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Beschreibung
Fachgebiet

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nicotianaminsynthase, die am Biosyntheseweg von Muginsaure
beteiligt ist, auBerdem deren Aminosauresequenz, ein Gen, das dieselbe codiert, einen Vektor, einen Prozess
zur Herstellung des Nicotianamins unter Verwendung derselben, Transformanden, wie z.B. Pflanzen, die durch
das Gen transformiert sind, das die Nicotianaminsynthase codiert, als auch einen Antikorper gegen die Nicot-
ianaminsynthase.

Hintergrund

[0002] Gramineen-Pflanzen, die durch Chelatieren des Fe(lll) im unléslichen Zustand im Boden mithilfe der
Muginsaure absorbieren und den sogenannten Mechanismus der 2. Strategie zur Fe-Anreicherung anwenden,
sekretieren Fe-Chelatoren (Phytosiderophore) aus ihren Wurzeln, um das kaum lésliche Fe in der Rhizosphare
anzuldsen (Roemheld, 1987). Die Menge an sekretierten Phytosiderophoren steigt unter Fe-Defizienz-Stress.
Die Muginsaure-Familie stellt das einzige bisher bekannte Beispiel von Phytosiderophoren dar (Takagi, 1976).
Die Toleranz gegenuber einer Fe-Defizienz in Gramineen wird als von einer bestimmten Menge der Muginsau-
re-Familie, die von Pflanzen sekretiert wird, abhangig erachtet (Takagi et al. 1984, Roemheld und Marschner
1986, Marschner et al. 1987, Mori et a. 1987, Kawai et al. 1988, Mori et al. 1988, Mihasi und Mori 1989 und
Shingh et al. 1993).

[0003] Der Biosyntheseweg der Muginsaure in Pflanzen ist in Fig. 1 gezeigt. S-Adenosylmethionin wird aus
Methionin durch die S-Adenosylmethioninsynthase synthetisiert. Darauthin werden drei Molekule des S-Ade-
nosylmethionins zur Bildung eines Molekils des Nicotianamins durch die Nicotianaminsynthase kombiniert.
Das erzeugte Nicotianamin wird dann zu 3"-Ketosaure durch Nicotianaminaminotransferase umgewandelt und
dann 2'-Desoxymuginsaure durch die anschlieRende Wirkung einer Reduktase synthetisiert. Eine weitere Rei-
he von Hydroxylierungsschritten erzeugt die anderen Muginsaure-Derivate einschlieBlich der Muginsaure aus
der Desoxymuginsaure (Mori und Nishizawa 1987, Shojima et al. 1989, Shojima et al. 1990 und Ma und No-
moto 1993).

[0004] Eine Verbindung in Eig. 1, die Verbindung in der unteren rechten Hélfte, worin R, und R, Wasserstoff
sind und R, Hydroxyl ist, ist Muginsdure. Eine Verbindung, worin R, Wasserstoff ist und R, und R, Hydroxyl
sind, ist 3-Hydroxymuginsaure. Aulerdem ist eine Verbindung, worin R, Wasserstoff ist und R, und R, Hydroxyl
sind, 3-Epihydroxymuginsaure.

[0005] Drei S-Adenosylmethioninsynthase-Gene wurden aus Gerstenwurzeln isoliert, doch wurden diese
Gene durch eine Fe-Defizienz nicht induziert (Takizawa et al. 1996). Ein Gen, 1ds3, welches aus der Gerste
durch Differentialscreening erhalten wird, wird als ein Gen vermutet, welches Desoxymuginsaure durch Hydro-
xylierung zu Muginsdure umwandelt und das durch eine Fe-Defizienz stark induziert wird (Nakanishi et al.
1993). Weiterhin wurde Nicotianaminaminotransferase aus Fe-defizienten Gerstenwurzeln ausgereinigt und
isoliert, und es wurden zwei Nicotianaminaminotransferase-Gene, Naat-A und Naat-B, isoliert (Takahashi et al.
1997). Die Naat-A-Expression wurde in Fe-defizienten Wurzeln induziert.

[0006] Die Synthese von Nicotianamin aus S-Adenosylmethionin ist &hnlich der Polyamin-Synthese aus De-
carboxy-S-Adenosylmethionin. Im Gegensatz zur Polyaminsynthase katalysiert die Nicotianaminsynthase je-
doch eine Kombination aus drei S-Adenosylmethionin-Molekilen und zugleich die Azetidin-Ringbildung
(Fig. 1). Daher handelt es sich bei der Nicotianaminsynthase um einen neuartigen Typ von Enzym. Zuvor ha-
ben wir von der teilweisen Ausreinigung von Nicotianaminsynthase aus den Wurzeln der Fe-defizienten Gerste
und dem Expressionsmustern der Aktivitat berichtet (Higuchi et al. 1994, Higuchi et al. 1995, Kanazawa et al.
1995, Higuchi et al. 1996a und Higuchi et al. 1996b). Da sich Nicotianaminsynthase wahrend der Extraktion
und Ausreinigung leicht zersetzt, war es schwierig, ausreichende Mengen fir die Aminosaure-Sequenzierung
zu reinigen.

[0007] Die vorliegende Erfindung ermoglicht die Erzeugung einer Pflanze, insbesondere einer Gramine-
en-Pflanze, mit einer hochgradigen Toleranz gegenuber einem Fe-Defizienz, als Ergebnis der Isolierung und
Aufreinigung einer Nicotianaminsynthase, das Klonieren des Gens dieses Enzyms, das Bestimmen seiner Ba-
sensequenz und Aminosauresequenz und das Verwenden des Enzyms.

2/68



DE 699 20439 T2 2005.12.29
Beschreibung der Erfindung

[0008] Die vorliegende Erfindung betrifft ein isoliertes Enzym, das eine Nicotianaminsynthase-Aktivitat auf-
weist und eine Aminosauresequenz umfasst, ausgewahlt aus folgendem:
(a) SEQ ID NR. 1, oder
(b) einer Sequenz, die homolog zu SEQ ID NR. 1 ist, vorzugsweise ein Enzym, das aus Gerste stammt (und
bevorzugter ein Enzym mit der Aminosauresequenz der SEQ ID NR. 1, 3, 5, 7, 9, 11 oder 13) oder ein En-
zym, das aus Oryza sativa stammt (und bevorzugter ein Enzym mit der Aminosauresequenz der SEQ ID
NR. 15) oder ein Enzym, das aus Arabidopsis stammt (und bevorzugter ein Enzym der Aminosauresequenz
der SEQ ID NR. 17, 19 oder 21).

[0009] Die vorliegende Erfindung stellt auRerdem ein Gen bereit, das die Aminosauresequenz des Enzyms
codiert, oder eine Nukleinsaure, die dieses Enzym codiert, welches Nicotianaminsynthase-Aktivitat aufweist,
wobei die Nukleinsdure eine Sequenz umfasst, ausgewahlt aus folgendem:
(A) SEQIDNR. 2
(B) einer Sequenz, die homolog zu SEQ ID NR. 2 ist, vorzugsweise eine Nukleinsdure, die aus Gerste
stammt (bevorzugter eine Nukleinsdure mit der Basensequenz der SEQ ID NR. 2, 4, 6, 8, 10, 12 oder 14);
oder eine Nukleinsaure, die aus Oryza sativa stammt (bevorzugter eine Nukleinsdure mit der Basense-
quenz der SEQ ID NR. 16) oder eine Nukleinsaure, die aus Arabidopsis stammt (bevorzugter eine Nukle-
insaure mit der Basensequenz der SEQ ID NR. 18, 20 oder 22) und nicht bevorzugt, dass die Nukleinsaure
DNA ist.

[0010] Die vorliegende Erfindung stellt auBerdem einen Vektor bereit, der eine Nukleinsdure umfasst, wie
oben definiert, vorzugsweise eine Expressionsvektor, und einen nichthumanen Transformanden, der durch die
Vektoren transformiert ist, worin das Fremdgen vorzugsweise ein Gen mit der Basensequenz der SEQ ID NR.
2,4,6,8,10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22 ist.

[0011] Bei anderen Aspekten stellt die Erfindung ein Verfahren zur Erzeugung eines Nicotianamins bereit,
welches die Verwendung des obigen Transformanden umfasst, eines Antikorpers gegen die Enzyme, wie oben
angegeben, vorzugsweise eines polyklonalen Antikdrpers oder eines monoklonalen Antikérpers, und ein Ver-
fahren zur Aufreinigung der Nicotianaminsynthase, welches umfasst: die Verwendung eines Thiolprotea-
se-Hemmers, die Verwendung von CHAPS-Puffer, die Verwendung der lonenaustausch-Chromatographietra-
ger DEAE-Sepharose FF® oder DEAE Sephacel®, die Verwendung des hydrophoben Chromatographietragers
TSK-Gel Butyl Toyopearl® und die Verwendung des hydrophoben Chromatographietragers TSK-Gel Ether To-
yopearl®, wobein der Thiolprotease-Hemmer vorzugsweise E-64 ist.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen
[0012] Fig. 1 zeigt den Biosyntheseweg der Muginsaure-Familie.

[0013] FEig. 2 zeigt einen Vergleich der Ausreinigung der Nicotianaminsynthase aus Feabhangigen und aus
Kontroll-Gerstenwurzeln.

[0014] Fig. 3 zeigt die praparative SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, im
folgenden bezeichnet als SDS-PAGE) um 30 — 35 kDa. Die horizontalen Balken zeigen die relative Enzymak-
tivitat, wie aus den Gelen nachgewiesen.

[0015] Fig. 4 zeigt das Elutionsmuster der Nicotianaminsynthase-Aktivitat aus der Gelfiltrationssaule.

[0016] Die groRen ausgefiiliten Kreise () zeigen die Enzymaktivitat.

[0017] Fig. 5 zeigt einen Vergleich mit einer Teilsequenz von sechs Aminosauren, wie bestimmt anhand von
Nicotianaminsynthase, die aus Gerste stammt, und einer ahnlichen Sequenz von Gramineen, wie durch Com-
puterdurchsuche der Datenbank erhalten. Ein identischer Aminosaure-Rest ist in ":" gezeigt.

[0018] Fig. 6 zeigt eine HYNAS1-cDNA der vollen Lange und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz. Die
unterstrichenen Sequenzen geben die identischen partiellen Aminosauresequenzen der in obiger Fig. 5 ge-

zeigten Fragmente an. Die Zahlen der Nukleotidsequenzen sind rechts jeder Reihe angegeben. Die Zahlen
der Aminosauren sind links jeder Reihe angegeben.
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[0019] Fig. 7 zeigt einen Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen der obigen 7 cDNAs, die aus
Gerste erhalten wurden. Sternchen "*" zeigt identische Aminoséure-Reste in allen Sequenzen auf.

[0020] Fig. 8 zeigt die Ergebnisse der diinnschichtchromatographischen (TLC) Analyse der Nicotianaminsyn-
thase-Aktivitat, wie aus E. coli-Rohextrakt erhalten, die ein Fusionsprotein mit dem Maltose-Bindungsprote-
in-HvNAS1-exprimiert.

[0021] Fig. 9 zeigt die Northern-Hybridisationsanalyse von HYNAS1 als einer Sonde.
[0022] Fig. 10 zeigt die Southern-Hybridisationsanalyse von HYNAS1 als einer Sonde.

[0023] Fig. 11 zeigt die Western-Blot-Analyse des Rohenzyms, wie zum Nachweis der Nicotianaminsyntha-
se-Aktivitat verwendet.

[0024] Fig. 12 zeigt die Western-Blot-Analyse des durch Trichloressigsaure/Aceton extrahierten Gesamtpro-
teins.

[0025] Fig. 13 zeigt einen Vergleich der Ausreinigung von Nicotianaminsynthase aus Fedefizienter Gerste
und Kontroll-Gerste nach DEAE-Sepharose FF.

[0026] Fig. 14 zeigt einen Vergleich der Ausreinigung von Nicotianaminsynthase aus Fedefizienter Gerste
und Kontroll-Gerste nach Ether Toyopearl* 650M (* eingetragenes Markenzeichen).

[0027] Fig. 15 zeigt die Ergebnisse der diinnschichtchromatographischen (TLC) Analyse der Nicotianamin-
synthase-Aktivitat, wie aus E. coli-Rohextrakt erhalten, die ein Fusionsprotein mit dem Maltose-Bindungspro-
tein-OsNAS1-exprimiert.

[0028] Fig. 16 zeigt die Northern-Hybridisationsanalyse von OsNAS1 als einer Sonde.

[0029] Fig. 17 zeigt die Ergebnisse der diinnschichtchromatographischen (TLC) Analyse der Nicotianamin-
synthase-Aktivitat, wie aus E. coli-Rohextrakt erhalten, die Fusionsproteine mit dem Maltose-Bindungsprote-
in-AtNAS1, AtNAS2 oder AtNAS3-exprimiert.

[0030] Fig. 18 zeigt die Ergebnisse der RT-PCR der Gesamt-RNA, die aus den tiber dem Boden befindlichen
Teilen und den Wurzeln von Arabidopsis thaliana extrahiert wurden. Die rechte Gruppe gibt die positive Kon-
trolle wieder.

Beste Ausfuhrungsform der Erfindung

[0031] Wir haben versucht, Nicotianaminsynthase zu isolieren (Higuchi et al. Plant & Soil, Bd. 165, S.
173-179, 1994), doch da Nicotianaminsynthase sich leicht zersetzte und schwer zu isolieren und zu reinigen
war, konnten wir keine ausreichenden Mengen an Protein erhalten, um seine partielle Aminosauresequenz zu
bestimmen. Spater wurde festgestellt, dass ein Thiolprotease-Hemmer E-64 (im folgenden als E-64 bezeich-
net) sehr wirksam im Unterdriicken des Abbaus von Nicotianaminsynthase war (Higuchi et al. Plant & Soil, Bd.
178, S. 171-177, 1996a).

[0032] Bei der vorliegenden Erfindung konnte als Folge des ZerstoRens von gefrorenen Wurzeln zu einem
Feinpulver in Flussig-N, und dann schnellen Homogenisierens mit Puffer, der 0,1 mM Thiolprotease-Hemmer
E-64 enthielt, das Nicotianaminsynthase-Protein isoliert werden, ebenso wie sein Gen.

[0033] Ferner gewann das Enzym der vorliegenden Erfindung seine Aktivitat durch Entfernen des SDS nach
der SDS-PAGE-Behandlung zurtick, doch war die Riickgewinnungsrate sehr niedrig (Higuchi et al. Plant & Soil,
Bd. 165, S. 173-179, 1994). Folglich sollte der Grad der Ausreinigung vor der SDS-PAGE-Behandlung erhéht
werden. Daraufhin wurden die saulenchromatographischen Verfahrensweisen weiter verbessert.

[0034] Wir haben aulerdem festgestellt, dass das Enzym der vorliegenden Erfindung relativ hydrophob ist
und ein Puffer, der ein mildes oberflachenaktives Mittel, CHAPS, enthielt, die Riickgewinnungsrate erhohte.
Verschiedene lonenaustauscher-chromatograpische Trager wurden getestet, und DEAE-Sepharose FF und
DEAE-Sephacel wurden als am wirksamsten befunden. Uber TSK-Gel Butyl Toyopearl* hinaus entfernte auch
ein anderer hydrophober chromatographischer Trager, TSK-Gel Ether Toyopearl* 650M, die Unreinheiten des
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30 — 35 kDa wirksam.

[0035] Vom Enzym der vorliegenden Erfindung wurde berichtet, dass es das Peptid von 30 — 35 kDa war, des-
sen Aktivitat durch Entfernen des SDS nach der SDS-PAGE-Behandlung wiederhergestellt wurde, wobei die
Aktivitat als ein breiter Molekulargewichtsbereich von 30 — 35 kDa nachgewiesen wurde (siehe Fig. 3). Fig. 3
zeigt ein Ergebnis der praparativen SDS-PAGE in den Fraktionen, die eine Enzymaktivitat zeigen. SDS-PAGE
wurde unter Verwendung von 11% Acrylamid-Flachgelen vorgenommen. Eine Portion des Gels wurde mit Coo-
massie-Brilliantblau angefarbt und der Rest des Gels mit Cu gefarbt. Das Gel, das Proteine von 30 — 35 kDa
GroRe enthielt, wurde in sieben Fragmente geschnitten (angegeben durch die kurzen Linien). Die dicken Bal-
ken in Fig. 3 zeigen die relativen Enzymaktivitaten an, die aus jedem Gelfragment bestimmt wurden.

[0036] Um das Nicotianaminsynthase-Peptid aus den Proteinen mit diesen Molekulargewichten zu identifizie-
ren, wurden die Peptide, die in den Nicotianaminsynthase-Fraktionen, ausgereinigt aus Fe-defizienten und
Kontroll-Gerstenwurzeln, enthalten waren, unter Anwendung von SDS-PAGE verglichen. Aus jeder Gersten-
wurzel von 200 g wurde das vorliegende Enzym gemal der in nachstehendem Beispiel 3 beschriebenen Me-
thode ausgereinigt.

[0037] Die Enzymaktivitat der Kontrolle betrug ein Viertel der bei den Fe-defizienten Wurzeln.

[0038] Die Peptidzusammensetzung der aktiven Enzymfraktion aus jedem Reinigungsschritt des vorliegen-
den Enzyms wurde analysiert und mittels SDS-PAGE verglichen, wobei die Ergebnisse in Fig. 2, Fig. 13 und
Fig. 14 gezeigt sind. Fig. 2, Fig. 13 und Fig. 14 zeigen einen Vergleich mit der aktiven Fraktion aus dem Rei-
nigungsschritt der Fe-defizienten Gerstenwurzeln von 200 g [in der Figur mit (=) gezeigt] und der aktiven Frak-
tion aus dem Reinigungsschritt der Kontroll-Gerstenwurzeln von 200 g [in der Figur mit (+) gezeigt]. SDS-PAGE
wurde unter Verwendung von 12,5% Acrylamid-Flachgelen durchgefuhrt (Laemmli, Nature, Bd. 227, S.
680-685, 1970). Die Gele wurden mit Coomassie-Brilliantblau angefarbt. Fig. 2 zeigt einen Schritt vor der
DEAE-Sepharose. Die obere Reihe zeigt das Enzym aus Fe-defizienten Gerstenwurzeln, und die untere Reihe
zeigt das Enzym aus den Kontrollwurzeln. In jeder Bahn sind Bahnen 1, Rohextrakt, 200 pg Protein; Bahnen
2, nach Butyl Toyopearl((eingetragenes Markenzeichen)) 650M, 100 ug Protein; Bahnen 3, nach Hydroxyapa-
tit, 20 pg Protein; und Bahnen 4, nach Butyl Toyopearl 650M, 15 pg Protein, gezeigt.

[0039] Fig. 13 zeigt jede Bahn nach DEAE-Sepharose FF, 25 ug Protein. Fig. 14 zeigt nach Ether Toyopearl*
650M, wobei im linken Teil die inaktive Fraktion gezeigt ist und im rechten Teil die aktive Fraktion gezeigt ist,
wobei 1/25 jeder Fraktion elektrophoretisch behandelt ist.

[0040] Als Ergebnis wurde nahezu kein Unterschied sowohl bei Fe-defizienten als auch Kontrollwurzeln vor
dem DEAE-Sepharose-Schritt beobachtet (siehe Fig. 2). Nach dem DEAE-Sepharose-Schritt wurde klar, dass
die 30- und 31-kDa-Peptide durch Fe-Defizienzl induziert wurden (siehe Eig. 13). Nach dem Ether Toyo-
pearl*-Schritt wurde das 31-kDa-Peptid aus der aktiven Fraktion eliminiert. Die 32- und 33-kDa-Peptide wurden
durch Fe-Defizienz als neu induziert festgestellt (siehe Fig. 14). Aktivititen wurden bei den 32- und
33-kDa-Peptiden nachgewiesen, doch wurde keine Aktivitat beim 30-kDa-Peptid festgestellt (siehe Eig. 3).

[0041] Das Molekulargewicht des Enzyms der vorliegenden Erfindung wurde durch Gelfiltration bestimmt.

[0042] Das mittels Gelfiltration beurteilte Molekulargewicht der Nicotianaminsynthase betrug berichteterma-
Ren 40.000 — 50.000 (Higuchi et al. Plant & Soil, Bd. 165, S 173-179, 1994). Dies stimmte allerdings nicht dem
durch SDS-PAGE bestimmten Wert Gberein.

[0043] In der vorliegenden Studie erhéhte der Puffer, der CHAPS enthielt, die Auflésung effektiv, und das Mo-
lekulargewicht des vorliegenden Enzyms wurde mit 35.000 bewertet (siehe Fig. 4). Dies entspricht dem mittels
SDS-PAGE erhaltenen Wert.

[0044] Fig. 4 zeigt das Elutionsmuster der Nicotianaminsynthase aus der Gelfiltrationssaule. Die schwarzen
Kreise (*) geben die Enzymaktivitat an, und die durchgezogene Linie gibt die Extinktion bei 280 nm an. Die
aktive Fraktion wurde nach der Hydroxyapatit-Chromatographie auf eine Sephacryl S300HR-(Pharma-
cia)-Saule (1,5 cm x 71 cm, 125 ml) aufgebraucht, aquilibriert mit Entwicklerpuffer (50 mM Tris, 1 mM EDTA,
0,1 M KCI, 0,05% CHAPS, 0,1 mM p-APMSF und 3 mM DTT, pH 8,0). Die verwendeten Molekularge-
wichts-Marker waren Thyroglobulin (MR 670.000), y-Globulin (MR 158.000), Ovalbumin (MR 44.000) und My-
oglobin (MR 17.000). Der lineare Fluss betrug 10 cm/Stunde.
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[0045] Die partielle Aminosauresequenz wurde aus gereinigter Nicotianaminsynthase bestimmt.

[0046] Die oben erlauterten 30-kDa-, 32-kDa- und 33-kDa-Peptide wurden aus 1 kg Fedefizienten Gersten-
wurzeln unter Anwendung der hierin in Beispiel 3 beschriebenen Methode ausgereinigt. Diese wurden unter
Anwendung der hierin in Beispiel 4 beschriebenen Methode teilweise zerlegt. Obschon 32- und 33-kDa-Pep-
tide nicht vollstandig voneinander getrennt werden konnten, kénnten diese eine dhnliche Sequenz aufweisen,
oder war das 32-kDa-Peptid vermutlich das Abbauprodukt des 33-kDa-Peptids, und beide wurden gemeinsam
zerlegt.

[0047] Die bestimmten partiellen Aminosauresequenzen zeigten, dass diese Peptide sehr ahnlich zueinander
waren (Fig. 5). Da auBerdem die Molekulargewichte der 33-kDa- und 32-kDa-(1)-Fragmente nahezu unveran-
dert im Vergleich zu vor der Zerlegung waren, kénnte diese Sequenz die N-terminale Region des vorliegenden
Enzyms sein. Als Ergebnis der Computerdurchsuche der Datenbank wurde ein Gen von unbekannter Funktion
mit sehr dhnlicher Sequenz zu diesen Sequenzen gefunden, dass in Oryza sativa und Arabidogsis thaliana
vorliegt. Insbesondere die EST-cDNA-Klone D23792 und D24790 von Oryza sativa waren sehr dhnlich bei
80,0% Identitat bei einer 33-Aminosauren-Uberlappung bei ersterem und 68,4% ldentitat bei einer 19-Amino-
sauren-Uberlappung bei letzterem (Fig. 5).

[0048] Fig. 5 zeigt einen Vergleich mit einer Teilsequenz aus sechs Aminosauren, wie bei aus Gerste stam-
mender Nicotianaminsynthase bestimmt, und einer ahnlichen Sequenz von Gramineen, wie durch Computer-
durchsuche der Datenbank erhalten. Ein identischer Aminosaure-Rest ist in ":" gezeigt. Der durch die Pfeile
angegebene Teil der Nukleotidsequenzen wurde fir die Sequenzen des bei der PCR verwendeten Primers ver-
wendet.

[0049] Das Klonieren der Nukleotidsequenzen der cDNA-Klone, die Nicotianaminsynthase codieren, wurde
vorgenommen und bestimmt.

[0050] Die PCR-Amplifikation der Gesamt-cDNA, die aus Fe-defizienten Gerstenwurzeln unter Verwendung
degenerierter Primer erhalten wurde, wie aus der partiellen Aminosauresequenz konstruiert, die mittels der zu-
vor erdrterten Methode erhalten worden war, wurde durchgefiihrt, doch konnte die Ziel-DNA nicht amplifiziert
werden. Daraufhin wurden die Primer mit einer einzelnen Nukleotidsequenz (durch Pfeile in Fig. 5 gezeigt) aus
Sequenzen von Oryza sativa, D23792 und D24790, synthetisiert und die PCR-Amplifikation vorgenommen.
Das 205-bp-Fragment wurde mittels PCR unter Verwendung von NF- und NR-Primern amplifiziert und das
274-bp-Fragment mittels PCR unter Verwendung von IF- und IR-Primern amplifiziert, wobei diese die Zielse-
guenzen enthielten. Eine unter Verwendung von Poly(A)" RNA aus Fe-defizienten Gerstenwurzeln hergestellte
cDNA-Bank wurde gescreent und 19 positive Klone unter Verwendung der 205-bp-Fragment-Sonde und 88
positive Klone unter Verwendung der 274-bp-Fragment-Sonde erhalten.

[0051] Unter den derart erhaltenen Klonen enthielt der als HYNAS1 bezeichnete Klon eine translatierte Regi-
on von 985 bp, wobei die davon abgeleitete Aminosauresequenz ein Rest aus 328 Aminosauren war mit einem
abgeleiteten Molekulargewicht von 35.144. Dies entsprach dem mittels SDS-PAGE und Gelfiltration bestimm-
ten Wert gut. Die partiellen Aminosauresequenzen der 32-kDA- und 33-kDa-Peptide waren vollstandig in
HvNAS1 enthalten (Fig. 6).

[0052] Fig. 6 zeigt die HYNAS1-cDNA der vollen Lange und die davon abgeleitete Aminosauresequenz. Die
unterstrichenen Sequenzen zeigen die identischen partiellen Aminosauresequenzen der in obiger Fig. 5 ge-
zeigten Fragmente. Die Zahlen der Nukleotidsequenzen sind rechts jeder Reihe angegeben. Die Zahlen der
Aminosauren sind links jeder Reihe angegeben.

[0053] Der vorhergesagte pl von 5.2 entsprach dem durch native isoelektrische Fokussierungs-Elektrophore-
se geschatzten Wert gut. Die sechs anderen Klone als HvNAS1, namlich HYNAS2, HYNAS3, HvNAS4,
HVNASS5, HYNAS6 und HYNAS7, mit sehr ahnlicher Sequenz wurden ebenfalls erhalten (Tabelle 1, Fig. 7).

[0054] Fig. 7 zeigt einen Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen der obigen 7 aus Gerste erhalte-
nen cDNA. Sternchen, "*" weist auf identische Aminosaure-Reste in allen Sequenzen hin.

[0055] Die Nukleotidsequenzen dieser Klone sind in SEQ ID NR. 2 (HYNAS1), SEQ ID NR. 4 (HYNAS2), SEQ
ID NR. 6 (HYNAS3), SEQ ID NR. 8 (HYNAS4), SEQ ID NR. 10 (HYNAS5), SEQ ID NR. 12 (HYNAS6) bzw. SEQ
ID NR. 14 (HYNAS7) gezeigt. Die Aminosauresequenzen dieser Aminosauresequenzen sind in SEQ ID NR. 1
(HVNAS1), SEQ ID NR. 3 (HYNAS12, SEQ ID NR. 5 (HYNAS3), SEQ ID NR. 7 (HYNAS4), SEQ ID NR. 9
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(HVNAS5), SEQ ID NR. 11 (HVNASB) bzw. SEQ ID NR. 13 (HVNAS7) gezeigt.

Tabelle 1 Eigenschaften der nas-Klone

Kion Zahl der Molekular- pl Identitat Identitat Identitat
Aminosaure- gewicht zu nas 1 Zu nas 2 zu nas 4
Reste (%) (%) (%)
HVNAS 1 328 - 35144 5,20 -
HvNAS 2 336 35839 5,07 72 -
HvNAS 3 336 36013 5,47 72 95
HvNAS 4 330 35396 4,91 73 89 -
HVNAS 5 283 30148 5,22 61 61 59
HVNAS 6 329 35350 5,07 74 89 88
HvNAS 7 330 35244 4,98 70 86 91

[0056] Die aus dem 30-kDa-Peptid bestimmten partiellen Aminosaduresequenzen waren alle in HYNASS5 ent-
halten. Die 5'- und 3'-nicht-translatierten Regionen dieser Klone waren nicht ahnlich zueinander.

[0057] D23792 und D24790 ahnlich der Nicotianaminsynthase von Oryzae sativa wurden von etwa 80% Iden-
titat zu HYNAS1 festgestellt. AC003114 und AB005248 von Arabidopsis thaliana wurden von etwa 45% Iden-
titat zu HYNAS1 festgestellt.

[0058] Das erhaltene HYNAS1-Protein wurde in E. coli exprimiert.

[0059] Die PCR-Amplifikation von HYNAS1 ORF wurde mit Vektor pMAL-c2 kloniert, um C-terminal mit dem
Maltose-Bindungsprotein fusioniertes HYNAS1 zu exprimieren. Die Expression des Fusionsproteins wird durch
IPTG stark induziert.

[0060] Der Rohextrakt wurde aus dem transformierten E. coli erhalten und die Nicotianaminsynthase-Aktivitat
im Zustand des Fusionsproteins untersucht. Im Rohextrakt aus dem mit lediglich dem Vektor transformierten
Stamm konnte die Aktivitat nicht nachgewiesen werden, wohingegen im Fall der Insertion von HYNAS1 ORF
die Aktivitat nachgewiesen wurde. Das Ergebnis ist in Fig. 8 gezeigt.

[0061] Fig. 8 zeigt die Ergebnisse der diinnschichtchromatographischen (TLC) Analyse der Nicotianaminsyn-
thase, die aus E. coli-Rohextrakt erhalten wurde, welche ein Fusionsprotein mit dem Maltose-Bindungsprote-
in-HVNAS1-exprimiert. In Fig. 8, Bahn 1: eine standardmaRige Nicotianaminsynthase; Bahn 2: E. coli, expri-
mierend Maltose-Bindungsprotein (SAM); und Bahn 3: E. coli, exprimierend mit dem Maltose-Bindungsprotein
fusioniertes Protein-HYNAS1.

[0062] Die mittels der in untenstehendem Beispiel 7 beschriebenen Methode durchgefiihrte Northern-Hybri-
disationsanalyse zeigte, dass dieses Gen in Fe-defizienten Wurzeln stark induziert wurde (Fig. 9). Dies stimmt
mit dem Expressionsmuster der vorliegenden Enzymaktivitat Gberein (Higuchi et al. 1994). Fig. 9 zeigt ein Er-
gebnis der Northern-Hybridisationsanalyse unter Verwendung von HYNAS1 als einer Sonde. Die Gesamt-RNA
wurde aus Gerstenblatter und -Wurzeln nach einwoéchiger Fe-defizienter Behandlung und Kontroll-Gersten-
blatter und -Wurzeln extrahiert, und in jeder Bahn wurden 5 pg RNA elektrophoretisch behandelt.

[0063] Die Southern-Hybridisationsanalyse der Gersten-Genom-DNA wurde gemaR der in untenstehendem
Beispiel 8 beschriebenen Methode vorgenommen. Das Schneiden der DNA mit BamHI, EcoRI oder Hindlll er-
zeugte eine Vielzahl von Fragmenten, wobei allerdings keiner der derzeit erhaltenen Klone mit BamHI und
EcoRI verdaut werden konnte, weshalb folglich das Nicotianaminsynthase-Gen in multipler Kopienzahl in den
Genomen von Gerste und Reis vorliegen konnte (Fig. 10).

[0064] Fig. 10 zeigt die Southern-Hybridisationsanalyse von HYNAS1 als einer Sonde. Genomische DNAs
von Gerste und Reis wurden mit BamHI (Bahnen B), EcoRI (Bahnen R) und Hindlll (Bahnen H) verdaut, und
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10 pg davon wurden in jeder Bahn elektrophoretisch behandelt.

[0065] Weiterhin wurden unter Verwendung von Antigen, das mittels der in nachstehendem Beispiel 9 be-
schriebenen Methode erhalten worden war, eine Western-Blot-Analyse gemaf der in Beispiel 10 beschriebe-
nen Methode vorgenommen. Es wurde festgestellt, dass das vorliegende Enzymprotein wahrend des Vor-
gangs im Rohextrakt schnell zersetzt wurde, welcher zum Nachweis der vorliegenden Enzymaktivitat zuberei-
tet worden war (Fig. 11). Das Farbungsmuster stimmte mit der Tatsache Uberein, dass die vorliegende Enzym-
aktivitat in dem breiten Bereich von 30 — 35 kDa gemaR® SDS-PAGE nachgewiesen wurde (siehe Fig. 3).

[0066] Fig. 11 zeigt die Western-Blot-Analyse des zum Nachweis der Aktivitdt verwendeten Rohenzyms.
SDS-PAGE wurde unter Verwendung von 125% Acrylamid-Flachgel durchgefihrt. 100 ug des Proteins wurden
elektrophoretisch behandelt.

[0067] Der aus denaturiertem Protein gemaf der in nachstehendem Beispiel 10 beschriebenen Methode er-
haltene Rohextrakt wurde als nahezu einzige Bande mit 35 — 36 kDa nachgewiesen (Fig. 12). Dieser Wert
stimmt mit dem hergeleiteten Wert aus der Aminosauresequenz tberein.

[0068] Fig. 12 zeigt die Western-Blot-Analyse des durch Trichloressigsaure/Aceton extrahierten Gesamtpro-
teins. SDS-PAGE wurde unter Verwendung von 12,5% Acrylamid-Flachgel durchgefiuhrt. 100 ug Protein wur-
den elektrophoretisch behandelt. 200 ug aus Wurzeln extrahierte Proteine und 500 ug aus Blattern extrahierte
Proteine wurden elektrophoretisch behandelt.

[0069] Die Western-Blot-Analyse nach zweidimensionaler Elektrophorese ergibt den Nachweis mehrerer Fle-
cken. Dies stimmt mit der Tatsache (berein, dass eine Vielzahl von Nicotianaminsynthase-Genen erhalten
wird. Alle Flecken waren in Fe-defizienten Wurzeln induziert.

[0070] Als Ergebnis dessen, dass die cDNA-Bank aus Fe-defizienter Reiswurzel-Poly(A) + RNA unter Ver-
wendung von Sonden gescreent wurde, die durch Schneiden von HYNAS1 mit Restriktionsenzymen ApaLl und
Xhol hergestellt wurden, wurden 20 Klone erhalten. Diese Klone wurden in 3 Typen von Klonen entsprechend
ihren Sequenzen eingeteilt, von denen lediglich ein Typ ORF der vollen Lange enthielt, welcher als OsNAS1
bezeichnet wurde. Die Nukleotidsequenz von OsNAS ist in SEQ ID NR. 16 gezeigt, und die Aminosaurese-
quenz istin SEQ ID NR. 15 gezeigt.

[0071] Die PCR-Amplifikation von OsNAS1 ORF wurde mit einem Vektor pMAL-c2 kloniert, um eine C-termi-
nal mit dem Maltose-Bindungsprotein fusionierte Form zu exprimieren. Das Fusionsprotein wird durch IPTG in
seiner Expression stark induziert.

[0072] Ein Rohextrakt des transformierten E. coli mit dem Fusionsprotein wurde erhalten und die Nicotiana-
minsynthase-Aktivitat im Zustand des Fusionsproteins untersucht. Dieselbe Aktivitat wie bei HYNAS1 wurde
nachgewiesen. Das Ergebnis ist in Eig. 15 gezeigt. Fia. 15 zeigt die Ergebnisse der dinnschichtchromatogra-
phischen (TLC) Analyse der aus E. coli-Rohextrakt erhaltenen Nicotianaminsynthase, die ein Fusionsprotein
mit dem Maltose-Bindungsprotein-OsNAS1-exprimiert. In Eig. 15, Bahn 1: ein standardmafiges Nicotianamin
(NA); Bahn 2: ein Extrakt aus E. coli, das das Fusionsprotein mit dem Maltose-Bindungsprotein-OsNAS1-ex-
primiert; und Bahn 3: ein Extrakt aus E. coli, das das Fusionsprotein mit dem Maltose-Bindungsprote-
in-HvNAS1-exprimiert.

[0073] Die mittels der in nachstehendem Beispiel 7 beschriebenen Methode durchgefiihrte Northern-Hybridi-
sationsanalyse ergab, dass im Gegensatz zu Gerste die Expression in Reis durch eine Fe-defiziente Behand-
lung nicht nur in den Wurzeln, sondern auch in den Blattern induziert wurde (Fig. 16). Fig. 16 zeigt das Ergeb-
nis der Northern-Hybridisationsanalyse unter Verwendung von OsNAS1 ORF als einer Sonde. Die Ge-
samt-RNA wurde nach zwei Wochen der Fe-defizienten Behandlung und Kontroll-Reisblattern und -Wurzeln
extrahiert, und in jeder Bahn wurden 5 ug RNA elektrophoretisch behandelt.

[0074] Die Nukleotidsequenz von Arabidopsis thaliana ahnlich der von HYNAS1, wie durch Computerdurch-
suche der Datenbank erhalten, wurde als ein Primer verwendet. Die PCR-Amplifikation der genomischen DNA
von Arabidopsis thaliana fihrte zum Erhalt dreier Nicotianaminsynthase-Gene. Diese wurden als AtNAS1,
AtNAS2 und AtNAS3 bezeichnet.

[0075] Die Nukleotidsequenzen dieser Gene sind in SEQ ID NR. 18 (AtNAS1), SEQ ID NR. 20 (AtNAS2) und
SEQ ID NR. 22 (AtNAS3) gezeigt. Diese Aminosauresequenzen sind in SEQ ID NR. 17 (AtNAS1), SEQ ID NR.
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19 (AtNAS2) und SEQ ID NR. 21 (AtNAS3) gezeigt.

[0076] AtNAS1, AINAS2 und AtINAS3 ORF wurden mit PCR amplifiziert und mit dem Vektor pMAL-c2 kloniert.
Es wurde versucht, jeden von ihnen in der C-terminal mit dem Maltose-Bindungsprotein fusionierten Form zu
exprimieren. Die Expression des Fusionsproteins wurde durch IPTG stark induziert.

[0077] Ein Rohextrakt aus dem transformierten E. coli mit dem Fusionsprotein wurde erhalten und die Nicot-
ianaminsynthase-Aktivitat im Zustand des Fusionsproteins untersucht. Die Aktivitdt wurde nachgewiesen. Das
Ergebnis ist in Fig. 17 gezeigt. Fig. 17 zeigt die Ergebnisse der TLC-Analyse der Nicotianaminsynthase-Akti-
vitdt, wie aus E. coli-Rohextrakt erhalten, das ein Fusionsprotein mit dem Maltose-Bindungsprote-
in-AtNAS1-exprimierte. In Fig. 17, Bahnen 1: ein standardmafliges Nicotianamin (NA) und S-Adenosylmethi-
onin; Bahnen 2: ein Extrakt aus E. coli, das lediglich Maltose-Bindungsprotein exprimiert; Bahnen 3: ein Extrakt
aus E. coli, das das Fusionsprotein mit dem Maltose-Bindungsprotein-AtNAS1-exprimiert; Bahnen 4: ein Ex-
trakt aus E. coli, das das Fusionsprotein mit dem Maltose-Bindungsprotein-AtNAS2-exprimiert; und Bahnen 5:
ein Extrakt aus E. coli, das das Fusionsprotein mit dem Maltose-Bindungsprotein-AtNAS3-exprimiert.

[0078] Eine RT-PCR wurde gemaf der in nachstehendem Beispiel 11 beschriebenen Methode durchgefihrt.
Es wurde festgestellt, dass AtNAS1 in den Wurzeln und den ber dem Boden befindlichen Teilen von Arabi-
dopsis thaliana exprimiert wurde, wohingegen AtNAS2 weder in den Wurzeln noch in den Gber den Boden ge-
legenen Teilen exprimiert wurde, und AtNAS3 wurde lediglich in den Wurzeln exprimiert (Fig. 18). In Fig. 18
zeigt Bahn M den Molekulargewichts-Marker. Die Genexpression erfolgte in den iber dem Boden gelegenen
Teilen, den Wurzeln und den positiven Kontrollen In der Figur, Bahnen C: AINAS1 und AtINAS2 ORF der vollen
Lange wurden amplifiziert; Bahnen 1: AtNAS1-spezifische Amplifikationsfragmente; Bahnen 2: AINAS2-spezi-
fische Amplifikationsfragmente; und Bahnen 3: AtNAS3-spezifische Amplifikationsfragmente.

[0079] Die Menge an sekretierter Muginsadure wurde auf bis zu 20 mg Muginsaure/g Wurzeln Trockenge-
wicht/Tag erhoht berichtet (Takagi, 1993). Die von den vorliegenden Erfindern nachgewiesene Roh-Nicotiana-
minsynthase-Aktivitat war ausreichend, um dies zu erfillen. Da die vorliegenden Enzymproteine in mehr als
einigen Typen vorhanden sind und ein 30-kDa-Peptid ohne Aktivitat vorliegt, kann gemutmaldt werden, dass
als Folge der Aggregation dieser Peptide die konstruierte Struktur, die zum Binden mit 3 Molekullen S-Adeno-
sylmethionin bevorzugt ist, eine maximale Aktivitat zeigt. Das mittels Gelfiltration bewertete Molekulargewicht
betrug 35.000 (Eig. 4).

[0080] Ein Anstieg der Aktivitat durch Reaggregation der Untereinheiten wurde bisher nicht beobachtet. Da
das Fusionsprotein mit Maltose-Bindungsprotein und Untereinheiten eine Aktivitat zeigte, verfolgen wir derzeit
den Gedanken, dass das vorliegende Enzym ein Monomer sein kénnte. Die Méglichkeit jedoch, dass eine gro-
Re Aktivitat durch Konstruieren eines Multimers entfaltet werden kann, ist nicht komplett von der Hand zu wei-
sen.

[0081] Der Reaktionsmechanismus bei der Synthese von Nicotianamin aus S-Adenosylmethionin kann ahn-
lich einer Methyltransfer-Reaktion unter Verwendung von S-Adenosylmethionin als einem Methyl-Donor und
einer Reaktion zur Synthese von Spermidin und Spermin aus decarboxyliertem S-Adenosylmethionin sein. Die
gemeinsame katalytische Domane dieser Enzyme wurde beziiglich der aquivalenten Aminosaure-Konfigurati-
on erortert, bei der ahnliche Positionen in Strukturen einer héheren Ordnung besetzt sind (Hashimoto et al.
1998 und Schluckebier et al. 1995).

[0082] In der Zukunft kdnnte die katalytische Domane als Ergebnis eines Vergleichs mit der Nicotianaminsyn-
thase von anderen Pflanzenarten oder der Rontgenkristallographie geklart werden.

[0083] Die Induktion der Nicotianaminsynthase-Aktivitat durch Fe-Defizienz stellt ein spezifisches Phanomen
bei Gramineen dar und ist fir die Massenproduktion der Muginsaure-Familie wesentlich. Bei Oryza sativa han-
delt es sich um eine Pflanze, in der die mengenmaRig geringste Sekretion der Muginsaure-Familie von den
wichtigeren Gramineen erfolgt, weshalb sie sehr wenig ausgepragt hinsichtlich der Fe-Defizienz in Kalkboden
ist.

[0084] Folglich kann als Ergebnis der Schaffung von Oryza sativa-Transformanden mit einer Toleranz gegen-
Uber einer Fe-Defizienz, indem das Nicotianaminsynthase-Gen der vorliegenden Erfindung in Gramineen, ins-
besondere Oryza sativa, eingefuhrt wird und diese bei Fe-Defizienz eine grof3e Menge davon exprimieren, die
Kultivierung von Reis in Kalkboden mdglich werden.
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[0085] Hiervor stellte man sich von Nicotianamin in Gramineen vor, dass es lediglich eine Rolle als ein Vor-
laufer fur die Synthese der Muginsaure-Familie spielt. Da jedoch die vorliegende Erfindung die Erkenntnis ge-
bracht hat, dass das Nicotianaminsynthase-Gen die multiple Genfamilie darstellte, kann es weitere wichtige
Rollen in Gramineen spielen.

[0086] Bei Pflanzen, denen die Sekretionsfahigkeit der Muginsaure-Familie fehlt, ausgenommen der Grami-
neen, wurde vorgeschlagen, dass Nicotianamin eine Schliisselrolle als ein endogener Chelator von zweiwer-
tigen Metallkationen wie Fe?*, Cu®*, Zn?*" und Mn?* spielt und dass es zur Homéostasie dieser Metalle beitragt
(Stephan et al. 1994). Folglich kénnte es dieselbe Rolle in Gramineen spielen.

[0087] Die Nicotianaminsynthase-Aktivitat wird in Dikotyledonen nicht induziert, weshalb wohl die Expression
des Gens der vorliegenden Erfindung durch Fe-Defizienz nicht induziert wird. Wir haben Nicotianaminsyntha-
se-Gene von Arabidogsis thaliana kloniert. Die Zusammensetzung der Promoter-Regionen in diesen Genen
kann den Mechanismus der Genexpression, wie durch Fe-Defizienz bewirkt, erleuchten, und das Gen der vor-
liegenden Erfindung kann eine wichtige Funktion nicht nur in Gramineen, sondern auch in Dikotyledonen spie-
len.

[0088] SEQ ID NR. 1 zeigt die Aminosauresequenz der Nicotianaminsynthase der vorliegenden Erfindung.

[0089] Die vorliegende Erfindung umfasst eine Nicotianaminsynthase mit derin SEQ ID NR. 1 gezeigten Ami-
nosauresequenz. Allerdings ist die vorliegende Erfindung nicht auf die obige Nicotianaminsynthase be-
schrankt. Die Nicotianaminsynthase der vorliegenden Erfindung enthalt, sofern sie nicht ihre Nicotianaminsyn-
thase-Aktivitat verliert, die Peptide, in denen ein Teil der Aminosauresequenz des Peptids, vorzugsweise 50%
oder weniger, bevorzugter 30% oder weniger, oder sogar noch bevorzugter 10% oder weniger in den gesamten
Aminosauren, deletiert ist oder durch andere Aminosauren substituiert ist, oder zu denen weitere Aminosauren
addiert sind oder in denen diese Deletion, Substitution und Addition kombiniert sein kann.

[0090] Die fir die Nicotianaminsynthase der vorliegenden Erfindung codierende Nukleotidsequenz ist in SEQ
ID NR. 2 gezeigt.

[0091] Die vorliegende Erfindung umfasst nicht nur ein fir Nicotianaminsynthase codierendes Gen, wie in
SEQ ID NR. 2 gezeigt, sondern auch die fiir Nicotianaminsynthase codierenden Gene, die im folgenden ge-
nannt werden.

[0092] Der Vektor der vorliegenden Erfindung zur Einfihrung des obigen Gens unterliegt keiner speziellen
Beschrankung, weshalb verschiedene Vektoren verwendet werden kénnen. Ein bevorzugter Vektor ist der Ex-
pressionsvektor.

[0093] Verschiedene Zellen kénnen in bequemer Weise unter Verwendung des rekombinanten Vektors der
vorliegenden Erfindung transformiert werden. Die Massenproduktion von Nicotianamid kann unter Verwen-
dung der derart erhaltenen Transformanden vorgenommen werden. Diese Merhoden sind einem Fachmann
des Gebiets wohlbekannt.

[0094] Beispiele fir die Wirte zur Einfiihrung des Gens der vorliegenden Erfindung sind Bakterien, Hefen und
Zellen. Ein bevorzugter Wirt sind Pflanzen, insbesondere Gramineen.

[0095] Die Methode zur Einflihrung des Gens unterliegt keiner Beschrankung. Diese kann unter Verwendung
eines Vektors erfolgen, oder das Gen kann direkt in das Genom eingefuhrt werden.

[0096] Ein Antikdrper der vorliegenden Erfindung gegen Nicotianaminsynthase kann in herkémmlicher Weise
unter Verwendung der Nicotianaminsynthase der vorliegenden Erfindung erzeugt werden. Der Antikdrper kann
ein polyklonaler Antikérper oder, wenn erforderlich, ein monoklonaler Antikorper sein.

[0097] Weiterhin kann eine selektive Zucht von Pflanzen, vorzugsweise Gramineen, unter Verwendung des
Gens der vorliegenden Erfindung vorgenommen werden. Insbesondere kann das Gen der vorliegenden Erfin-
dung zur Verbesserung der Varietaten, die selbst in Fe-defizientem Boden wachsen kdnnen, angewendet wer-
den.
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Beispiele

[0098] Die folgenden Beispiele sollen zur Veranschaulichung der vorliegenden Erfindung dienen, sind aber
nicht als Beschrankung der vorliegenden Erfindung gedacht.

Beispiel 1. (Praparierung des Pflanzenmaterials)

[0099] Gerstensamen (Hordeum vulgare L. cv Ehimehadakamugi Nr. 1) wurden auf feuchtem Filterpapier
auskeimen gelassen und in eine standardmaRige Wassernahrlésung (Mori und Nishizawa, 1987) in einem
Glashaus bei Umgebungstemperatur unter natiirlichem Licht tGbertragen. Der pH-Wert der Wassernahrlésung
wurde auf 5,5 mittels 0,5 N HCI taglich eingestellt. Als sich die dritten Blatter entwickelten, wurden die Pflanzen
in eine Wasserkulturlésung ohne Fe-Gehalt Gbertragen. Der pH-Wert wurde auf 7,0 durch 0,5 N NaOH taglich
gehalten. Die Kontrollpflanzen wurden ebenfalls in der standardmafigen Kulturldsung kontinuierlich kultiviert.
Die Kulturlésung wurde einmal pro Woche erneuert. Zwei Wochen nach Beginn der Fe-defizienten Behand-
lung, als sich eine schwere Eisenchlorose auf den 4. und 5. Blattern signifikant zeigte, wurden die Wurzeln ge-
erntet und in Flissig-N, eingefroren und bei —-80°C bis zur Verwendung gelagert.

Beispiel 2. (Assay der Nicotianaminsynthase-Aktivitat)

[0100] Es wurde die zuvor von den vorliegenden Erfindern berichtete modifizierte Assay-Methode (Higuchi et
al. 1996a) angewendet. Die Enzymlésungen wurden mit Reaktionspuffer [50 mM Tris 1 mM EDTA, 3 mM Dithi-
othreitol (im folgenden bezeichnet als DTT), 10 uM (p-Amidinophenyl)methansulfonylfluorid (im folgenden be-
zeichnet als p-APMSF) und 10 uM trans-Epoxysuccinylleucylamido-(4-guanidino)butan (im folgenden bezeich-
net als E-64), pH 8,7] aquilibriert. Der Pufferaustausch wurde unter Verwendung einer Ultrafiltrationseinheit,
Ultrafree C3LGC NMWL 10000 (Millipore Co.) vorgenommen. Mit"*C in der Carboxylgruppe markiertes S-Ade-
nosylmethionin (Amsersham Inc.) wurde der Enzymldsung bei einer Endkonzentration von 20 uM zugegeben
und dies bei 25°C fur 15 Minuten gehalten. Die Reaktionsprodukte wurden durch Diinnschichtchromatographie
auf Kieselgel LK6 (Whatman Inc.) unter Verwendung von Entwickler (Phenol : Butanol : Ameisensaure : Was-
ser=12:3:2: 3)aufgetrennt. Die Radioaktivitat der Reaktionsprodukte wurde mittels des Bildanalysegerates
BAAS-2000 (Fuji Film Co.) bestimmt. Der Proteingehalt wurde mittels der Bradford-Methode unter Verwen-
dung des Protein Assay Kit (Bio Rad Inc.) untersucht.

Beispiel 3 (Ausreinigung der Nicotianaminsynthase)

[0101] Die folgenden Vorgange wurden bei 4°C vorgenommen; E-64 wurde den Nicotianaminsynthase-ent-
haltenden Fraktionen bei einer Endkonzentration von 10 yM zugegeben.

[0102] Die gefrorenen Wurzeln wurden zu einem Feinpulver in Flissig-N, zerstolen und in einem Haus-
halts-Entsafter mit 200 ml Extraktionspuffer [0,2 M Tris, 10 mM EDTA, 5 (Vol/Vol) Glycerol, 10 mM DTT, 0,1
mM E-64, 0,1 mM p-APMSF und 5% (Gew/Vol) unlésliches Polyvinylpyrrolidon (PVP), pH 8,0] pro 100 g Wur-
zeln homogenisiert. Das Homogenat wurde 30 Minuten lang bei 22.500 x g zum Erhalt des Uberstands zentri-
fugiert. Ammoniumsulfat wurde dem Uberstand zu einer Endkonzentration von 0,4 M zugegeben und dies 1
Stunde lang stehengelassen. Das Gemisch wurde nochmals 30 Minuten lang bei 22.500 x g zum Erhalt des
Uberstands zentrifugiert.

[0103] Der Uberstand wurde auf eine TSK Gel* Butyl Toyopearl(eingetragenes Markenzeichen) 650M-Saule
aufgebracht (10 ml Bettvolumen pro 100 g Wurzeln), mit dem Adsorptionspuffer aquilibriert [20 mM Tris, 1 mM
EDTA, 3 mM DTT, 0,4 M (NH,),SO, und 0,1 mM p-APMSF, pH 8,0] und mit Elutionspuffer eluiert [10 mM Tris,
1 mM EDTA, 3 mM DTT, 0,1 mM p-APMSF, 5% Glycerol und 0,05% 3-[(3-Chloramidopropyl)dimethylammo-
nio]propansulfonsaure (im folgenden bezeichnet als CHAPS), pH 8,0].

[0104] KCIwurde der aktiven Fraktion zu einer Endkonzentration von 0,4 M zugegeben, und 1 M Kaliumphos-
phatpuffer (pH 8,0) wurde zu einer Endkonzentration von 1 mM KCI zugegeben. Ein Hydroxyapa-
tit-100-350-Mesh (Nacalai Tesque), aquilibriert mit dem Adsorptionspuffer (1 mM K-P, 10 mM KCI, 3 mM DTT
und 0,1 mM p-APMSF, pH 8,0) wurde zu 10 ml pro 100 mg Protein zubereitet und die die Nicotianaminsynthase
enthaltenden Fraktionen aufgebracht. Die Nicotianaminsynthase wurde ohne Adsorption durchgeleitet. Die
durchgeleitete Fraktion wurde auf eine TSK-Gel* Butyl Toyopearl(eingetragenes Markenzeichen) 650M-Saule
aufgebracht (1 ml Bettvolumen pro 10 mg Protein), und die Nicotianaminsynthase wurde in der oben beschrie-
benen Weise eluiert.
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[0105] Die aktive Fraktion wurde auf eine DEAE-Sepharose-FF-Saule aufgeladen (5 ml Bettvolumen pro 25
mg Protein, Pharmacia), mit dem Adsorptionspuffer aquilibriert (20 mM Tris, 1 mM EDTA, 3mM DTT, 0,1 mM
p-APMSF und 0,05% CHAPS, pH 8,0) und bei schrittweiser Gradientenelution einer Kaliumchloridkonzentra-
tion von 0,05 M, 0,1 M, 0,15 M und 0,2 M eluiert. Die Nicotianaminsynthase eluierte bei 0,15 M der KCI-Kon-
zentration.

[0106] Die aktive Fraktion wurde auf eine Ether Toyopearl* 650M-Saule aufgebracht (10 ml Bettvolumen pro
100 Wurzeln), mit Adsorptionspuffer aquilibriert 20 mM Tris, 1 mN EDTA, 3 mM DTT, 1,2 M (NH,),SO, und 0,1
mM p-APMSF, pH 8,0]. Die Nicotianaminsynthase wurde nicht adsorbiert und wanderte durch die Saule. Die
durchgewanderte Fraktion wurde auf eine TSK-Gel* Butyl Toyopearl* 650M-Saule aufgebracht und die die Ni-
cotianaminsynthase enthaltenden Fraktionen eluiert. Die Peptide in der die Nicotianaminsynthase enthalten-
den aktiven Fraktionen, welche mittels den obigen saulenchromatographischen Behandlungen gereinigt wor-
den war, wurden durch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (im folgenden bezeichnet als
SDS-PAGE) unter Verwendung von 11% Acrylamid-Flachgelen aufgetrennt. Nach der SDS-PAGE wurde das
Gel mit 0,3 M Kupferchlorid angefarbt (Dzandu et al. 1988) und die aufgetrennten Bande ausgeschnitten. Die
Gelfragmente wurden mit 0,25 M EDTA/0,25 M Tris (pH 9,0) entfarbt und mit dem Extraktionspuffer (1% SDS,
25 mM Tris und 192 mM Glycin) homogenisiert. Jedes Homogenat wurde mit SDS-freiem Puffer (25 mM Tris
und 192 mM Glycin) elektroeluiert und das Peptid riickgewonnen.

Beispiel 4. (Bestimmung der partiellen Aminosauresequenz)
[0107] Die isolierte Nicotianaminsynthase wurde mit Cyanogenbromid chemisch verdaut (Gross 1967).

[0108] Nach der SDS-PAGE-Behandlung wurde ein 10-faches Volumen an 70% (Vol/\Vol) Ameisensaure und
1% (Gew/Vol) Cyanogenbromid den die Nicotianaminsynthase enthaltenden Gelfragmenten hinzugefiigt und
dies bei 4°C Uber Nacht zersetzt. Nach Beendigung des Verdaus wurde der flissige Teil enthommen und in
vacuo getrocknet. Die getrocknete Substanz wurde in SDS-PAGE-Probenpuffer gelést und bei Raumtempera-
tur Gber Nacht stehengelassen, dann das verdaute Produkt mittels SDS-PAGE unter Verwendung von 16,5%
Acrylamidgel, das Tricin enthielt (Schagger und Jagow, 1987) aufgetrennt. Die Peptide wurden auf eine
PVDF-Membran mittels Elektroblotting (Towbin et al. 1979) Uibertragen und mit Amidoschwarz angefarbt. Die
gefarbten Bande wurden ausgeschnitten und die Aminosauresequenz von der N-terminalen Seite jedes Pep-
tids durch Edman-Abbau im Gasphasen-Sequenzierer (Modell 492A-Proteinsequenzierer, Applied Biosystems
Inc.) bestimmt.

Beispiel 5. (Klonierung der Nicotianaminsynthase-Gene)

[0109] Die PCR-Amplifikation wurde fir aus Fe-defizienten Gerstenwurzeln stammender cDNA unter Ver-
wendung von Primern vorgenommen, die auf der Basis der erhaltenen partiellen Aminosauresequenz synthe-
tisiert wurden. Eine aus der Poly(A)'RNA der Fedefizienten Gerstenwurzeln hergestellte pYH23-cDNA-Bank
wurde mit den derart erhaltenen DNA-Fragmenten des PCR-Produkts gescreent, welches mit [a-*2P]dATP un-
ter Verwendung des Random Primer Kit (Takara Shuzo Co.) als den Primern markiert war. Die isolierten cD-
NA-Klone wurden mittels des Cycle Sequencing Kits (Shimadzu Bunko Co.) unter Verwendung des Shimadzu
DNA-Sequenzierers DSQ-2000L sequenziert.

[0110] Die PCR-Amplifikation wurde fur die genomische DNA von Arabidopsis thaliana unter Verwendung
von Primern durchgefuhrt, die auf der Basis der Nukleotidsequenzen von AC003114 und AB005245 von Ara-
bidopsis thaliana synthetisiert wurden. Die derart erhaltenen DNA-Fragmente wurden mit dem Cycle Sequen-
cing Kit (Shimadzu Bunko Co.) unter Verwendung des Shimadzu DNA-Sequenzierers DSQ-1000L sequen-
Ziert.

[0111] Die bestimmte Nukleotidsequenz ist in SEQ ID NR. 2 gezeigt.
Beispiel 6. (Expression des NAS1-Proteins in E. coli)

[0112] Ein Fragment, in dem die EcoRI-Stelle flussaufwarts des ersten ATG der HYNAS1-cDNA eingefihrt
wurde und die Pstl- und BamHI-Stellen flussabwarts des Stoppcodons der HYNAS1-cDNA eingeflihrt wurden,
wurde mittels PCR amplifiziert. Das derart erhaltene amplifizierte Produkt wurde in das pBluescriptll SK- unter
Verwendung der EcoRI-Stelle und der BamHI-Stelle subkloniert und die korrekte Nukleotidsequenz bestatigt.
Das Fragment zwischen der EcoRI-Stelle und der Pstl-Stelle wurde in pMAL-c2 kloniert, um eine Expression
in Form des Fusionierens des HYNAS1 an den C-Terminus des Maltose-Bindungsproteins zu erreichen.
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[0113] Ein Fragment, in dem die EcoRI-Stelle flussaufwarts des ersten ATG des OsNAS1 eingeflihrt wurde
und die Hindlll-Stelle flussabwarts des Stoppcodons des OsNAS1 eingefuhrt wurde, wurde mittels PCR amp-
lifiziert. Das derart erhaltene amplifizierte Produkt wurde in das pBluescriptll SK- unter Verwendung der Eco-
RI-Stelle und der HindllI-Stelle subkloniert und die korrekte Nukleotidsequenz bestimmt. Das Fragment zwi-
schen der EcoRI-Stelle und der HindllI-Stelle wurde in pMAL-c2 kloniert, um die Expression in Form des Fusi-
onierens des OsNAS1 an den C-Terminus des Maltose-Bindungsproteins zu erreichen.

[0114] Ein Fragment, in dem die EcoRI-Stelle flussaufwarts des ersten ATG von AtNAS1, AtNAS2 und
AtNAS3 eingefiihrt wurde und die Xbal-Stelle flussabwarts des Stoppcodons von AtNAS1, AtNAS2 und
AtNASS eingefiihrt wurde, wurde mittels PCR amplifiziert. Die derart erhaltenen amplifizierten Produkte wur-
den in das pBLuescriptll SK- subkloniert, und die korrekten Nukleotidsequenzen wurden bestatigt. Das Frag-
ment zwischen der EcoRI-Stelle und der Xbal-Stelle wurde in pMAL-c2 kloniert, um die Expression in Form
des Fusionierens von AtNAS1, AtINAS2 und AtNAS3 jeweils an den C-Terminus der Maltose-Bindungsproteine
zu erreichen.

[0115] Der E. coli-Stamm XL1-Blue wurde als ein Wirt zum Exprimieren des Fusionsproteins verwendet.
pMAL-c2-HvNAS bzw. pMAL-c2 wurden in XL1-Blue eingeflihrt. Die derart erhaltenen rekombinanten Bakteri-
en wurden in LB-Medium, das Ampicillin und Tetracyclin zu jeweils 50 pug/ml enthielt, bei 37°C kultiviert, bis die
OD 600 der Kultur 0,5 erreicht hatte. Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) wurde zu einer Endkonzent-
ration von 0,3 mM hinzugefiigt und kontinuierlich bei 37°C fur 3 Stunden gezilchtet und die Bakterienzellen
abgesammelt. Die Zellen wurden in 10 mM Tris-Puffer suspendiert, der 0,2 M NaCl, 1 mM EDTA, 3 mM DTT
und 0,1 mM E-64, pH 7,4, enthielt, und mit Flissigstickstoff eingefroren. Dies wurde in Eiswasser angetaut,
und eine Ultrabeschallung fur 15 Sekunden wurde 10-mal wiederholt. Die Nicotianaminsynthase-Aktivitat des
derart erhaltenen Rohextrakts wurde gemaf der in Beispiel 2 beschriebenen Methode untersucht und die En-
zymaktivitat bestatigt.

Beispiel 7. (Northern-Hybridisation)

[0116] Die Northern-Hybridisation der Gersten-RNA wurde unter Verwendung des DNA-Fragments vorge-
nommen, welches durch Ausschneiden von HYNAS1-cDNA mit Hindlll und Notl prapariert und mit [a-**P]dATP
als einer Sonde markiert wurde. Die Gesamt-RNA wurde aus Gerste extrahiert (Naito et al. 1988). Die extra-
hierte RNA wurde mittels 1,4% Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und auf Hybond-N"-Membranen
(Amersham) aufgeblottet. Die Northern-Hybridisation der Reis-RNA wurde unter Verwendung von OsNAS1
ORF vorgenommen, die mit [a-*?P]dATP als einer Sonde markiert wurde. Die Gesamt-RNA wurde aus Reis
extrahiert. Die extrahierte RNA wurde mittels 1,4 Agarosegelelekirophorese aufgetrennt und auf Hy-
bond-N*-Membranen (Amersham) aufgeblottet. Die Membran wurde mit der Sonde in 0,5 M Church-Phosphat-
puffer (Church und Gilbert 1984), 1 mM EDTA, 7% (Gew/Vol) SDS mit 100 pg/ml Lachssperma-DNA bei 65°C
Uber Nacht hybridisiert. Die Membran wurde mit Puffer, der 40 mM Church-Phosphatpuffer und 1% (Gew/Vol)
SDS enthielt, bei 65°C fur 10 Minuten gewaschen. AnschlielRend wurde das Waschen nochmals wiederholt
und die Membran mit Puffer, der 0,2 x SSPE und 0,1% (Gew/Vol) SDS enthielt, bei 65°C fiur 10 Minuten gewa-
schen. Die Radioaktivitat wurde unter Verwendung des Bildanalysegerates BAS-2000 bestimmt.

[0117] Die Ergebnisse sind in Eig. 9 und Eig. 16 gezeigt.
Beispiel 8. (Southern-Hybridisation)

[0118] Die genomische DNA wurde aus den Blattern von Gerste und Reis extrahiert. Der Extrakt wurde mit
BamHI, EcoRI oder Hindlll verdaut, mit 0,8% (Gew/Vol) Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf Hy-
bond-N*-Membranen (Amersham) Ubertragen. Die Hybridisation wurde gemaf der in Beispiel 7 beschriebenen
Methode vorgenommen und die Radioaktivitat bestimmt. Das Ergebnis ist in Fig. 10 gezeigt.

Beispiel 9. (Herstellung des polyklonalen Antikérpers)

[0119] Zwei Ratten wurden unter Verwendung des Antigens immunisiert, das etwa 100 pg isolierte Nicotiana-
minsynthase enthielt. Das Antigen stellte dieselbe Probe dar, wie zur Bestimmung der partiellen Aminosaure-
sequenz verwendet. Komplettes Freund-Adjuvans wurde fiir die erste Immunisierung verwendet, und fur die
zweite Immunisierung wurde inkomplettes Freund-Adjuvans verwendet. Alle Bestandteile des Bluts wurden
gesammelt, nachdem die Ratten viermal immunisiert worden waren, und das erhaltene Serum wurde bei
—80°C konserviert.
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Beispiel 10. (Western-Blotting-Analyse)

[0120] Das Gesamtprotein wurde unter Verwendung von Trichloressigsaure und Aceton extrahiert (Damerval
et al. 1986). Die Pflanzen wurden in FlUssigstickstoff zerstolien, bis ein Pulver erhalten war, und mit Aceton
vermischt, das 0,1% (Vol/Vol) 2-Mercaptoethanol enthielt. Das Protein wurde ausgeféallt, indem es bei —20°C
fur 1 Stunde stehen durfte, und das Prazipitat wurde durch Zentrifugation bei 16.000 x g fur 30 Minuten abge-
sammelt. Das Prazipitat wurde in Aceton suspendiert, das 0,1% (Vol/Vol) 2-Mercaptoethanol enthielt, und bei
—20°C fur 1 Stunde stehengelassen, woraufhin das Prazipitat durch Zentrifugation bei 16.000 x g fur 30 Minu-
ten gesammelt wurde. Das Prazipitat wurde in vacuo getrocknet und in Probenpuffer [9,5 M Harnstoff, 2%
(Gew/Vol) Triton X-100 und 5% (Vol/Vol)-ME] gelést, dann bei 16.000 x g fiir 10 Minuten zum Erhalt des Uber-
stands zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE oder der denaturieren-
den zweidimensionalen Elektrophorese (O'Farrell 1975) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen.
Die Western-Blotting-Analyse wurde durch Aufbringen des primaren Antikdrpers, der Anti-Nicotianaminsnytha-
se-Antikdrper enthielt, wie in Beispiel 9 prapariert, und des sekundaren Antikdrpers, der Meerrettich-bindenden
Ziege-Anti-Maus-1gG-(H + L)-Antikérper (Wako Pure Chemicals Co.) enthielt, auf die Membran und Farben mit
Diaminobenzidin vorgenommen.

[0121] Das Ergebnis ist in Fig. 12 gezeigt. Die SDS-PAGE wurde unter Verwendung von 12,5 Acryla-
mid-Flachgel vorgenommen. 100 pg Protein wurden elektrophoretisch behandelt. Die Proteine aus 200 ug
Wurzeln und 500 pg Blattern wurden elektrophoretisch behandelt.

Beispiel 1. (RT-PCR)

[0122] Die Gesamt-RNA wurde aus Arabidogsis thaliana extrahiert. Die RT-PCR wurde mit 1 ug RNA als ei-
ner Template unter Verwendung des EZ rTth RNA PCR-Kits (Parkin Elmer Inc.) vorgenommen. Spezifische
Primer fir AINAS1, AtNAS2 bzw. AtNAS3 wurden verwendet.

[0123] Das Ergebnis ist in Fig. 18 gezeigt.
Industrielle Anwendbarkeit

[0124] Verschiedene Zellen werden gemaf’ der herkémmlichen Methode unter Verwendung der rekombinan-
ten Vektoren der vorliegenden Erfindung transformiert. Die Massenproduktion von Nicotianamin kann unter
Verwendung des erhaltenen Transformanden vorgenommen werden. Diese Methoden kénnen gemaR der ei-
nem Fachmann des Gebiets bekannten Methode durchgefiihrt werden.

[0125] Eine selektive Zichtung von Pflanzen, vorzugsweise Gramineen, kann ebenfalls unter Verwendung
der Gene der vorliegenden Erfindung durchgefiihrt werden. Insbesondere kénnen die Gene der vorliegenden
Erfindung zur Verbesserung der Varietaten, die auf Fe-defizientem Boden wachsen kdnnen, angewendet wer-
den.
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TTCGACAACT
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GAGAAGGCCA
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GTGCGGAGCG
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CGGGGTGGGT

17/68

GGAAGCTCGA GGCGCACTAC
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<4007 4

10

CTCCTGTGCC

70

GAGGTGGATG

130
TCGCTCAGCC

190

CCACCGAGTC

230

CTCATCCGCC

310
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370
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TGTCCTGAGG

80
CCCTGGTGGA

140
CATCCCCGGA
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CAGTGGACGT
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320

ACAAGCCGCT
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AGCTCGAGTA
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CGTTCATCGG
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90
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TGGCTGCCCA GAACAACCAG
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CCGCAATCGC
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AGCTGGTCAC
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CGCACTACTC
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CCTACTACAA
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TGCCTGGCGE

470
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CGCCACCTGC

550

GCCAGCAAGC

610
GACGTCGCGE

670
GTCGGCATGE

130

GACGGGGCGE

150

GTCGACCCCC

850
GACGACCTGG

910

CTTGGCAGCG

970
CCCCCGTGCA
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TTTGCCAACG

CCGACACCAT
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TCTTCCGCGC

620
ACCTCGCCGG

680
CCGCCGAGGA

740

CCCTCGTCGT

800

AGGACATCGE

860
TGAACTCCGT
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980
GGTTCGGCGA
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CCGAAGTGGC
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570
GGATCGCGAC
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CGAGCTCGCC
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CAAGGCGAAG
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8§10
CCGAGGCGGE

870
CATCATCGCA

930
CGGTGGACAG

990
GATGGTGGCG

1050
CTTTTGATCG

TATGACCTGT

580

GTGGGTGCCC

640

AAGTACGACG

700

GTGATCGCGC

760

CACGGAGCGC

810
TTCGAGGTGC

880
CAGAAGTCCA

540
TACGCGCGGE

1000

GACGTGACCC

1060

2005.12.29

GCGGTGCGGC CAACGATCGC

590

GCATGTCGTT

650
TTGTCTTCCT

710

ACCTCGGCGC

770

GCGGGTTCCT

830

TGGCCGTOTE

850
AGGACGTGCA

850

GCACGGTGCC

1010

AGAACCACAA

1070

600
CCACACGGCC

660
GGCCGCACTC

720
ACACATGGCA

780
GTACCCGATC

B4 (

CCATCCCGAC

900
TGCCGATGGA

960

TGTTGTCAGC

1020
GAGAGACGAG

1080

TTCGCTGCGA GGGTGTGCAT CCATGATCCA

21/68



1090
TCCATACCTC

1150
TGCTTCTATC

1210

TGTGTACAAC

1270

AGTGTGTCTT

1330

1100
GTTCTGTGAT

1160

CAATAATGTA

1220

TGAATTTTAA

1280

TTCCAATATA

ACCCAAAAAR AAAAAA

210> 5
<211> 335

(212> PRT

DE 699 20439 T2 2005.12.29

1110 1120

1130

1140

TGCATCAAGC TTGCAATCGT ATGCATTTCA AGTCACGTGT

1170 1180

CGTGTGGTGT TTACACGCGA
1230 1240
TTCACAAGTA CATATAATGG
1290 1300
TGTTTGTGTA AGGTTCATCA

1350

(213> Hordeum vulgare L.

{4002 5

Met Ala Ala

Lys lle Thr

Ser Pro Ser

Ala Cys Val

Glu Ala
Ala Glu

Phe Asp

Gin
Gly

Asn

Gln Asn

Gly Leu
Pro Asp

Pro Pro

Glo Met
Lys Leu

Pro Leu

Asn
His
Val
Ser
Arg
Glu

Asp

Asn Lys Asp Val Ala

Ala Ala lle Ala Lys

Asp Ala Leu Phe Thr

Pro Val Asp Val Thr

Glu Gly Leu Ile Arg

Ala His Tyr Ser Asp

His Leuv Gly lle Phe

22/68

1190

1200

ATGTCTTGTA GACCTTTGTA

1250

1260

TCACCATTGA AAAGATGTTT

1310

1320

TCTAATAAAA TATGTTTGGA

Ala
Leu
Glu
Lys
Leu
Met

Pro

Leu
Pro
Leu
Leuw
Cys
Leu

Tyr

Val
Ser
Val
Gly

Ser

Tyr



DE 699 20439 T2 2005.12.29

Asn Tyr Ile Asn Leu Ser Lys Leu Glu Tyr Glu Leu Leu Ala Arg
Tyr Val Arg Arg His Arg Pro Ala Arg Val Ala Phe Ile Gly Ser
Gly Pro Leu Pro Phe Ser Ser Phe Val Leu Ala Ala Arg His Leu
Pro Asp Thr Met Phe Asp Asn Tyr Asp Leu Cys Gly Ala Ala Asn
Asp Arg Ala Ser Lys Leu Phe Arg Ala Asp Thr Asp Val Gly Ala
Arg Met Ser Phe His Thr Ala Asp Val Ala Asp Leu Ala Ser Glu
Lew Ala Lys Tyr Asp Val Val Phe Leu Ala Ala Leu Val Gly Met
Ala Ala Glu Asp Lys Ala Lys Val Ile Ala His Leu Gly Ata His

Mel Ala Asp Gly Ala Ala Leu Val Val Arg Ser Ala His Gly Ala

Arg Gly Phe Leu Tvr Pro lle Val Asp Pro Gln Asp lle Gly Arg

Giv Glv Phe Glu Val Leu Ala Val Cys His Pro Asp Asp Asp Val
Val Asn Ser Val lle Ile Ala Glin Lys Ser Lys Glu val His Ala
Asp Glv Leu Gly Ser Ala Arg Gly Ala Gly Arg Gln Tvr Ala Arg
Giy Thr Val Pro Val Val Ser Pro Pro Cys Arg Phe Gly Glo Mel
Val Ala Asp Val! Thr Gln Asn His Lys Arg Asp Glu Phe Ala Asn

Ala Glu Val Ala Phe

<2100 6

<2112 1314

<212> DNA

<213> Hordeum vulgare L.

<400> 6
10 20 30 40 50 60

CTACTTCACT CACACTAGTG CCCAGAAAGA AGGCTGCAAT GGCTGCCCAG AACAACAACA

70 80 90 100 110 120

AGGATGTCGC TGCCCTGGTG GAGAAGATCA CCGGGCTCCA CGCCGCCATC GCCAAGCTGC

23/68

300

315

333



130
CGTCGCTCAG

190
TTCCCCCGAG

250
GCCTCATCCG

310

TCGCCGCCTT

370

TCAACCTCAG

430

CCCGCCTCGE

490

GCCACCTGCC

550

CCAGCAAGCT

610

ACGTCGCGGA

670

TCGGCATGGC

140

CCCATCCCCO

200
CCCCGTGGAC

260

CCTCTGCTCC

320
CGACAACCCE

380

CAAGCTGGAG

440

GTTCATCGGC

500

CGACACCATG

560

CTTCCGCGCE

620

CCTCGCCAGC

680
CGCCGAGGAC

DE 699 20 439 T2

150
GACGTCGACG

210

GTGACCAAGC

270

GAGGCCGAGG

330
CTGGATCACC

390

TACGAGCTCL

450

TCCGGCCCGL

510

TTTGACAACT

570

GACACGGACG

630

GAGCTCGCCA

690
AAGGCCAAGG

160
CGCTCTTCAC

220
TCGGCCCCGA

280
GGAAGCTGGA

340

TCGGCATCTT

400

TGGCACGCTA

460

TGCCGTTCAG

520

ACGACCTTTG

580
TGGGTGCCCE

640

AGTACGACGT

700
TGATCGCGCA

24/68

2005.12.29

170 180

CGAGCTGGTC ACGGCGTGCE
230 940
GGCGCAGGAG ATGCGGGAGG
290 300
GGCGCACTAC TCCGACATGC
350 360
CCCCTACTAC AGCAACTACA
410 490
C0TCCGECEE CATCGCLCGE
470 180
CTCCTTTGTC CTGRCCGCGE
530 54
CGGCGCGECC AACGATLGCE
590 600
CATGTCGTTC CACACGGCCS
650 650
CGTCTTCCTG 6CCGCGLTCO
710 720
CCTCGGCGCA CACATGGCAG



730
ACGGGGCGGC

790

TCGACCCCCA

850
ACGACGTGGT

910

TTGGCAGCGC

970

CCCCETGLAG

1030

TTGCCAACGC

1090

ATGTGGTAGG

1150

CTACTACCGC

1210

AGGGTTTACA

1270

740
CCTCGTCGTG

800

GGACATCGGC

860

GAACTCCGTC

920

GCGTGGTGCC

980
GTTCGGTGAG

1040

CGAAGTGGCC

1100

GTAATTTGCC

1160

TGCTTATGCA

1220

CGCAAATGTC

1280

DE 699 20439 T2 2005.12.29

750
CGCAGCGCAC

810

CGCGGCGGGT

870

ATCATCGCAC

930

GGTCGACAGT

990

ATGGTGGCGE

1050
TTTTGATCGA

1110

TACCTCGCTG

1170

TTTCAAGCCA

1230
TTTACACCTT

1290

760

770

780

ACGGAGCGCG CGGGTTCCTG TACCCGATTG

820
TCGAGGTGCT

8§80

AGAAGTCCAA

940

ACGCGCGCGE

1000

ATGTGACCCA

1060
TCGTCGCCAA

1120

CTTGATCGCT

1180

TGTGATGTTG

1240
GTACGTGTAA

1300

25/68

830
GGCCGTGTGC

890
GGAGGTGCAT

850

CACGGTGCLE

1070

GGGACAATAA

1130

TGCAATATGT

1190

GTATCCAATA

1250
GTGTTGACAA

1310

840
CACCCCGACG

900
GCCGATGGAC

960
GTTGTCAGCC

1020
AGAGACGAGT

1080
ATGAACGTGC

1140

GCACATTTTC

1200
AAGTATGTGT

1260
CGATGAATTT



CAGTTCACAA TTAATAAATA GTATAATGGA TTCAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAA

210> 7
211y 328

<212> PRT

913> Hordeum vulgare L.

<4007 7

Met

Pro
Pro
Asp
Arg
Met
Ala
Ala
Ala
Leu
Glu
Val

Gly

Asp Gly Gin

Gly

Leu
AsSD

Pro

je Mel

Colvs

Pro
AST
Gly
Leu

Thr

Ser
Thr
Gl
Asp
Tyr

Val

Ser

Leu
Leu
Leu
ATE
Pro
Val
Thr
Phe
Tyr
Asp
Gly
Pro

Leu

Gly

His
Yal

Ser

=S
|
a3

Glu
ASp
Ser
His
Phe
Phe
Arg
His
Asp
Lys
Ala
I'le
Ala
Ala

ATg

Ser

Ala

DE 699 20439 T2 2005.12.29

Gluo
Ala
Ala

Val

Gly 1

His
Leu
Leu
Pro
Ser
Asn
Phe
Ala
Val
Lys
Leuw
Asp
Cys
Lys

Gly

Glu
Ile

Leu

Val
Ala
Phe

Val

Asn

Tyr

Asp
Lys
Thr

Thr

Asp
Phe
Glu
Val
Leu
Leu
Asp
Ala
Ala
Ala
Arg
Asp
Asp
Asp

Ala

Ala Leu
Leuv Pro
Asp Leu
Lys Leu
Leu Cvs
Metl Leu
Pro Tyr
Lev Leu

Ala Phe

Cys Gly
Lys Asp
Asp Leu
Ala Leu
His Leu
His Gly
Ile Gly
Asp Asp
Val His

Arg Gly

26/68

Ala
I]e

Arg

Val
Thr

Val

Glu
Thr

Gln
Lev
Thr
Pro
Glu
Ala
Ser
Areg
Gly
His
Ala
Gly
Asp
Gly
Ala
Arg
Gly
Val
Tyr

Val

Lys Ile
Ser Pro
Ala Cys
Glu Ala
Ala Glu
Phe Asp
Asn Tyr
Tyr yal
Ser Gly
Lev Pro
Asn Asp
Ala Arg
Glu Leu
Mel Ala
His Met
Gly Phe
Gly Phe
Asn Ser
Gly Leu

Val Pro
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Val Val Ser Pro Pro Cys Arg Phe Gly Glu Met Yal Ala Asp Val 315
Thr Gln Lys Arg Glu Glu Phe Ala Asn Als Glu Val Ala Phe 329
210> 8

211> 1249

{212 DNA

<?213> Hordeum vulgare L.

400> 8

10 20 30 40 50 60

CCACTACCGA CTACCGTAGT ACCGTGCCTC AGAGCTCATC ACTGGTCAGG TACCAAGAAC

70 80 50 100 110 120

ACATAAAAAT GOACGGCCAG AGCGAGGAGG TCGACGCCCT TGTCCAGAAG ATCACCGGCC

130 140 150 160 170 80
TLCACGECGL CATCGCCAAG CTGCCCTCGC TCAGCCCGTC CCCGGACGTC GACGCGCTCT
180 200 210 220 230 240
TCACCGACCT GGTCACCGCG TGCGTGCCCC CGAGCCCCGT GGACGTGACC AAGCTCGCCC

250 260 270 280 290 300

CGCAGGCGCA GGCGATGCGG GAGGGCCTCA TCCGCCTCTG CTCCGAGGCC GAGGGCAAGC

310 320 330 340 350 360
TGGAGGCGCA CTACTCCGAC ATGCTCGCCG CCTTCGACAA CCCGCTCGAC CACCTCGGCR

370 380 . 390 400 410 420
TCTTCCCCTA CTACAGCAAC TACATCAACC TCAGCAAGCT TGAGTACGAG CTCCTCGCGC

27/68



430
GCTACGTGCC

4990
CGTTCAGCTC

550

ACCTGTGCGE

510

GCGCCCGCAT

670

ACGACGTCG

730

TCGCGCACCT

790
GTGGGTTCCT

850
TCGCCGTGTG

910

ACGACGTGCA

970

440

CGGCAGGCAT

500
CTACGTCCTC

560
CGCGGCCAAC

620

GTCGTTCCAC

680

CTTCCTGGCC

740

TGGCGCGCAC

800
CTACCCGATC

860
TCACCCCGAC

920
CGAGTATGGA

980

DE 699 20439 T2 2005.12.29

450

460

470

480

CGCCCGGLCCC GCGTCGCCTT CATCGGCTCC GGCCCGCTGC

510
GCCGCGCGCC

570
GACCGCGCGA

630
ACCGCCGACE

690
GCCCTCGTGE

750

ATGGCGGACG

810
GTCGATCCCC

870

GACGACGTGG

930
CTTGGCAGCG

990

920

ACCTGCCCGA

380

CCAGGCTGTT

640
TCGCGGACCT

700

CCATGGCCGC

760

GGGCGGCCCT

8§20
AGGACATCGG

880

TGAACTCCGT

940

GGCGTGGTGE

1000

28/68

530
CACCGTGTTC

590

CCGCGCGGAC

650
CACCGACGAG

710

CGAGGACAAG

770

CGTTGCGCGG

830
TCGAGGCGGG

8§90
CATCATCGCA

850
ACGGTACGCG

1010

040

GACAACTACG

600

AAGGACGTCG

660
CTCGCTACGT
720

GCCAAGGTGA

760

CACGGCGLGL

840
TTCGAGGTECC

900

CAAAAGAGCA

960

CGAGGCACGE

1020



TGGTGCCGGT

1030

AGAGAGAGGA

1080
CGTACGTGGT

1150

TTTCAAGTCG

1210

AAAAAAAAAA

210> 9

(211> 282

N

212> PRT

DE 699 20439 T2 2005.12.29

GGTCAGCCCA CCCTGCAGGT TCGGCGAGAT GGTGGCAGAC GTGACCCAGA

1040

GTTTGCCAAC

1100

AATTTTTCTA

1160

TGTGTTGTTT

1220

AAAAAAAAAA

1050

GCGGAAGTGG CCTTCTGATT

1110
CTACTCCTCC

F170

GTATCCAATA

1230

AAAAAAAAAA

¢213> Hordeum vulgare L.
<

400> 9

Met Glu Ala

Thr Gly Leu

Ser Pro Gln

Val Pro Ser

Gin Glu Met

Giy Leu Leu

Ser Pro Leu

Yal Asn Leu

Giu Asn

His
Val Asp
Ser Pro
Arg Gln

Glu Ala

Asp His

Ser Lys

Gly
Ala
Ala
Val
Asp
His
Leu

Leu

Glu Vval

Ser

Leu Phe

Asp Val

Leu lle

Tyr Ser
Gly Arg

Glu His

1060

1120
TCCTACCACC

1180

ATGTAAGTGA

1240

AARAAAARAA

Ala Ala Leu

Lys Leu Pro

Thr Glu Leu

Thr Lys Leu

Arg Leu Cys

Asp Met Leu

Phe Pro Tyr

Asp Leu Leu

29/68

1070 1080

GCTGCTGAAT CGCTTGTGAT

1130 1140

ACCTATCACC TATGTATGCA

1190 1200

GATGTTTACA CGCGCAAAAA

1250

AAAAAAAAA

Val Glu Lys Ile

Ata Leu Ser Pro

Val Ala Ala Cys

Gly Pro Glu Ala

Ser Ala Ala Glu

Thr Ala Leu Asp

Phe Asp Asn Tyr

Ala Giy His Val
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Ala Ala Pro Ala Arg Val Ala Phe Ile Gly Ser Gly Pro Leu Pro 135
Phe Ser Ser Leu Phe Leu Ala Thr Tyr His Leu Pro Asp Thr Arg 150
Phe Asp Asn Tyr Asp Arg Cys Ser Val Ala Asn Gly Arg Ala Mel 165
Lys Lew Val Gly Ala Ala Asp Glv Gly Val Arg Ser Arg Met Ala 180
Phe His Thr Ala Glu Val Thr Asp Leu Thr Ata Glu Leu Gly Ala 195
Tyr Asp Val Val Phe Leu Ala Ala Leu Val Gly Met Thr Ser Lys 210
Glu Lys Ala Asp Ala Ile Ala His Leu Gly Lys His Met Ala Asp 295
Gly Ala Val Leu Val Arg Glu Ala Leu His Gly Ala Arg Ala Phe 240
Leu Tyr Pro Val Val Gluv Leu Asp AsSp Val Gly Arg Gly Gly Phe 255
Gin Val Leu Ala Val His His Pro Ata Gly Asp Glu Val Phe Asn 270
Ser Phe llc Val Ala Arg Lys Val Lys Met Ser Ala 287
<2102 10

CT0n 1044

{212 DNA

¢313> Hordeum vulgare L.

<400 10

10 20 30 40 o0 60

L

GTGACATGGA GGCCGAAAAC GGCGAGGTGG CTGCTCTGET CGAGAAGATC ACCGGTCTCC

70 80 90 100 110 120

ACGCCGCCAT CTCCAAGCTC CCGGCACTAA GCCCGTCTCC TCAAGTCGAC GCGCTCTTCA

130 140 150 160 170 180
CCGAGCTGGT TGCGGCGTGC GTCCCATCAA GCCCGGTGGA CGTGACCAAG CTCGGCCCEE

190 200 210 220 230 940

AGGCGCAGGA GATGCGGCAG GACCTCATCC GTCTCTGCTC GGCCGCCGAG GGGCTGCTCG

30/68



250
AGGCGCACTA

310
TCCCTTACTT

370

ACGTGGCGGC

430
TCTTCCTTGC

490

TGGCGAATGE

550

TGGCGTTCCA

610

TCTTCCTGGC

6§70

TGGGGAAGCA

730
CGTTCCTGTA

790

260
CTCCGACATG

320

CGACAACTAC

380
cceeeeceeec

440

GACGTACCAC

500

CCGEGCGATE

560

CACGGCCGAA

620
CGCGCTCGTG

680

CATGGCAGAT

740

TCCTGTCGTG

800

DE 699 20439 T2 2005.12.29

270
CTCACCGCGT

330
GTCAACCTCA

390

GTGGCGTTCA

450

CTGCCGGACA

]

(en}

TGGTCG

A

o

570

GTCACGGACC

630
GGAATGACGT

690

GGGGCGGTGC

750
GAGCTGGACG

810

280
TGGACAGCCC

340
GCAAGCTCGA

400
TCGGGTCGGE

460

CCCGGTTCGA

520

GCGCGGLGGA

380

TCACGGCTGA

640

CCAAGGAGAA

700
TCGTGCGCGA

760

ATGTCGGGCE

820

31/68

290
GCTCGACCAC

350
GCACGATCTT

410

GCCACTGCCE

470

CAACTACGAC

n

530

CGAGGGCCTG

590

GCTCGGCGCT

650
GGCCGACGCC

710
AGCGCTGCAC

770
TGGTGGGTTC

8§30

300
CTCGGCCGCT

360
CTGGCAGGTC

420
TTCAGCTCGC

480
CGGTGCAGCG

b4 0

CGATCACGCA

600

TACGACGTGE

660
ATAGCGCACT

720
GGGGCGCEAG

780

CAAGTGCTGCE

840



CCGTGCACCA

850

AAATGAGTGC

910
ATTGATAATA

970

AGGTCTGGTT

1030

TAAAAARAAA

<2120 PRT
{2137 Horde
4000 11
Ala

Met Asp

Thr Gly Leu

Ser Pro
Val Pro

Gln Glu Mel

Gly Lys
Asn Pro
Asn

Pro Gly

Asp

Pro

Leu
Leu
Leu

Gly

CCCTGCAGGC

860

TTAAATTAAG

920

ACCAGATGAT

980

GTATCAAATA

1040

AAAAAAAAARA

um vulgare

Gln Asn

His Ala A

Val Asp A

Ser Pro

Arg Glu G

Glu Ala H

Asp His
Ser Lys

Ile Ala

Lys

Val

Leu
Leu

Arg

DE 699 20439 T2 2005.12.29

GATGAGGTGT TCAACTCATT CATAGTTGCC CGGAAGGTGA

870 880 890 800

AAAAGGGTGA GCCTGTCTGC TTGTGCAAAT GGTGTCTCAC

930 940 950 960

ACCCTGCACA TTGATGGGGG TACTGCAGTA TGTTTCAATG

990 1000 1010 1020

TGAGTATTTG GCTTAATAAT ATCAGCGAAT ATGTTTCGAT

1050

AAAA

Glu Val Asp Ala Leu Val Gin Lys Ile

la 1lle Lys Leu Pro Ser Leu Ser Pro

ja Leu Phe Asp Leu Val Thr Ala Cys

Asp Val Thr Lys Leu Gly Ser Glu

ly Lev Ile Arg Leu Cys Ser Glu Ala Glu

is Tyr Ser Asp Met Leu Ala Ala Phe Asp

Gly Met Phe Pro Tyr Tyr Ser Asn Tyr

Glu Tyr Glu Leu Leu Ala Arg Tyr Val

Pro Ala Val Ala Phe Gly Ser Gly

32/68
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Pro Leu Pro Phe Ser Ser Tyr Val Leu Ala Ala
Asp Ala Met Phe Asp Asn Tyr Asp Leu Cys Ser
Arg Ala Ser Lys Leu Phe Arg Ala Asp Lys Asp
Mel Ser Phe His Thr Ala Asp Val Ala Asp Leu
Ala Ala Tyr Asp Val Val Phe Lev Ala Ala Leu
Ala Glu Asp Lys Ala Lys Val Ile Pro His Leu
Ala Asp Gly Ala Ala Leu Val Val Arg Ser Ala
Phe Leu Tyr Pro llc Val Asp Pro Gin Asp lle
Phe Glu Val Leu Ala Val Cys His Pro Asp Asp
Ser Val Ile lle Ala His Lys Ser Lys Asp Val
Are Pro Asn Gly Arg Gly Gly Gin Tyr Arg Gly
Val Ser Pro Pro Cys Arg Phe Gly Glu Met Val

His Lvs Arg Glu Glu Phe Thr Asn Ala Glu Val

<2100 12

{201y 13582

10 20 30 40

CTCCACTTCG CTCCTGTGCC TCAGGTAGCC ACAACATACA

70 80 90 100

Arg His Leu Pro

Ala Ala
Val Gly
Thr Arg
Val Gly
Gly Ala
Gin Ala
Gly Arg
Asp Val
His Ala
Ala Val
Ala Asp

Ala Phe

Asn
Ala
Giu
Met
His
Arg
Gly
Val
Asn
Pro

Val

50

Asp
Arg
Leu
Ala
Mel

Gly
Gly
Asn
Glu
Val

Thr

60

GTATTAAAAT GGATGCCCAG

110

120

AACAAGGAGG TTGATGCCCT GGTCCAGAAG ATCACCGGCC TCCACGCCGC CATCGCCAAS

130 140 150 160

170

180

CTGCCGTCCC TCAGCCCATC ACCCGACGTC GACGCGCTCT TCACCGACCT GGTCACCGCS

33/68



190
TGCGTCCCCC

250
GAGGGCCTCA

310

ATGCTGGCCG

370

TACATCAACC

430

GCCCGGCTCE

490

GCCGCTCGCC

950

GACCGTGCGA

610

ACCGCCGACG

670

GCGCTCOTGE

730

200

CGAGCCCCGT

260
TCCGCCTCTE

320

CCTTCGACAA

380

TCAGCAAGCT

440

CTETCGCGTT

500

ACCTGCCCGA

560

GCAAGCTGTT

620

TAGCGGACCT

680

GCATGGCTGC

740

DE 699 20439 T2 2005.12.29

210
GGACGTGACC

210

CTCCGAGGCC

330
CCCGCTCGAC

390

GGAGTACGAG

450

CATCGGCTCC

510

CGCCATGTTC

570

CCGCGCGGAC

630
CACCCGCGAG

690

CGAGGACAAG

750

220
AAGCTCGGGT

280

GAGGGGAAGC

340

CACCTCGGCA

400

CTCCTGGCGE

460

GGCCCELTGC

220

GACAACTACG

980

AAGGACGTGG

640

CTCGCCGCET

700

GCCAAGGTGA

760

34/68

230
CGGAGGCGCA

290

TGGAGGCGCA

350
TGTTCCCCTA

410

GCTACGTGCC

470

CCTTCAGCTC

530

ACCTGTGTAG

550

GCGCCCGCAT

650
ACGACGTCGT

710

TTCCGCACCT

770

240
GGAGATGCGG

300
CTACTCCGAC

360
CTACAGCAAC

420

GGGCGGCATC

540

CCCGGLCAAC

600

GTCTTTCCAC

660

CTTCCTGGCC

720
CGGCGCGCAC

780



ATGGCGGACG

790
ATCGTCGATC

850
GACGATGACG

910
GAACGTCCCA

570

TGCAGGTTCG

1030

GAAGTGGCCT

1090

TCCATACGTG

1150

AAGTCATGTG

1210
CGAGGGTAGT

1270

ATTTTTGTTC

GGGCGGCCCT

8§00
CCCAGGACAT

860

TGGTGAACTC

920

ACGGGCGTGG

980

GTGAGATGGT

1040

1100
GCTGCCTGCT

1160

TTGTCAATGT

1220
GTGCCAAGTA

1280
ACAAATAGTA

DE 699 20439 T2 2005.12.29

CGTCGTGCGC

810
CGGTCGAGGC

8§70
CGTCATCATC

930

TGGACAGTAC

990

GGCGGACGTG

1050

GCGAGGGAAT

1o

TCATCGCTTO

1170

AAGTGTGATG

1230

ACAGTGTGTC

1290

TGATGTAATC

AGTGCGCAGG

820
GGGTTTGAGG

880

GCACACAAGT

940

CGGGGLGLGE

1000

ACCCACAAGA

1060

GAAAATGAAG

1120
CAATCGTACT

1180

TTTACACTAG

1240
ATTATAGGTG

1300
GGTGTCATAT

35/68

CACGTGGGTT CCTCTACCCG

830
TGCTGGCCGT

890
CCAAGGACGT

950
TACCGGTGGT

1010

GAGAGGAGTT

1070

GTGGACGTGT

F130

ACTACCTACC

1190

TCTATGAAAG

1250
TAAGTGTTGA

1310
TCGTATTGAG

840
GTGTCACCCC

900
GCATGCCAAT

960
CAGCCCGCCE

1020

CACCAACGCG

1080

GTGGTCAGCA

1140
TATGCAGTTC

1200
GCAGGGCAGA

1260

GAATAAGACC

1320
TACATTTGTC



1330
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1340

1350

AAGTTGGTTG CTAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA

<2107 13

<2115 329

<212 PRT

<213> Hordeunm vulgare L.

<4007 13

Mct
Thr
Ser
Val
Gln
Gly

Asn

Pro
Pro
Asp
Arg
Met
Ala
Ala
Ala
Phe
Phe

Ser

Ala
Lys
Pro
Asn
Gly
Leu
Thr
Ala
Ser
Thr
Glu
Asp

Leu

Val

Ala
Leu

Asp

Fro §

et
Lew
Leu
leu
Gly
Pro
Val
Thr
Phe
Tyr
Asp
Gly
Tyr
Val

Ile

Gln
His

Phe
Arg
His
Asp
Lys
Ala
Pro
Leu

Ile

Ser
Ala

Asp

Pro Vv

Glu

His

Lys

 Ala

Ser
Asp
Leu
Thr
Val
Gly
Ala

Ile

Ala

Asn
Phe
Ala
Val
Gln
Leu
Val
Val

Gin

Gly
Glu
Ala
Tyr
Tyr
Arg
Asp
Phe
Gly
Val
Asp
Cys

Lys

Val

s Ala

Val
Ala
Val
Leu
Asp
Arg
Pro
His

Ser

Asp
Lys
Thr
Thr
Arg
Asp
Phe
Glu
Val
Leu
Pro
Asp
Ala
Ala
Pro
Ser
Gln
Pro

Lys

1360

Ala Leu
Lev Pro
Asp Leu
Lys Leu
Lev Cvs
Mel Leu
Pro Tyr
Leu Leu
Ala Phe
Ala Ala
Val Arg
Lys Asp
Asp Leu
Ala Leu
His Leuw
Ala His
Asp Ile
Asp Asp

Asp Met
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Jle

Arg

Val
Thr
Val
Gly
Gly
Gly
Asp

Phe

Gln

Lvs

Ile

Leu Ser Pro

Thr Ala Cys

Pro Glu Ala

Glu Ala Glu

Ala Phe Asp

Ser
Arg
Gly
His
Ala
Cly
Asp
Gly
Ala
Ala
Arg
Val

Ala

Asn
Tyr
Ser
Leu
Asn
Ala
Glu
Met
His
Arg
Gly
Val

Asn

Tyr
}al
Gly
Pro
Asp
Arg

Leu

Met
Gly
Gly
Asn

Gly
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Pro Arg Asn Gly Cys Gly Gly Arg Tyr Ala Arg Gly Thr Val Pro 300

Val Val Ser Pro Pro Cys Arg Phe Gly Glu Met Val Ala Asp Val 315

Thr Gln Lys Arg Glu Glu Phe Ala Lys Ala Giu Val Ala Phe

<2100 14
211> 1371
{212> DNA

<{213> Hordeum vulgare L

400> 14

10
GGAGCGGNAC
60
AGCTCATCAC
I10
CAAGGAGGTC
160
TCGCCAAGCT
210
ACCGACCTGG
260
GCTCGCCCCE
310
CCGAGGCCGA
360
TTCGACAACC
410

TGGTCAGGTA
120
GACGCCCTTG
170
GCCCTCGCTC
220
TCACCGCGTG
2170
GAGGCGCAGG
320
GGGCAAGCTG
370

CGCTCGACCA

420

30
GGTGGGCACT
80
CCAAGAAGAC
130
TCCAGAAGAT
180
AGCCCGTCCC
230
CGTGCCCCCE
280
CGATGCGGGA
330
GAGGCGCACT
380
CCTCGGCGTC
430

40
ACCGTAGTAC
80
ATAAAAATGG
140
CACCGGCCTC
190
CGGACGTCGA
240
AGCCCCGTGG
290
GGGCCTCATC
340
ACTCCGACAT
390
TTCCCCTACT
440
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50
CGTGCCTCAG
100
ACGCCCAGAG
150
CACGCCGCCA
200
CGCECTCTTE
250
ACGTGACCAA
300
CGCCTCTELT
350
GCTCGCLGCC
400
ACAGCAACTA
450

329



CATCAACCTC
460
GCGGCATCGC
510
TTCAGCTCCT
560
CAACTACGTA
610
GCGCGGACAA
560
GCGGACCTCA
710
GCTCGTGGGC
760
GLGLGCACAT
810
CGTGGGTTCC
860
GTTCGAGGTG
910
TCATCATCGC
960
GGGTGTGGTE
1010
CTGCAGGTTC
1060

TTGCCAAGGC

1110

GCCGCTECTA

AGCAAGCTCG
470
CCCGGCCCGL
520
ACGTCCTCGC
570
CCTGTGCGCG
620
GGACGTCGGC
670
CCGACGAGCT
720
ATGGCCGCCG
770
GGCGGACGGE
820

" TCTACCCGAT

870
CTCGCCOTET
920
GCAGAAGTCT
970
GACGGTACGC
1020
GGCGAGATGE
1070
GGAAGTGGCC
1120
CCTTTCAATA

AGTACGAGCT
480
GTCGCCTTCA
530
CGCGCGCCAC
280
CGGCCAACGA
630
GCCCGCATGT
680
CGCTACGTAC
730
AGGACAAGGG
780
GCGGCCCTEG
§30
CGTCGATCCC
880
GTCACCCCGA
830
AAGGACATGT
980
GCGAGGCACG
1030
TGGCAGACGT
1080
TTCTGATTGC
1130

TCTTGCAATC

CCTCECGCGE
490
TCGGCTCCGE
540
CTGCCCGACA
590
CCCCOCGACC
640
CGTTCCACAC
690
GACGTCGTCT
740
CCAAGGTGAT
790
TCCOLAGCGE
840
CAAGACATTG
890
CGACGACGTE
940
TTGCCAATGG
990
GTGCCOGTGE
1040
GACCCAGAAG
1090
TGCGAGGTCA
1140
GTAGETGGCG

38/68
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TACGTGCCCE
500
CCCOCTCLCE
550
CCGTGTTCGA
600
AGGCTGTTCC
650
CGCCGACGTC
700
TCCTGGCLGE
750
CCGCACCTTG
800
GCACGGEECE
850
GTCGAGGGEG
500
GTGAACTCCE
950
ACCTCGCAAC
1000
TCAGCCCGCC
1050
AGAGAGGAGT
1100
CCATCCGTAT
1150

ATTTTCCTAC



DE 699 20439 T2 2005.12.29

1160 1170 1180 1190 1200

TCTTGTTACG ACCTTTCAAA TCATATGTTC TTTGTACCCA ATAATGTAAG
1210 1220 1230 1240 1250

TGTGTTGCTT ACACGCGCAT GTCTTGTACA CTCGGTCTCT AGAAGGCAGG
1260 1270 1280 1290 1300

GCAGATCAAG AGACTGTGCA AAGGAAAAGA AATGTGTGTT GTTGTAGGTG
1310 1320 1330 1340 1350

TATGAGTTGG GAGTAAGATG ATTCTAGTTC ACAAAAAAAA  AAAAAAAAAA
1360 1370 1380

AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA A

<2102 15

{211» 332

{212> PRT

<213> Oryza sativa L.

400> 15

Met Glu Ala Gin Asn Gin Glu Val Ala Ala Lev Val Glu Lys lle

Leu Ser Pro

Ala Gly Leu His Ala Ala lle Ser Lys Leu Pro Ser
Ser Ala Glu Val Asp Ala Leu Phe Thr Asp Leu Val Thr Ala Cys
val Pro Ala Ser Pro Val Asp Val Ala Lys Leu Gly Pro Glu Ala
Gin Ala Met Arg Gluv Glu Leu lle Arg Leu Cys Ser Ala Ala Glu
Gly His Leu Glu Ala His Tyr Ala Asp Met Leu Ala Ala Phe Asp
Asn Pro Leu Asp His Leu Ala Arg Phe Pro Tyr Tyr Gly Asm Tyr
Val Asn Leu Ser Lys Leu Glu Tyr Asp Leu Leu Val Arg Tyr Val
Pro Gly lle Ala Pro Thr Arg Val Ala Phe Val Gly Ser Gly Pro

Leu Pro Phe Ser Ser Leu Val Leu Ala Ala His His Leu Pro Asp
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Ala Val Phe Asp Asn Tyr Asp

Ala Arg Arg Leu Phe Arg Gly

Met Ala Phe His Thr Ala Asp

Gly Ala Tyr Asp Val Val Phe

Ala Glu Glu Lys Ala Gly Val

Ala Asp Gly Ala Ala Leu Val

Gly Phe Leu Tyr Pro lle Val

Gly Phe Asp Val Lev Ala Val

Asn Ser Val

|le Val Ala Arg

Ala Ala Ala Arg Arg Asp Glu

Leu Pro Val

Ser Alg Val

Ser Val#

{212 DNA

Vval Gly Pro Pro

Glu Lys Ala Glu

213> Orvza sativa L.

400> 16

10
CTCCATTTGG
60
TCAGCTCACT
110
AGAACCAAGA
160

20

Arg
Ala
Val
Leu
Ile
Val
Asp
Cys
Lys
Leu
Ser

Glu

Cys
Asp
Ala
Ala
Ala
Arg
Pro
His
Val
Ala
Thr
Phe

30

TTGTCATTTT CAACTATAAT

70

80

CGTGTTCCCA ACCGCGACAA

120

130

GGTCGCTGCC CTGGTCGAGA

170

180

Gly Ala
Glu Gly
Thr Leu
Ala Leu
His Leu
Thr Ala
Glu Asp
Pro Glu
Gly Ala
Asp Ser
Cys Cys

Ala Ala

Ala
Leu
Thr
Val
Gly
His
Val
Asp
Ala
Arg
Lys

Asn

40

CCACCACAAC

90

AGCTTCACAG

140

AGATCGCCGG
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190

Asn Glu Arg
Gly Ala Arg
Gly Glu Lewn
Gly Met Ala
Ala His Met
Gly Ala Arg
Arg Arg Gly
Glu Val lle
Ala Ala Ala
Gly Val Val
Val Glu Ala

Lys Gluv Leu

50

TCGTGCAACA

100
ATGGAGGCTC
150
CCTCCACGCC
200



GCCATCTCCA
210
CTTCACCGAC
260
CCAAGCTCGG
310
TGCTCCGCCE
360
CGCCTTCGAC
410
ACTACGTCAA
460
CCCGGCATTG
510
GTTCAGCTCC
560
ACAACTACGA
610
CGCGGCGLCE
660
CGTGGCGACC
710
CGGCGCTCGT
760
CTGGGCGCGC
810
CGGGGCGCGC
860
GTGGCGGGTT

AGCTGCCGTC
220
CTCGTCACGG
270
CCCGGAGGCE
320
CCGAGGGCCA
370
AACCCGCTCG
420
CCTGAGCAAG
4170
CCCCCACCCE
520
CTCGTGCTCG
570
CCGGTGCGEHL
620
ACGAGGGCCT
670
CTGACGGGGE
720
GGGCATGGCE
770
ACATGGCGGA
820
GGGTTCCTGT
870
CGACGTTCTG

GCTGAGCCCA
230
CGTELETCLC
280
CAGGCGATGC
330
CCTCGAGGCE
380
ACCACCTCGC
430
CTGGAGTACE
480
CETCECCTTE
530
CTGCGCACCA
580
GCGGCCAACG
530
C66CGLELEL
580
AGCTCGGCGC
730
GCCGAGGAGA
780
C66CGCGGLE
830
ACCCGATCGT
880
6CGGTGTGCC

TCCGCCGAGG
240
GGCGAGCCCC
290
GGGAGGAGCT
340
CACTACGCCG
390
CCGCTTCCCE
449
ACCTCCTCGT
490
GTCGGGTCGE
040
CCTGCCGGAC
590
AGCGGGCGAG
640
ATGGCGTTCC
690
GTACGACGTC
740
AGGCCGGGGT
790
CTCGTCGTGC
840
CGATCCCGAG
890
ACCCGGAGGA
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TGGACGCGLT
250
GTCGACGTGE
300
CATCCGCCTC
350
ACATGCTCGC
400
TACTACGGCA
450
CCGCTACGTC
500
6CCCOETOCC
550
GCCGTETTCE
500
GAGGCTGTTC
650
ACACCGCCGA
700
GTCTTCCTGE
750
GATCGCGCAC
800
GGACGGCGCA
850
GACGTCAGGC
300
CGAGGTGATC



910
AACTCCGTCA
960
GGCGCGCAGA
1010
TCGGGCCGCC
1060
GCAGAAGAGT
1110
TCGAAAGGCG
1160
TGCATTTGCG
1210
ACGTGTTCTT
1260
ARGTGTTCAC
1310
AGCCAGTGTA
1360

TATAAGAAAA

<2100 17
211> 320
212> PRT

(213> Arabidopsis

<400> 17

920 930
TCGTCGCCCG  CAAGGTCGGT
970 980
GACGAGCTCG CGGACTCGCG
1020 1030
GTCCACGTGC TGCAAGGTGG
1070 1080
TTGCCGCCAA  CAAGGAGCTG
1120 1130
CACTATATTA TGGCAATAAA
1170 1180
AAGCTAAGGT ATACTATGCA
1220 1230
TGGGACGTAC AGTTGTGTTE
1270 1280
AGTAGATCAC AAGTTCACAG
1320 1330
AACGAGGAAC ATGCCATCTG
1370
ACATTTTGTGC AC
thaliana

940
GCCGCCGLCE
980
CGGCGTGGTT
1040
AGGCGAGCGC
1090
TCCGTCTAAC
1140
TCATTTGATT
1190
AGCCATATGT
1240
TTGTACGTCG
1290
CAATCAATGA
1340
TGTATGACAG
1380
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950
CCGCCGCCGC
1000
CTGCCGGTGG
1050
GGTTGAGAAG
1100
AGCCGGACGA
1150
ATACTTATGC
1200
TTGTGTTCGT
1250
TGAAGTACTG

GGACCCTGTA
1350

TGAGAAATTA

Me! Ala Cys Gin Asn Asn Leuv Val Val Lys Gin lle lle Asp Leu

42/68
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Tyr Asp Gin Ile Ser Lys Leu Lys
Val Asp Thr Leu Phe Gly Gin Leu
Asp Thr Asn Ile Asp Val Thr Asn
Met Arg Ala Asn Leu Ile Lys Leu
Leu Glu Gln His Phe Ser Thr lle
Gin Asn Pro Leu Asp His Leu His
Tyr Lev Lys Leu Gly Lys Leu Glu
Ser Ser His Val Pro Thr Lys lle
Met Pro Leu Thr Ser lie Val Leuv
Thr Thr Phe His Asn Phe Asp lle
Ala Ser Asn Leu Val Ser Arg Asp
Ile Phe His Thr Thr Asp Val Leu
Gin Tyr Asp Val Val Phe Leu Ala
Glu Ser Lys Val Lys Ala lle Glu
Pro Gly Ala Val Leu Met Leu Arg
Phe Leu Tyr Pro lic Val Asp Ser
Lev Lev Tnr Ile Tyr His Pro Thr
val Ile Ala Arg Lys Leu Gly Gly
Gly Thr Arg Gly Cys Me! Phe Met
His Ala lle Met Asn Asn Arg Gly

Phe Ser Thr Ile Glu

210> 18

211> 963

212> DNA

{213> Arabidopsis thaliana

<400> 18

ATGGCTTGCC AAAACAATCT CGTTGTGAAG CAAATCATCG ACTTGTACGA CCAAATCTCA

Ser
Val
Met
Cys
Leu
Ile
Phe
Ala
Ala
Asp
Pro
Asn
Ala
His
Arg
Ser
Asp
Pro
Pro

Lys

Leu
Ser
Cys
Gly
Gly
Phe
Asp
Phe
Lys
Ser
Asp
Ala

Leu

Ala
AsSD
Asp
Thr
Cys

Lys

Lys
Thr
Glu
Glu
Ser
Pro
Leu
Val
Phe
His
Leu
Thr

Val

His A

Ley
Val
Thr
Asn

Asn
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Pro
Cys
Glu
Ala
Leu
Tyr
Leu
Gly
His
Ala
Ser
Glu
Gly

Lys

Lys
Val
Pro
Cys

Met

Ser
Leu
Val
Glu
Gln
Tyr
Ser
Ser
Lev
Asn
Lys

Ala

AsSn
Gly

Ser

Lys Asn
Pro Thr
Lys Asp
Giy Tyr
Glu Asp
Ser Asn
Gln His
Gly Pro
Pro Asnm
Thr Leu
Arg Mel
Leu Asp
Asp Lys
Mel Ala

Arg Ala

; Phe Glin

Ser Val
Val ‘Asn
Lvs Ile

Glo Glu

180
185

60



AAGCTCAAGA
ACGTGCTTAC
ATGAGAGCTA
TCCACAATTT
CCTTACTACT
TCAAGCCATG
ATCGTATTGC
CACGCAAACA
ATCTTCCACA
TTCTTAGCGG
GAGAAACACA
TTCTTATATC
CATCCAACCG

ACGCCCGGGE

[4

CACGCGATCA
TAA

<2102 19
211> 320
<212 PRT
<213

<400> 19

Met Ala Cys

Tyr

Val

Asp Thr Asn

Asp

Tyr

Arabidopsis

Asn Gln

Asp Thr

Met Arg

Lev Glu

GCTTAAAACC
CCACGGATAC
ATCTCATCAA
TGGGATCTTT
CCAACTACCT
TCCCCACCAA
CCAAGTTTCA
CACTCGCTTC
CAACGGACGT
CGCTTGTAGG
TGGCTCCTGEG
CAATCGTTGA
ATGACGTGGT
TTAATGGTAC

TGAACAACCG

Gln Asn

[le Ser

Leu Phe
Asp
Ser His

Gln His

Asn
Asn
Arg
Val
Leu

Phe
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TTCCAAAAAT
AAACATCGAT
GCTTTGTGGT
ACAAGAAGAC
CAAGCTAGGC
GATTGCCTTC
CCTCCCCAAC
AAACCTCGTC
ACTAAACGCA
GATGGACAAA
AGCTGTTCTT
CTCGTCTGAT
TAACTCGGTT
TCGTGGATGC

TGOTAAGAAG

thaliana

Leu Yal

Leu Glu
Gin Leu

Thr Gluo

Ile Lys

Ser Ala

GTCGACACTT
GTCACAAATA
GAAGCCGAAG
CAAAACCCAC
AAGCTCGAGT
GTGGGTTCGG
ACGACGTTCC
TCTCGCGACC
ACCGAAGCCC
GAGTCAAAGG
ATGCTAAGGA
CTCAAAGGCT
GTGATCGCAC
ATGTTTATGC

AATATGATCG

Val Lys Gin

Ser Leu Lys

Val Ser Thr

Ile His Asp

Leu Cys Gly

[le Leu Gly
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TGTTCGGACA
TGTGTGAAGA
GTTATTTGGA
TTGACCATTT
TCGATCTCCT
GTCCGATGCC
ACAACTTTGA
CGGACCTCTC
TTGACCAATA
TCAAAGCCAT
GGGCTCATGC
TTCAACTCTT
GTAAGCTCGG
CTTGTAACTG

AGGAGTTTAG

Met Asp

Ser Lys

Leu Pro

Lvs Val

Ata Glu

Phe Glu

ACTCGTGTCC
AGTCAAAGAC
GCAACACTTC
ACACATCTTT
GAGCCAACAC
TCTCACATCC
CATCGACTCA
AAAACGCATG
TGACGTCGTT
CGAGCACTTG
TCTCAGAGCT
GACCATCTAT
TGGTCCGACC
CTCCAAGATT

TACCATCGAG

Leu
Asn
Thr
Lys
Gly

ASp

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840.
500

460



Asn Pro Leu
Leu Lys Leu
Thr His Val
Pro Leu Thr
Thr Phe His
Ser Asn Leu
Phe His Thr
Tyr Asp Val
Ser Lys Val
Gly Ala Val
Leu Tyr Pro
Leu Thr lle
lle Ala Arg

lle Gly Arg

Phe Ser Ala

{210> 20

(211> 963
<212> DNA
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Asn His Leu His
Gly Lys Leu Glu
Pro Thr Lys Val
Ser Ile Val Leu
Asn Phe Asp Ile
Val Ser Arg Asp
Thr Asp Val Leu
Val Phe Leu Ala
Lys Ala Ile Glu
Val Mel Leu Arg
Ile Yal Asp Ser
Tyr His Pro Ser
Lvs Leu Gly Gly
Cys Val YVal Mel
Asn Asn Arg Gl

Iie Glu

{9213> Arabidopsis thaliana

(400> 20

ATGGCTTGCC
AACCTCGAGA
ACGTGCTTAC

lle
Phe
Ala
Ala
Asp
Ser
Asn
Ala
His
Ser
Cys
Asp

Ser

Pro C

Me i

Phe
Asp
Phe

Lys

Ser

Asp
Ala
Leu
Leu
Ala
Asp
Asp

Asn

Glu

Pro Tyr
Leu Leu
Ile Gly
Phe His
His Ala
Lev Ser
Lys Glu
Val Gly
Glu Lys
His Gly
Leu Lys
Val Val
Gly Ala
Asn Cvys

lys Asn

AAAACAATCT CGTTGTGAAG CAAATCATGG

GCTTAAAACC ATCCAAGAAT GTCGACACTT

CAACGGACAC GAACATCGAT GTCACAGAGA

GACATGAGAT CTCATCTCAT CAAGCTTTGT GGTGAAGCCG

TTTTCAGCAA

TCTTAGGCTC TTTTGAAGAC AACCCTCTAA
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Tyr Asn Asn Tyr
Ser Gin His Thr
Ser Gly Pro Met
Leu Pro Asn Thr
Asn Thr Leu Ala
Lys Arg Metl Ile
Gly Leu Asp Gin
Met Asp Lys Glu
His Me! Ala Pro
Leu Arg Ala Phe
Gly Phe Glu Val
Asn Ser Val Val
Arg Gly Ser Gln
Ser Lys Val His

Leu lle Glu Glu

ACTTATACAA CCAAATCTCA
TGTTCAGACA ACTTGTGTCC
TACACGATGA AAAAGTCAAA
AAGGTTATTT AGAGCAACAC
ACCATTTACA CATCTTCCCC



TATTACAACA
ACCCATGTCC
GTCTTGGCCA
GCCAACACAC
TTCCACACAA
TTGGCAGCTC
AAGCATATGG
TTGCTATCCAA
CCGTCTGACG
GCTCGAGGCA
GCGATCTTGA

TAA

21
S L0

> PRT
Arabi

21

Met Giy Cys

Tyr Glu Lys

Val Asn lle

Asn Pro Asn

Arg Leu

Leu Glu Asn

Pro Leu His

Lys Leu Gly

Gly Phe Val

Pro Leuw Thr
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ACTATCTCAA ACTAGGCAAA
CGACCAAAGT CGCCTTTATT
AGTTCCACCT CCCCAACACA
TCGCTTCAAA CCTCGTTTCT
CTGATGTATT AAACGCTAAG

TTGTTGGGAT
CCCCTGGAGC
TCGTTGACTC
ACGTGGTTAA
GCCAGATCGE
ACAATCGTGG

dopsis

Asp
Ser
Phe
Asp
Asn Leu |
His Phe
His Leu
Lys Leu
Pro Lys

Ser lle

Glu
Lys
Lys

Val

Ser
Asn
Glu
Ser

Val

GGATAAAGAG
TGTGGTGATG
TTGTGATCTT
TTCGGTGGTC
ACGGTGTGTG

TATGGAGAAG

thaliang

Gin Leu

Len Glu

Leu

Thr Lys

le Lys

Ser lle

Ile Phe

Phe Asp
Yal Ala

Leu Ala

CTCGAATTCG
GGTTCCGGTC
ACGTTCCACA
CGTGATTCTG
GAGGGGTTAG
TCAAAGGTCA
CTAAGAAGTG
AAAGGGTTTG
ATCGCACGTA
GTTATGCCTT
AATTTGATCG

Val Gin Thr

Ser Leu Lys

Val Ser Thr

Met Cys Asp

Cys Gly Leu

Thr Ser

Leu

Pro Tyr Tyr

Leu Lev Glu

Phe Ile Gly

Ser Phe His
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ATCTCCTTTC
CGATGCCACT
ACTTCGACAT
ACCTTTCCAA
ACCAATACGA
AAGCTATTGA
CTCATGGTCT
AGGTGTTAAC
AGCTTGGTGG
GTAATTGCTC
AGGAGTTTAG

Cys Asp

Pro Ser

Cys Pro

Arg Val Gln

Glu Gly

Tyr Gln Asp

Asn Asn Tyr

Asn Leu

Ser Gly Pro

Leu Lys Asp

TCAGCACACA
TACTTCCATC
CGACTCACAC
ACGCATGATT
TGTTGTTTTC
GCATTTAGAG
TAGAGCTTTC
CATTTATCAT
TTCAAATGGA
TAAGGTCCAC
TGCCATCGAG

Leu
Asp
Pro
Glu
His
Asn
Leu
Asn
Leu

Thr

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

963



Ile Phe His

Ser Leu Leu

Phe His Thr

Phe Asp Val

Glu Lys Val

Gly Ala Val

Leu Tyr Pro

Leu Ser Ile

Ile Ser Lys

Pro Asn Ser

Ala Lys Mel

Glu

Arabi

22

ATGGGTTGCC
AAGCTTGAGA
ACATGCATAC
ATTCGACTTA
TCTTCGATCT
TACAACAACT
GGCTTTGTCC
GTTCTTGCTT
GCGAACTCAC
TTCCACACCG

Gln

Asn Phe

Val Ser
Yal Asp
Val Phe
Lys Val
Leu Met
Ile Val
Tvr His
Lys His
Cvs Leu
Asn Lys

Leu Ser

gopsis

AAGACGAACA
GTCTAAAACC
CACCAAACCC
ATCTCATCAA
TGACCTCTTA
ATTTGAAACT
CAAAGAGTGT
CATTCCATCT
TCGCTTCTCT
TTGATATAAT

Asp
Ser
Ile
Leu
Ile
Leu
Glu
Pro
Pro
Leu

Asn
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Ile

Asp Pro

Met! Asp

Ala Ala

Glu His

Arg Ser

Pro Cys

Thr Asp

Val Val
Lys Pro

Met Mel

{fhaliana

ATTGGTGCAA
ATCCGAAGAT
TAACATCGAT
GATTTGTGGT
CCAAGACAAC
CGGAAAGCTC
GGCTTTCATT
CAAAGACACA
TCTGGTTTCC
GGACGTGACA

Asp Pro
Asp
Val
Leu
Leu
Ala
Asp
Asp
Ser
Cys

Ile

Ser Ala
Ile Ser
Thr Glu
Val Gly
Gin Lys
His Gly
Leu Gln
Val lle
Gly
Asn Cys

Glu Glu

ACAATATGCG
GTCAACATTC
GTCACCAAGA
CTAGCCGAAG
CCACTTCATC
GAGTTCGACC
GGATCTGGTC
ATCTTTCACA
TCTGATCCAG
GAGAGCTTAA

47/68

Asn Ser
Gln Arg
Ser Leu
Mel Asn
His Met
Pro Arg
Gly Phe

Asn Ser Val

Asn Val

Ser Lys Thr

Phe Gly Ala

ATCTCTACGA
TCTTCAAGCA
TGTGTGACAG
GTCACTTAGA
ATTTAAACAT
TCCTCGAACA
CTCTTCCTCT
ACTTTGACAT
ACATCTCTCA
AGAGCTTTGA

Leu
Met
Lys
Lys
Ala
Ala
Glu

Gly

Ala
Phe
Ser
Glu
Pro
Phe
Val
Val
Gly
His

Arg

AAAGATCTCA
GCTCGTTTCC
AGTCCAAGAG
AAACCATTTC
TTTCCCTTAT
AAACCTAAAT
CACTTCCATC
CGACCCATCA
ACGCATGTTC
TGTCGTGTTT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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CTAGCTGCTC TTGTTGGAAT GAACAAAGAG GAGAAAGTTA AAGTGATCGA GCATCTGCAG 660

AAACACATGG CTCCTGGTGC TGTGCTCATG CTTAGGAGTG CTCATGGTCC GAGAGCGTTT 720
CTTTATCCGA TCGTTGAGCC GTGTGATCTT CAGGGGTTCG AGGTTTTGTC TATTTATCAC 780
CCAACAGATG ATGTTATCAA CTCCGTGGTG ATCTCTAAAA AGCATCCAGT TGTTTCAATT 840
GGGAATGTTG GTGGTCCTAA TTCATGCTTG CTCAAGCCTT GCAACTGTTC CAAGACCCAC 500

GCGAAAATGA ACAAGAACAT GATGATCGAG GAGTTCGGAG CTAGGGAGGA ACAGTTGTCT 960
TAA 963
Patentanspriiche
1. Isoliertes Enzym, das eine Nicotianaminsynthase-Aktivitat zeigt, umfassend eine Aminosauresequenz,
gewabhlt aus:
(a) SEQ ID NR.1, oder
(b) eine Sequenz, die homolog zu SEQ ID NR.1 ist.
2. Enzym nach Anspruch 1, wobei das Enzym von Gerste stammt.
3. Enzym nach Anspruch 2, wobei das Enzym die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 1 aufweist.
4. Enzym nach Anspruch 2, wobei das Enzym die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 3 aufweist.
5. Enzym nach Anspruch 2, wobei das Enzym die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 5 aufweist.
6. Enzym nach Anspruch 2, wobei das Enzym die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 7 aufweist.
7. Enzym nach Anspruch 2, wobei das Enzym die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 9 aufweist.
8. Enzym nach Anspruch 2, wobei das Enzym die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 11 aufweist.
9. Enzym nach Anspruch 2, wobei das Enzym die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 13 aufweist.
10. Enzym nach Anspruch 1, wobei das Enzym von Oryza sativa-Reis stammt.
11. Enzym nach Anspruch 10, wobei das Enzym die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 15 aufweist.
12. Enzym nach Anspruch 1, wobei das Enzym von Arabidopsis (Ackerschmalwand) stammt.
13. Enzym nach Anspruch 12, wobei das Enzym die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 17 aufweist.
14. Enzym nach Anspruch 12, wobei das Enyzm die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 19 aufweist.
15. Enzym nach Anspruch 12, wobei das Enyzm die Aminosauresequenz von SEQ ID NR. 21 aufweist.
16. Gen, das flir die Aminosauresequenz des Enzyms nach einem der Anspriiche 1 bis 15 kodiert.
17. Nukleinsaure, die fur ein Enzym kodiert, welches eine Nicotianaminsynthase-Aktivitat zeigt, wobei die
Nukleinsaure eine Sequenz umfasst, gewahlt aus:
(A) SEQID NR. 2
(B) Sequenz, die homolog zu SEQ ID NR. 2 ist.

18. Nukleinsaure nach Anspruch 17, wobei die Nukleinsaure von Gerste stammt.

19. Nukleinsaure nach Anspruch 18, wobei die Nukleinsaure die Basensequenz von SEQ ID NR. 2 auf-
weist.
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Nukleinsdure nach Anspruch 18, wobei die Nukleinsaure die Basensequenz von SEQ ID NR. 4 auf-

Nukleinsdure nach Anspruch 18, wobei die Nukleinsaure die Basensequenz von SEQ ID NR. 6 auf-

Nukleinsaure nach Anspruch 18, wobei die Nukleinsaure die Basensequenz von SEQ ID NR. 8 auf-

Nukleinsaure nach Anspruch 18, wobei die Nukleinsaure die Basensequenz von SEQ ID NR. 10 auf-

Nukleinsaure nach Anspruch 18, wobei die Nukleinsadure die Basensequenz von SEQ ID NR. 12 auf-

Nukleinsaure nach Anspruch 18, wobei die Nukleinsaure die Basensequenz von SEQ ID NR. 14 auf-

Nukleinsdure nach Anspruch 17, wobei die Nukleinsaure von Oryza sativa-Reis stammt.

Nukleinsaure nach Anspruch 26, wobei die Nukleinsadure die Basensequenz von SEQ ID NR. 16 auf-

Nukleinsdure nach Anspruch 17, wobei die Nukleinsaure von Arabidopsis stammt.

Nukleinsdure nach Anspruch 28, wobei die Nukleinsaure die Basensequenz von SEQ ID NR. 18 auf-

Nukleinsaure nach Anspruch 28, wobei die Nukleinsaure die Basensequenz von SEQ ID NR. 20 auf-

Nukleinsaure nach Anspruch 28, wobei die Nukleinsadure die Basensequenz von SEQ ID NR. 22 auf-

Nukleinsdure nach Anspriichen 17 bis 31, wobei die Nukleinsdure DNA ist.

Vektor, welcher eine Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 17 bis 32 umfasst.

Vektor nach Anspruch 33, wobei der Vektor ein Expressionsvektor ist.

Nicht-humaner Transformand, transformiert durch den Vektor nach Anspruch 33 oder 34.

Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz

Q ID NR. 2 ist.

Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz

von SEQ ID NR. 4 ist.

38.

Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz

von SEQ ID NR. 6 ist.

39.

Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz

von SEQ ID NR. 8 ist.

40.

Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz

von SEQ ID NR. 10 ist.

41.

Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz

von SEQ ID NR. 12 ist.
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42. Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz
von SEQ ID NR. 14 ist.

43. Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz
von SEQ ID NR. 16 ist.

44. Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz
von SEQ ID NR. 18 ist.

45. Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz
von SEQ ID NR. 20 ist.

46. Transformand nach Anspruch 35, welcher ein Fremdgen umfasst, das ein Gen mit der Basensequenz
von SEQ ID NR. 22 ist.

47. Transformand nach einem der Anspriiche 35 bis 46, wobei der Wirt eine Bakterie ist.

48. Verfahren zur Herstellung von Nicotianamin, welches die Verwendung des Transformanden nach ei-
nem der Anspriiche 35 bis 47 umfasst.

49. Antikorper gegen ein Enzym nach einem der Anspriiche 1 bis 15.

50. Antikoérper nach Anspruch 49, wobei der Antikdrper polyklonaler Antikorper ist.

51. Antikérper nach Anspruch 49, wobei der Antikdrper monoklonaler Antikdrper ist.

52. Verfahren zur Reinigung von Nicotianaminsynthase, welches umfasst:
die Verwendung von Thiolprotease-Hemmer, die Verwendung von CHAPS-Puffer, die Verwendung der lonen-
austausch-Chromatographietrager DEAE-Sepharose FF® oder DEAE-Sephacel®, die Verwendung des hydro-
phoben Chromatographietragers TSK-Gel Butyl-Toyopear!® und die Verwendung des hydrophoben Chromato-
graphietragers TSK-Gel Ether Toyopearl®.

53. Verfahren nach Anspruch 52, wobei der Thiolprotease-Hemmer E-64 ist.

Es folgen 18 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Fig. 2
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Aktivitat (%)
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Fig. 4
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Fig. 6

GCG TTC AGA GGC TTC CAG AGT TCT TCC GGT CAC CAA GAA GTA TTT GAT CAT AAC
ATG GAT GCC CAG AAC AAG GAG GTC GCT BCT CTG ATC GAG AAG ATC GCC GGT ATC
M@DAQNKEVAALIEKIALI
CAG BCC GCC ATC GCC GAG CTG CCG TCG CTG AGC CCG TCC CCC BAG GTC GAC AGG
Q A A I A E L P S L S P S P EV

D R

CTC TTC ACC GAC CTC GTC ACG GCC TGC GTC CCG CCG AGC CCC GTC GAC GTG ACG
L F T DLV T ACV PP S PV DVT

MG CTC AGC CCG GAG CAC CAG AGG ATG CGG GAG GCT CTC ATC CGC TTG TGC TCC
KLSPEHQRM@ﬁREA R_L C §

GCC GCC GAG GGG AAG CTC GAG GCG CAC TAC GCC GAC CTG CTC GCC ACC TTC GAC
A A E G K L E A HY A DL L ATFD

MC CCG CTC GAC CAC CTC GGC CTC TIC CCG TAC TAC AGC AAC TAC GTC AAC CTC
¥ P L D H LG L F P Y Y § N Y V N L

AGC AGG CTG GAG TAC GAG CTC CTG GCG CGC CAC GTG CCG GGC ATC GCG CCG GCG
S R L E Y E R H vV P 6 I A P A

L L A
CGC GTC GCC TTC GTC GBC TCC GGC CCG CTG CCG TTC AGC TCG CTC GTC CTC GCC
R V A F vV 6 S 6 P L P F S S L V L A

GCG CAC CAC CTG CCC GAG ACC CAG TTC GAC AAC TAC GAC CTG TGC GGC GCG GCC
A H H L P ETQFDNY DL CG A A
AAC GAG CGC GCC AGG AAG CTG TTC GGC GCG ACG GCG GAC GGC GTC GGC GCG CGT
N E R A R KL F G A T A D G V G A R

ATG TCG TTC CAC ACG GCG GAC GTC GCC GAC CTC ACC CAG GAG CTC GGC GCC TAC
M®SFHTADVADLTQELGAY

BAC GTG GTC TTC CTC GCC GCG CTC GTC GGC ATG GCA GCC GAG GAG AAG GCC AAG
b v v F L A A t VvV G M A A E E K A K

GTG ATT GCC CAC CTG GGC GCG CAC ATG GTG GAG GGG GCG TCC CTG GIC GIG CGG
V I A H L & A H M V E G A S L V V R

AGC GCA CGS CCC CGC GGC TIT CTT TAC CCC ATT GTC GAC CCG GAG GAC ATC AGG
S A R P R G F L Y P I V D P E D I R

CGG GGT GGG TTC GAG GTG CTG GCC GTG CAC CAC CCG GAA GGT GAG GIG ATC AAC
R 6 6 F E V L AV H H P E G E V I X

TCT GTC ATC GTC GCC CGT AAG GCC GTC GAA GCG CAG CTC AGT GGG CCG CAG AAC
S v I vV A R K A V E A Q@ L s G P Q@ X
GGA GAC GCG CAC GCA CGG GGC GCG GTG CCG TTG GTC AGC CCG CCA TGC AAC TTC
G D AH A R G A V P L V S P P CNF
TCC ACC AAG ATG GAG GCG AGC GCG CTT GAG AAG AGC GAG GAG CTG ACC GCC AAA
S T K M E A § A L E K S E E L T A K

GE«G C'II:G G(:AJC TII:T TGA TTG AAG AGT GCG CGT GGT CAT TCT GTC GCC TGC GAT CGT
£

BT AAC TTT CCT ACT CGT 6TG TGT TTT GAT GTT TGT GCC A
TCC GGC CTT GIG CTG TTA ATT TAC ACG CGT TAC ATG TAG TAC TIG TA
CTG GAA TAA CGG TAT GTA ACA TAA ATA TTA GTG GGA TTT GAA GTG
ATA ATA AGA AAA CTT GAT GCA GAC ATT CAA AAA AAA AAA
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Fig. 7

HvNAS4 MDGQSE - - EVDALVQKITGLHAAIAKLPSLSPSPOVDALFTDLVTACVPPSPVDVTKLAP
HvNAST MDAQSK - - EVDALVQKI TGLHAAIAKLPSLSPSPDVDALFTDLVTACVPPSPVDVTKLAP
HvNASGE MDAQNK - - EYDALVQKITGLHAAIAKLPSLSPSPDVDALFTDLVTACVPPSPVDVTKLES
HvNAS2 MAAQNN- QEVDALVEKT TGLHAATAKLPSLSPSPDVDAL FTELVTACVPPSPVDVTKLGP
HvNAS3 MAAQNNNKDVAALVEKI TGLHAAIAKLPSLSPSPDVDALFTELVTACVPPSPVDVTKLGP
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HvNASE EAQEMREGL IRLCSEAEGKLEAHYSDMLAAFDNPLDHLGMFPYYSNYINLSKLEYELLAR
HvNAS2 EAQEMREGL I RLCSEAEGKL EAHYSDMLAAFDKPLDHLGMFPYYNNY INLSKLEYELLAR
HvNAS3 EAQEMREGLIRLCSEAEGKLEAHYSDMLAAFDNPLDHLGIFPYYSNYINLSKLEYELLAR
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HVNAS2 YVPGGYRPARVAF 1GSGPLPFSSFVLAARHLPDTMFDNYDLCGAANDRASKLFRADRD -V
HvNAS3 YVRR - HRPARVAF 1GSGPLPFSSFVLAARHLPDTMFDONYDLCGAANDRASKLFRADTD - V
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¥ 2% etz 3% KX £33 % k% x % *
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HvNASE GARMSFHTADVADL TRELAAYDVVFLAAL VGMAAEDKAKV IPHLGAHMADGAALVV - RSA
HvNAS2 GARMSFHTADVADLAGELAKYDVVFLAAL VGMAAEDKAKVIAHLGAHMADGAAL VVRSAH
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Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 15
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Fig. 16 ’
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Fig. 17
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Fig. 18
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