATGTACGAGAGTAGTCACATACTTGATCATCTCTTTTGA

Sekw, Id. nr 6

MYB95_ cDNA

ATGGGGAGGACGACGTGGTTCGACGT TGACGGGTTGAGGARAGGAGAGTGGACGGCGGAGGA
AGACCGGAAGCTCGTGGTTTACATCAACGAACACGGTCTAGGCGAGTGGGGTTCACTGCCTA
AGAGAGCCGGTCTACAAAGATGTGGAAAGAGT TGTAGATTAAGATGGCTGAATTATTTGAGG
CCTGGGATTAARAGAGGCAAGTTCACTCCTCAGGAAGAAGAAGAAATCATCAAATACCATGC

1
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TCTTCTTGGAARACAGGTGGGCAGCAATAGCTAAGCAAATGCCAAACAGAACAGATAATGACA
TAAAGAACCATTGGAACTCATGCCTTAAGAAAAGACTTGCTAARAARAGGAATCGATCCAATG
ACCCATGAGCCAACAACAACAACAAGCCTCACCGTCGATGTCACCTCCTCATCAACTACGTC
GTCTCCTACACCGAGCCCTACTTCTTCTTCTTTTTCCTCCTGTTCCTCTACTGGCTCTGCAC
GTTTCCTTAACAAGCTCGCTGCTGGAATCTCGTCAAGAAAACACGGACTAGAGAGTATCAAG
ACAGTGATATTGGCAGAACAACCAAGAGAAGCCGTTGATGAAGAGAAGATGATGACAATTAA
CATGAAAGAGAAGGAATTGATTAGTTGTTACATGGAGATTGATGAGACGATGAGTATTGATG
AACTACCTTGTGATGACTCGACGTCTGGCTTCGTGGCTTTTGACGACTACTCATTAATCGAC
CCATACAGAGACGGTGTGTACGTATCTGATTTCTACGATGAGACTGAACACCTTGACCTGTT
CCTTCTTTGA

Sekw. Id. nr 7

MYB47 protein

MGRTTWFDVDGMKKGEWTAEEDQKLGAY INEHGVCDWRSLPKRAGLQRCGKSCRLRWLNYLK
PGIRRGKFTPQEEEEIIQLHAVLGNRWAAMAKKMONRTDNDIKNHWNSCLKKRLSRKGIDPM
THEPIIKELTVNTTNADCGNSSTTTSPSTTESSPSSGSSRLLNKLAAGISSROHSLDRIKYI
LSNSIITESSDOQAKEEEEKEEEEEERDSMMGQKIDGSEGEDIQIWGEEEVRRLME IDAMDMYE
MTSYDAVMYESSHILDHLFE*

Sekw. Id. nr 8

MYB95 protein

MGRTTWFDVDGLRKGEWTAEEDRKLVVY INEHGLGEWGSLPKRAGLOQRCGKSCRLRWLNYLR
PGIKRGKFTPQEEEEITKYHALLGNRWAATAKOQMPNRTDNDIKNHWNSCLKKRLAKKGIDPM
THEPTTTTSLTVDVTSSSTTSSPTPSPTSSSFSSCSSTGSARFLNKLAAGISSRKHGLESIK
TVILAEQPREAVDEEKMMT INMKEKELISCYMEIDETMSIDELPCDDSTSGFVAFDDYSLID
PYRDGVYVSDFYDETEHLDLFLL*

Sekw. Id. nr 9

GFP—MYB47_CDNA

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGG
CGACGTGAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCA
AGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTG
ACCACCTTCACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGA
CTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACG
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ACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGT TCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATC
GAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAA
CTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACT
TCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAALC
ACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGL
CCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCG
CCGGGATCACTCACGGCATGGACGAGCTGTACATCACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGGCTCC
GCGGCCGCCCCCTTCACCATGGGGAGGACGACATGGTTCGACGTCGACGGGATGAAGAAAGG
AGAGTGGACGGCAGAGGAAGACCAGAAGCTCGGCGCTTACATCAACGAGCATGGCGTTTGTG
ATTGGCGTTCCCTCCCCAARAGAGCTGGTTTGCAGAGATGTGGAAAGAGCTGCAGATTAAGG
TGGCTTAACTATCTAAAGCCTGGGAT TAGAAGAGGCAAATTCACTCCTCAAGAAGAAGAAGA
AATCATCCAACTTCATGCTGTTCTCGGARACAGGTGGGCAGCCATGGCGAAGAAGATGCAGA
ATCGAACAGACAATGATATCAAGAACCATTGGAACTCTTGTCTCAAGAAAAGACTTTCGAGA
NANGGGANTCGACCCTNATGACCCACGAGCCCATCATCAAACACCTCACCGTCANTACCACTAN
CGCAGATTGTGGTAACTCTTCCACCACGACGTCCCCGTCGACGACGGAAAGCTCTCCTTCCT
CCGGCTCGTCTCGTCTTCTTAACAAACTCGCCGCAGGTATCTCATCTAGACAACATAGTCTC
GATAGGATCAAGTACATCTTGTCGAATTCAATAATCGAAAGCAGTGATCAAGCARAAGAGGA
AGAAGAAAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAGAGATTCAATGATGGGTCAGAAGATTGACGGTA
GTGAAGGAGAAGATATTCAGATTTGGGGCGAGGAGGAAGTTAGGCGTTTAATGGAGATTGAT
GCAATGGATATGTACGAGATGACTTCGTACGACGCTGTCATGTACGAGAGTAGTCACATACT
TGATCATCTCTTTTGA

Sekw. Id. nr 10

GFP-MYBO95 cDNA

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGG
CGACGTGAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCA
AGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTG
ACCACCTTCACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGA
CTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACG
ACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATC
GAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAA
CTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACT
TCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAAC
ACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGL

13
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CCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCG
CCGGGATCACTCACGGCATGGACGAGCTGTACATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCC
GCGGCCGCCCCCTTCACCATGGGGAGGACGACGTGGTTCGACGTTGACGGGTTGAGGAAAGG
AGAGTGGACGGCGGAGGAAGACCGGAAGCTCGTGGTTTACATCAACGAACACGGTCTAGGCG
AGTGGGGTTCACTGCCTAAGAGAGCCGGTCTACAAAGATGTGGARAAGAGT TGTAGATTARGA
TGGCTGAATTATTTGAGGCCTGGGATTAARAGAGGCAAGTTCACTCCTCAGGAAGAAGAAGA
AATCATCAAATACCATGCTCTTCTTGGAAACAGGTGGGCAGCAATAGCTAAGCAAATGCCAA
ACAGAACAGATAATGACATAAAGAACCATTGGAACTCATGCCTTAAGAAAAGACTTGCTARAA
AARGGAATCGATCCAATGACCCATGAGCCAACAACAACAACAAGCCTCACCGTCGATGTCAC
CTCCTCATCAACTACGTCGTCTCCTACACCGAGCCCTACTTCTTCTTCTTTTTCCTCCTGTT
CCTCTACTGGCTCTGCACGTTTCCTTAACAAGCTCGCTGCTGGAATCTCGTCAAGAAAACAC
GGACTAGAGAGTATCAAGACAGTGATATTGGCAGAACAACCAAGAGAAGCCGTTGATGAAGA
GAAGATGATGACAATTAACATGAAAGAGAAGGAATTGATTAGTTGTTACATGGAGATTGATG
AGACGATGAGTATTGATGAACTACCTTGTGATGACTCGACGTCTGGCTTCGTGGCTTTTGAC
GACTACTCATTAATCGACCCATACAGAGACGGTGTGTACGTATCTGATT TCTACGATGAGAC
TGAACACCTTGACCTGTTCCTTCTITTGA

Sekw. Id. nr 11

GFP-MYB47 protein
MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLYV
TTETYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRI
ELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHENVY IMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQON
TPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYITSLYKKAGS
AAAPFTMGRTTWFDVDGMKKGEWTAEEDQKLGAY INEHGVCDWRS LPKRAGLQRCGKSCRLR
WLNYLKPGIRRGKFTPQEEEEIIQLHAVLGNRWAAMAKKMQONRTDNDIKNHWNSCLKKRLSR
KGIDPMTHEPIIKHLTVNTTNADCGNSSTTTSPSTTESSPSSGSSRLLNKLAAGISSRQOHSL
DRIKYILSNSIIESSDOAKEEEEKEEEEEERDSMMGQKIDGSEGEDIQIWGEEEVRRLMEID
AMDMYEMTSYDAVMYESSHILDHLE*

Sekw. Id. nr 12

GFP-MYB95 protein
MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLY
TTEFTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERT IFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRI
ELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSENVY IMADKOKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQON



PL 247148 B1 16

TPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHCGMDELYITSLYKKAGS
AAAPFTMGRTTWEDVDGLRKGEWTAEEDRKLVVYINEHGLGEWGSLPKRAGLORCGKSCRLR
WLNYLRPGIKRGKFTPQEEEEITKYHALLGNRWAATAKQMPNRTDNDIKNHWNSCLKKRLAK
KGIDPMTHEPTTTTSLTVDVTSSSTTSSPTPSPTSSSFSSCSSTGSARFLNKLAAGISSRKH
GLESIKTVILAEQPREAVDEEKMMTINMKEKELISCYMEIDETMSIDELPCDDSTSGEVAED
DYSLIDPYRDGVYVSDFYDETEHLDLFLL*

Sekw. Id. nr 13

TSAl promoter
Gtctgtccatggattgatatccaaattcatgactagacagaattaacgcaaaaaatcgaaat
tccacaatattgacaaaatgaaatataaagtcattaatttttttagagttgtgagtttgttt
ttttacgraataatagttttaaaaaatttaatttacataatagaaaactaataaaagtattt
ttactatgtcaaaaaatataagaaaacaaaccaacgtaacacataaaaaaatgagatgttca
aaaacgaatttgtacgagcttgaccacttaactattgagcaatctgatttgggaatggaagg
cataaccaaaaaaaaaagagatgtgtttttaaaaaaattgactttattaaaataaatatttc
tatcttagttattccatcaatagttttttttttgttttttttecctatttccatgatattatt
attttcaataaaattataaaatgtcacatttactaatattaattatattatttcacatctag
ctgtttaacttttgctacacacaaaatgagttatctagaagaagagccacgagataaaagaa
tgaaatcCACGTTTAaGTTAGTTacaacggttttattttataagcgtatccatagctatgtyg

atgcttcttcaagct

(podkreslono odpowliednio boxl 1 box2)
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Zastrzezenia patentowe

. Promotor aktywowany przez biatka MYB47 i MYB95 majacy sekwencje przedstawiong jako

Sekw. Id. nr 13.

System ekspresyjny zawierajacy kasete efektorowa i kasete reporterowa, znamienny tym, ze
kaseta efektorowa zawiera gen kodujacy biatko MYB47 lub MYB95 lub gen kodujacy biatko
fuzyjne zawierajace biatko MYB47 lub MYB95 pod kontrolg dowolnego znanego, korzystnie
indukowalnego promotora, a kaseta reporterowa zawiera gen kodujacy biatko reporterowe pod
kontrolg promotora aktywowanego przez biatko MYB47 lub MYB95, przy czym promotor akty-
wowany przez biatko MYB47 lub MYB95 ma sekwencje przedstawiong jako Sekw. Id. nr 13.
System ekspresyjny wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze gen kodujacy biatko MYB47 koduje
biatko o sekwencji przedstawionej jako Sekw. Id. nr 7.

System ekspresyjny wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze gen kodujacy biatko MYB95 koduje
biatko o sekwencji przedstawionej jako Sekw. Id. nr 8.

System ekspresyjny wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze gen kodujacy biatko MYB47 ma
sekwencje przedstawiong jako Sekw. Id. nr 5.

System ekspresyjny wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze gen kodujacy biatko MYB95 ma
sekwencje przedstawiong jako Sekw. Id. nr 6.

. System ekspresyjny wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Zze gen kodujacy biatko fuzyjne zawie-

rajace biatko MYB47 koduje biatko o sekwencji przedstawionej jako Sekw. Id. nr 11.

System ekspresyjny wediug zastrz. 2, znamienny tym, ze gen kodujacy biatko fuzyjne zawie-
rajace biatko MYB95 koduje biatko o sekwencji przedstawionej jako Sekw. Id. nr 12.

System ekspresyjny wedtug zastrz. 2, w ktérym gen kodujacy biatko fuzyjne zawierajgce biatko
MYB47 ma sekwencje przedstawiong jako Sekw. Id. nr 9.

System ekspresyjny wedtug zastrz. 2, w ktérym gen kodujacy biatko fuzyjne zawierajgce biatko
MYB95 ma sekwencje przedstawiona jako Sekw. Id. nr 10.

System ekspresyjny wedtug zastrz. 2, w ktorym kaseta efektorowa ma sekwencje przedsta-
wiong jako Sekw. Id. nr 2 lub 3.

System ekspresyjny wedtug zastrz. 2, w ktérym kaseta reporterowa ma sekwencje przedsta-
wiong jako Sekw. Id. nr 4.
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