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Inventia de fatd se referd la o
constructie geneticd care determina
sterilitate masculina la plante.

Se cunoaste ca, in agricultura se
utilizeaza multe plante de cultura pentru
abtinerea unor alimente destinate consu-
mului uman, pentru producerea unor
materii hranitoare pentru animale, pentru
dezvoltarea produselor industriale si pentru
alte scopuri. Procedeul cuprinde Tn mod
invariabil plantarea de catre fermier a
semintelor care au fost achizitionate de
la producatorul de seminte. Produsul
obtinut prin cultura, fie sub forma de planta
intreaga, fie sub forma de seminte sau
fructele plantei, este recoltat si apoi este
utilizat pentru diferitele aplicatii cu scop
nutritiv, asa cum s-a mentionat mai sus.
In afara de achizitionarea semintelor de
la o companie de seminte, fermierul se
ocupd, de asemenea, cu plantarea din nou
a unor seminte salvate din cultura anului
precedent. Totusi, acest lucru este
folositor din punct de vedere economic
pentru culturi, numai, in cazul in care
acestea sunt utilizate sub forma de
seminte rezultate din incrucisari selective
sau din incrucisari depasite. Din punct de
vedere economic nu este avantajos pentru
culturile sub forma de hibrizi care sunt
plantate in vederea abtinerii cresterii
productivitdtii care se realizeaza prin
heteroza. Majoritatea culturilor plantate
in majoritatea regiunilor agricole, sunt
plantate sub forma de culturi de hibrizi,
care garanteaza fermierului o crestere
considerabild a randamentului.

Producerea unor seminte hibride
de catre companii de seminte, specializate,
reprezintd un procedeu costisitor si
complicat. Procedeul cuprinde reproduce-
rea si selectarea liniilor parentale rezultate
din incrucisari selective, care in anumite
combinatii dau descendenti, aceasta
prezentand o maxima adaptare la conditiile
zonei inconjuratoare in raport cu realizarea
unui randament maxim. Pentru producerea
de seminte hibride F1 ca rezultat al unor
incrucisari selective, se aleg genitori mas-
culi sau femele. Intrucat majoritatea
culturilor sunt hermafrodite, in cazul originii
femele Intr-o incrucisare, aceasta trebuie
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masculinizatd in vederea obtineri
autopolenizarit in timpul producerii de
seminte. Pentru plantele cu polenizare
deschisa, cum este, de exemplu,
porumbul, se utilizeaza un regim de
plantare special, in vederea minimalizarii
autopolenizarii in cazul originii femele.
Aceasta cuprinde separarea acelor plante .
care trebuie utilizate ca masculi, din
plantele cu origine femela. Astfel se
permite separarea usoara a semintelor
hibride F1, la sfarsitul sezonului.

Masculinizarea poate fi astfel
obtinuta, fie mecanic, asa cum s-a utilizat
in cazul porumbului, fie manual asa cum
s-a utilizat in cazul tomatelor sau chimic,
asa cum s-a utilizat in cazul graului sau
arezului si genetic utilizandu-se sterilitatea
masculind citoplasmaticd (CMS] sau
incompatibilitatea geneticd asa cum s-a
utilizat in cazul semintelor de rapita cu ulet,
in cazul sfeclei de zahar si altele. Acestea
sunt deci modificari asemanatoare in
complexitatea lor in practicile agricole sau
in cazul manipuldrii plantelor, dar de obicei
acestea sunt costisitoare ca mod de
administrare, complexe ca efectuare si
relativ ineficiente, dependent de sistemul
care este utilizat. Aceasta ineficienta se
datoreaza faptului ca este nevoie ca
plantele fertile sa fie sterilizate pentru
producerea de seminte, aceasta aparand
pe suprafete mari, in functie de cultura.
De aceea, manipularea femelelor trebuie
sa fie efectuatd pe scara larga.

Constructia genetica, conform
inventiei, inlatura dezavantajele mentionate
mai sus, prin aceea ca, cuprinde o gena
ce codificd o proteind capabila sa disloce
biogeneza polenului viabil si gena de reglare
care include o secventa promotor intro-
ductibild prin aplicarea externd a unui
inductor chimic.

Conform prezentei descrieri de
inventii, se face referire la obtinerea unei
gene de plantd care sa includa gena
proteinei dislocate, capabila de dislocare
in biogeneza polenului viabil si la o secventa
de control a genei care include o secventa
promotoare care este indusa prin aplicarea
externa a inductorului chimic exogen la
planta care contine constructia genetica
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de mai sus.

De preferinta, secventa de control
include un operator de control al genei
proteinei dislocate mentionate mai sus si
0 gena represoare codificatd ca proteina
represoare adaptata pentru a lega gena
operator a proteinei dislocate mentionata
mai sus, gena proteinei represoare fiind
sub controlul promotarului inductibil chimic,
mentionat. '

De preferinta, asadar, aceasta
constructie genetica include secventa
operatar specifica pentru florile masculine,
operativ legata la gena proteinei dislocate,
pentru exprimarea de restrictie a genei
proteinei dislocate, la partile masculine ale
florii plantei.

Prezenta inventie se refera, asadar,
la plantele transformate si la portiuni de
plantd, cum ar fi, de exemplu, celule,
protoplasti si  seminte incorporand
constructia genetica, conform prezentei
descrieri de inventie.

Conform unei forme de realizare
preferate a prezentei inventii, se face
referice la o constructie de DNA
recombinant pentru insertia n genomul
plantei, pentru a determina o sterilitate
masculind recuperabild a acestuia, care
cuprinde:

(a) o prima secventd a genei
promatoare responsabila de prezenta sau
absenta inductorului chimic exogen;

(b) o gena care cadifica o proteina
represoare sub controlul primei secvente
promotoare mentionata mai sus;

(c} o secventd operatoare respon-
sabila de proteina represoare mentionata
mal sus;

(d) un al doilea promotor al sec-
ventei genetice care este exprimatd numai
in cazul partilor masculine ale plantei si

(e] o gena cadificand un inhibitor
de proteina esential caracteristic al plantei,
pentru producerea polenului viabil, astfel
prezenta sau absenta inductorului chimic
exogen determinand selectia fertilitatii
masculine sau respectiv a sterilitatii
acestuia.

In conformitate cu prezenta inventie,
se face referire, de asemenea, la o planta
care este recuperabild ca sterilitate
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masculing, aceasta planta continand stabil
incorporatd 1n  genomul acesteia,
constructia de DNA recombinant, asa cum
s-a definit mai sus.

Se prefera ca primul promotor
mentionat sa promoveze exprimarea
proteinei represoare Tn ceea ce priveste
stimularea cu ajutorul inductorulur chimic .
exagen, prin care n absenta inductorului
chimic,nu este exprimata nici o proteind
represoare n interactiunea cu operatorul,
astfel, permitadndu-se exprimarea genei
cadificand inhibitorul de fertilitate masculina
siin prezenta inductorului chimic, proteina
represoare este exprimata astfel, ca, sa
se previna exprimarea ca gena codificand
inhibitorul de fertilitate masculind si
readucerea plantei in acest fel, la stadiul
de fertilitate. Astfel, constructia genetica
conform prezentei descrieri de inventie,
contine diferite secvente operativ unite (a)
la care s-au facut referiri mai inainte, de
convenientd, ca “‘comutator chimic”, (b}
“secventa represoare”, (c] “operator”, (d)
“control MFS” (de exemplu, controlul
specific al florii masculine) si (e) gena de
dislocare. Elementele esentiale pentru
fiecare din secvente si interactiunea lor,
se vor descrie in continuare cu referire
la desenele insotitoare.

Prezenta descriere de invetie per-
mite producerea unor incrucisari selective
care transmit sterilitatea masculing utilizan-
duse diferite tehnici moleculare si
propuneri de rezolvare. Aceste plante au
nevoie de un sistem de comutare chimic
pentru reversarea fertilitatii (sterilitate
masculind reversibild; RMS). Ambele
aspecte ale acestui sistem sunt mostenite
ca caractere de tip Mendelian. Aceasta
se poate obtine prin insertia in genomul
plantei a elementelor moleculare necesare
pentru functia de control a RMS.

Inventia poate fi, de asemenea,
utilizata pentru plante monocotiledonate
sau pentru plante dicotiledonate, de la care
crescatorii sau cultivatorii asteapta sa
praduca seminte hibride F1 si pentru care
tehnicile convenabile de transfarmare sunt
sau devin corespunzatoare, in special, in
cazul porumbului, graului, florii soarelui,
semintelor de ulei de rapita, tomatelor sau
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altor vegetale, pentru sfecla de zahar si
pentru plante cu faliaj ornamental sau cu
flori ornamentale. Este un mare avantaj
in reducerea costurilor de dirijare n culturi
asociate cu producerea semintelor hibride
F1. comoditate in controlul puritatii
semintelor hibride, mentinerea linilor RMS
st a populatiilor, transferul RMS intre linii
si populatii etc.

In cadrul unei aplicatii specifice se
va descrie producerea plantelor, n special,
a plantelor rezultate din Tincrucisari
selective, care transmit sterilitatea
masculina utilizandu-se tehnici de inginerie
moleculara. Aceste plante pot fi readuse
in stare de fertilitate utilizandu-se un spray
chimic care duce la restaurarea fertilitati,
utiizandu-se cascada de control malecular.
Metoda aratata in prezenta descriere de
inventie, consta dintr-un numar de
componente individuale care sunt subiectul
unor inventii separate care descriu aplicatii
mail largi ale componentelor.

1. Procedeul general

Fig. 1, dintre desene, reprezintd
o diagrama a constructiei de DNA,
conform prezentei inventii, in stadiu de
“sterilitate masculind”. In  absenta
inductorului chimic exogen, comutatorul
chimic este inactiv si nici o proteind
represoare nu este exprimatda prin
secventa represoare. In absenta proteinei
represoare, secventa operatoare permite
exprimarea proteinei dislocate in tesutul
specific masculin, exprimarea fiind specific
directionata spre partile masculine prin
prezenta secventei de control MFS. Efectul
este acela ca planta este sterild pentru
partile masculine si incapabild de a produce
polen viabil si astfel este incapabila de
autopolenizare. Utilizarea practica a acestui
efect este aceea ca, daca astfel de plante
reprezentand partea femela in intentie de
incrucisare, sunt plantate in apropiere de
partile masculine de origine in intentie de
incrucisare, acestea vor fi polenizate de
catre polenul de la partea masculina
pereche.

Fig. 2, arata operatia de obtinere
a constructiei in stadiul de “mascul fertil”.
Cand inductorul chimic este adus in contact
cu planta, comutatorului chimic este
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activat, producand proteina represoare
care trebuie exprimatd. Proteina
represoare leaga apoi operatorul, prin
expresia de inhibare a proteinei dislocate
sl prin restaurarea fertilitatii masculine.
Utilizarea practica a acestui mod de
operare a constructiei este aceea ca, ea
permite producerea polenului viabil si.
autopolenizarea plantei care contine
aceasta constructie in vederea faptului ca
linia poate fi perpetuatd pentru o utilizare
viitoare.

2. Sistemul de comutare chimica

Un mare numar de promotori de
plante sunt considerati a fi indusi utilizandu-
se semnale chimice. Totusi, s-a
demonstrat numai prin cateva exemple
ca. comutatorii chimici specifici n
exprimarea genei in tesuturi au nevoie de
acest model. Gena de un interes special
este gena codificdnd subunitatea glutation-
Stransferazei Il (GSTII) de 27 kd. Aceasta
gena este indusa in mod specific dupa
tratamentul tesuturilor plantei, in special.
dupd dezvoltarea anterelor utilizandu-se
agenti de siguranta chimici. Un astfel de
agent de siguranta este compusul N,N-
dialil-2,2-dicloracetamida, dar acesta se
refera la compusii care au caracteristici
de mobilitate Tmbunatatite in tesuturile
plantelor, combinate cu persistenta
imbunatdtitd pentru aceasta aplicatie,
eficacitate si siguranta. Acesti compusi
au fost descrisi, de asemenea, in literatura
de specialitate.

De asemenea, este evident c3,
promatorii indusi chimic pot fi utilizati in
acest procedeu. Unii dintre acestia pot fi
de origine din plante, altii pot fi de origine
fungica sau din drojdii. Se subintelege in
prezenta inventie ca, acei promotori si
combinatii chimice convenabile pentru
procedeul RMS, pot fi utilizati in cazul GSTII
si ca agenti de siguranta.

3. Secventele represoare si
operatoare

In cadrul primei forme de realizare
a prezentei descrieri de inventie, s-a
propus utilizarea interactiunii  bine
caracterizate intre operatorii bacterieni
cu represorii acestora, in controlul
exprimarit functiei genei “de distrugere”.
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Represorii bacterieni, in special, represorii
lac sau represorii utilizati prin 434, P22
si bacteriofagi lambda, pot fi utilizati pentru
controlul exprimarii in celulele plantei, ca
fiind efectiva.

In cadrul celei de a doua forme de
realizare a prezentei descrieri de inventie,
este posibila utilizarea “pseudo-opera-
torilor”, a operatorilor care sunt similari
dar nu identici pentru o utilizare normala
a operatorilor intr-o combinatie speciald
operator-represor. S-a demonstrat ca,
utilizandu-se o selectie corespunzatoare,
a sistemului de represori mutanti poate
fi generat ca fiind recunoscuti pseudo-
operatorii din genele plantei. Se descrie
in continuare selectarea represorilor
mutanti de recunoastere a pseudo-
operatorilor care sunt gasiti in genele
plantei.

Un alt mod de reglare inferioara
a genelor “agentilor de distrugere” care
poate fi considerat, este utilizarea RNA
antisens. Aceasta s-a demonstrat ca un
lucru bun pentru reglarea poligalacturo-
nazei exprimatd in timpul maturizarii
fructelor de tomate si este descris in
literatura de specialitate.

4. Caseta exprimarii specifice a
florilor masculine

Asa cum deja s-a mentionat, expri-
marea genelor “agentilor de distrugere”
trebuie sa aiba loc in tesuturile specifice
ale florilor masculine (MSF]J.

Acestea pot fi tesuturi gasite n
anterele in curs de dezvaltare, in tesuturi
asociate cu dezvoltarea anterelor si polen.

Secventele de DNA promotor care
directioneaza expresia genelor in tesuturile
MFS pot fi obtinute folosind modurile de
lucru pentru identificarea genelor expri-
mate in tesuturile MFS prin selectia
diferentiald a colectiilor de cDNA clonate
in diferitele sisteme vector, izolarea genelor
codificand aceste colectii de cDNA din
colectile genomice utilizand ca vectori
bacteriofagi lambda si caracterizarea
secventelor promatorilor lor utilizand
secventializarea DNA si a experimentelor
analitice de transformare a plantei.

5. Gena de dislocare
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Inhibarea formarit polenului va fi
obtinutd prin utilizarea noilor gene “ca
agenti de distrugere” care, atunci cand
se exprima specific in florile masculine in
timpul formarii polenului (pentru detalii vezi
mentiunile de mai sus), va determina
moartea celulelor din antere, precum si
tesuturi asociate, celule de polen-mama, .
polen si tesuturi asociate. Aceasta va duce
la un insucces al formarii de polen si la
plante care au portiunile masculine sterile.
Originea genelor “agentilor de distrugere”
poate fi sub forma unei varietati de surse
naturale, ca, de exemplu, celule umane,
celula de drojdie, celule de plante, celule
de fungi sau acestea pot fi total sintetice
care pot fi compuse din secvente de DNA
dintre care unele pot fi gasite in natura
sau un amestec din acestea. (Genele
“agentilor de distrugere” au de preferinta,
un efect asupra metabaolismulut
mitocondrial, asa cum a fost foarte clar
demonstrat ca un supliment substantial
de energie este absolut necesar pentru
producerea polenului fertil. Totusi, este
asadar aratat ca, functia de “agent de
distrugere” poate fi efectiv orientatd catre
alte functii biochimice esentiale, cum ar
fi, de exemplu, metabolismul DNA, sinteza
de proteine si alte cai metabolice. Doua
din aceste constructii de DNA constau din
acele secvente codificate de proteine
necuplate de tesuturi adipoase de la
mamifere brune sau variante ale acestora
sau gena sinteticd care consta dintr-un
domeniu orientat catre mitocondrii si
domeniul lipofilic care permite inserarea
proteinelor in membrana mitocondriala.

6. Producerea unui modul de
exprimare care consta din secventele de
promotori MFS si genele “agentilor de
distrugere”

Praducerea unui modul de expri-
mare care consta din secventele de control
a genei specifice florii masculine (control
MFS) si genele “agentilor de distrugere”
va fi realizatda utilizdndu-se tehnicile
moleculare stabilite. Exprimarea acestui
modul in incrucisarile selective de elita vor
conduce la producerea plantelor masculine
sterile.
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7. Transformarea

Plantele transgenice sunt obtinute
prin insertia constructilor descrise n
genomul plantelor. Procedeul de transfor-
mare specifica utilizat pentru insertia
constructiilor de gene, conform prezentei
descrieri de inventie, in genomul plantei
nu este cu adevarat de aceeasi origine n
prezenta inventie. Din literatura de spe-
cialitate, se cunaosc numeroase procedee,
cum ar fi, de exemplu, agroinfectoarea,
prin  utiizarea de  Agrobacterium
tumefaciens sau a plasmidei acestuia
Ti,electroporatia, microinjectarea celulelor
de planta si a protoplastilor, transformarea
microproietilelor si transformarea tubului
de polen, mentinand doar cateva. In
literatura de specialitate se fac referiri
detaliate la metodele cunoscute.

8. Reversia sterilitatii

Se pare ca plantele care sunt
devenite sterile utilizandu-se tehnicile de
mai sus si metodele mentionate, nu sunt
dorite, per se. Deoarece se propune sa
se utilizeze o cascada de elemente
moleculare care vor permite reversia
sterilitdti  manevrate la fertilitate,
permitandu-se astfel mentinerea acestor
plante si utilizarea lor in producererea de
seminte hibrize F1.

Designul mecanismului de reversie:
mecanismul de reversie propus in prezenta
descriere de inventie constd din trei
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elemente separate: a) un promotor
comutabil chimic; b) o secventa operatoare
bacteriana; c¢) o gena represoare
bacteriana care se leaga cu mare afinitate
la operatorul mentionat mai sus.

Aceste elemente vor actiona in
urmatorul mod: cand restaurarea fertilitati
este necesara (de exemplu, n vase in care .
se mentine ncrucisarea selectiva), plantele
sunt pulverizate cu substanta chimica.
Aceasta substanta chimica este indusa
prin promotorul inductibil chimic de
exprimare a moleculei represoare
bacteriene care se va lega la secventele
operatoare de DNA in secventele de
control MFS. Aceasta legare va duce la
inhibarea functionarii genei “agentului de
distrugere” astfel permitandu-se formarea
normala de polen.

9A. Aplicatie la productia de hibrizi
F1

Fig. 1 reprezinta schimbarile mole-
culare care au loc atunci cand BRMS este
utilizat in plante de elita. Trei procedee ge-
netice sunt convenabile pentru exprimarea
trasaturilor introduse, in functie de felul
in care acestea sunt destinate sa actio-
neze: ca dominante sau ca gene recesive
si daca exprimarea este aranjata astfel
ca sa se produca in tesutul sporofitulul sau
gametofitului de origine. Aceste procedee
sunt aratate in tabelul | de mai jos.

Tabelul |
Producerea de hibrizi F1
Forma de Genatipul RMS Sarcina de polen fertil F1
exprimare [ -
genetica Incrucisare | Incrucisare | Hibrid
selectiva selectiva F1
femele (MS)| masculi
Dominant RMS + +/+ RMS/+ | 50% plante (+/+) sunt 100%
sporofitic sau +/+ | fertile
Recesiv rms/rms +/+ rms/+ 100% plante, sunt fertile 100%
sporofilic
Gametofitic |RMS sau + sau + RMS + 50% plante sunt fertile 50%
RMS sau +
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De exemplu, atunci cand com-
ponentele RMS, in special, functile “genei
distrugatoare” sunt exprimate ca gene do-
minante este recomandabil sa se utilizeze
RMS in stadiul de heterozigoti (BRMS/+ in
clasificarea “sporofitic dominanta” men-
tionatd mai sus). Se subintelege in acest
caz ca in timpul producerii de seminte
hibride F1, hibrizii care rezulta sunt fie,
RMS/+, fie +/+ in genatipul lor. Aceasta
inseamna ca numai 50% din plantele (+/+)
vor fi capabile sa contribuie la producerea
de polen in F1 utilizat pentru producerea
de seminte. Aceasta va fi suficient pentru
majoritatea culturilor, in special in cazul
porumbului, in care este produsa o mare

10

15

12

cantitate de polen.

Important este ca RMS poate fi asa
dar utilizat pentru praducerea altor clase
de hibrizi cum ar fi, de exemplu, incrucisari
pe calea trei sau patru. In cadrul formei
de realizare din prezenta inventie mentio-
nata mai inainte, cu utilizare a exprimarii
saprofitice dominante, utilizarea genatipului
femel RMS/RMS la prima incrucisare,
genereaza in mod comvenabil genotipul
BRMS/+ in incrucisare cu un polenizator
+/+. Genoctipul rms/+ constituie apoi
originea femeld in cazul sterilitati mas-
culine pentru utilizare in cea de a doua
incrucisare (vezi tabelul Il de mai jos).

Tabelul Il
Producerea incrucisarii pe calea 3 si calea 4
Forma de Genotip RMS
exprimare
geneticd Prima Primul A doua Al doilea Hibridizare pe
feneld Mascul femeld mascul * * calea 3 sau 4
Dominant |RMS/RMS |+/+ - RAMS/+ | +/+ RMS/+ sau +/+
spaorofitic
Recesiv rms/rms |ms/rms* | —rms/rms | +/+ rms/+
sporafitic
Gametofitic RMS sau  |RMS sau | #RMS sau | + sau + RMS sau +
BMS RMS* RMS

In acest tabel, * si ** reprezintd urmatoarele:

* In aceste forme de realizare primul polenizor este tratat cu comutatorul chimic pentru a restaura fertilitatea

masculina.

** Al doilea polenizor poate fi selectiv {calea a treia) sau un hidrid {calea a patra).

9 B. Aplicatii in programele de
reproducere

in plus fata de utilizarea sa larga
in producerea de seminte hibride, RMS
este asadar convenabil utilizata in
programele de reproducere, ca de exemplu
in fortarea supraincrucisarii la populatiile
sintetice din care deriva noi linii de
incrucisari selective. Procedee similare,
dar nelimitate la cele prezentate in tabelul
de mai sus pentru primul ciclu de produ-
cere a cail trei sau patru de incrucisare
pot fi utilizate. Utilizarea comutatorilor
chimici faciliteaza urmatoarea intoarcere
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la acelasi ciclu pentru a produce genatipuri
noi si imbunatatite. Selectia moleculara
(analiza RFLP) utilizand secventele de DNA
derivat din secventele utilizate pentru
facilitarea inventiet RMS, poate fi in mad
conventional utilizatd ca proba in timpul
incrucisarilor selective, pentru a asigura
ca descendenta care trebuie sa avanseze,
a retinut toate elementele sistemului RMS.
Aceste strategii ofera un procedeu eficient
st comvenabil pentru transferul caracte-
ristici BMS la noi plasme de aceeasi
origine.



RO 112642 B1

13

Prezenta descriere de inventie va
fi prezentata prin descrieri specifice ale
diferitelor componente de module genetice
care pot fi utilizate.

Se dau, in continuare, exemple de
realizare a inventiei, in legétura si cu fig.
1...39, care reprezinta:

-fig. 1, reprezinta o diagrama bloc
a constructiei genetice, conform prezentei
inventii, cu plante in stadiu masculini steril;

-fig. 2, reprezinta o diagrama bloc
a constructiei genetice, conform prezentei
inventii, cu plante in stadiu masculin fertil;

-fig. 3, prezinta rezultatele activitatii
totale GST in radacini si lastari obtinuta
timp de 23 si 44 h dupa tratamentul cu
R25 asa cum se va descrie in continuare;

- fig. 4, prezinta separarea cro-
matograficd a izomerilor GST | si GST II;

- fig. B, prezinta activitatea GST |
in tesuturile de antere netratate;

-fig. B, prezintd stimularea activitati
GST Il dupa tratamentul cu R25 asa cum
se va descrie in continuare;

-fig. 7, prezinta rezultatele utilizate
in tehnica de rezervor al tulpinei;

-fig. 8, prezinta rezultatele in cazul
aplicarii spray-urilor;

- fig. 9, prezinta timpul cursului
grafic generat in maniera dscrisa mai jos;

- fig. 10, prezinta structura vecto-
rului p35Slacl;

-fig. 11, prezinta structura bazica
a pCG2;

- fig. 12, prezinta secventa de nu-
cleotide a promotorului CAB la porumb;

- fig. 13, reprezintd o harta a se-
riilor de plasmide pAD si pPS1;

- fig. 14, prezinta procedeul de se-
lectie a colectiei utilizate pentru izolarea
clonelor specifice florilor de porumb;

-fig. 15. prezintd analiza petei data
de totalul BNA (4 pg per analiza) extras
din inflorescentele de porumb cu lungime
crescuta.

-fig. 16, A, B si C, reprezinta - in
situ - hibridizarea sectiunilor spice de
porumb cu probe de RNA antisens pMS14;

- fig. 17, prezinta secventa de
nucleatide si de amino-acizi corespunza-
toare a clonei MFS cDNA pMS10;

- fig. 18, reprezinta secventa de
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nuclectide si de aminoacizi corespun-
zatoare cDNA MFS pMS14;

- fig.19, prezintd secventa de
nuclectide si de aminoacizi corespunza-
toare a clonei cDNA MFS pMS18;

- fig. 20, reprezinta un desen al
fragmentului de restrictie EcoRl de 9kb
din clona 10/CT 8-3; .

- fig. 21, reprezinta un desen al
fragmentului de restrictie EcoRl de Skb
din coloana 14/17 M;

- fig. 22, reprezintd o harta a
fragmentului de restrictie EcoRI de 9kb
din coloana 18/CT3;

- fig. 23, reprezintda o harta a
plasmidei a clonei pMS10-5;

- fig. 24, reprezinta o structura a
pTAK1, pTAKZ2 si pTAKS si

-fig. 25, reprezinta o harta a clonei
pMS10-6GUS;

- fig. 26, reprezinta o harta a
plasmidei pCGS110-UGP;

- fig. 27, reprezintd o secventa
mRBNA a genei proteinei de mamifere,
necuplate, din plasmida pCGS110-UCP
(asa cum se arata in fig. 24);

- fig. 28, reprezintd o schitd a
generatiei unei tulpini de drojdie leu2, gal1;

- fig. 29, reprezinta un tablou care
demonstreaza efectul aditiei de galactoza
asupra dezvoltarii BETS si BET27 ca trans-
formanti;

-fig. 30, prezinta rezultatele analizei
curbei de dezvoltare a transformantilor
BETS (fig. 28A) si BET 27 (fig. 28B), pe
mediul de dezvoltare compus din gly/cas
o perioada de timp de peste 65 h in
prezenta sau absenta galactozei;

-fig. 31, prezinta analiza curbei de
dezvoltare a UCP de sobolan in tulpina
BETS dezvoltatda pe mediu de gly/cas o
perioada de peste 50 h in prezenta sau
absenta galactoze;

- fig. 32, prezinta analiza curbei de
dezvoltare a UCP din sobolan in tulpina
BETS dezvoltata pe mediu de rafinoza o
perioada de timp de peste 45 hin prezenta
sau absenta galactozei;

- fig. 33, ilustreaza constructia
plasmidei YIP/UCP din pKV4S-UCP si Yip5;

- fig. 34, reprezintd o harta a
plasmidei pGR208 (fig. 32 A) si secventa
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oligonucleotidelor utilizate ca mutant pentru
gena subunitati - a F1-ATP-azei (fig. 32B);

- fig. 395, reprezintd harti ale
plasmidelor pKV48 (fig. 33A) si pKV49-
UCP (fig. 33B);

-fig. 36, prezintd schematic cons-
tructia proteinei de fuziune subunitate 8/3-
galactozidaza;

- fig. 37, reprezintd o harta a
plasmidei Pkv4S/BLZ; '
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- fig. 39, reprezintd o hartd a
plasmidei pBin/MS10-ICP.

Plasmidele

Diferite constructii genetice sunt
descrise in urmdatoarele paragrafe si
acestea au fost depozitate la Colectia
Nationala de Bacterii Industriale si Marine
de la Aberdeen, UK. Datele de Depozitare .
si Numerele de acces sunt aratate in
tabelul lll, de mai jos.

- fig. 38, reprezintd o hartad a
plasmei pMS10-5 si
Tabelul Il
Plasmida Gazda Data depozitarii Numarul de acces
pGALZ2 Escherichia coli DHS5« 6 decembrie 1988 NCIB 40087
p35Slacl Escherichia coli TG-2 12 decembrie 1988 NCIB 40092
pPS1 Escherichia coli DH5« 21 decembrie 1988 NCIB 40097
pAD18 Escherichia coli DHS« 21 decembrie 1989 NCIB 40098
pMS14 Escherichia coli DHS5« 9 ianuarie 1989 NCIB 40089
pMS18 Escherichia coli RR1 9 ianuarie 1989 NCIB 40100

Exemplul 1. /. Comutatorul chimic:
Acest modul este exemplificat printr-o
secventa promotoare a genei inductibila
chimic izolata dintr-o subunitate a genei
glutation-S-transferazei din porumb (GST
Il) de 27 kd.

In practica promatorului inductibil
chimic al prezentei inventii, se va insera
ca o0 secventd promotoare intr-o
constructie a genei recombinante destinate
utilizarii la plante. Constructia va fi apoi
inserata in plantd prin transformare.
Exprimarea proteinei genelor codificate n
constructie, find sub controlul promotorului
comutator chimic, conform prezentei
descrieri de inventie, poate fi controlat prin
aplicarea inductorului chimic la plante.

Ca exemple de combinati de
promatori chimici si inductori, se dau
promotorii  efectivi ca, de exemplu,
praomotarul GST I mentionat mai sus si
inductorul care este compusul N,N-dial-
2,2 .dicloracetamida (denumirea comuna
dicloramida) sau benzil-2-clor-4-{trifluor-
metil}-5-tiazol-carbaxilatul (denumire
comuna: flurazol).
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Ca exemple de inductori chimici care
sunt inductori potentiali ai expresiei
subunitatii GSTIl 27 de kd, includ compusi
ca: 1) benzil-2-clor-4-{trifluormetil)-5-
tiazolcarboxilat; 2) naftalen-1,8-dicarboxilic
anhidrida; 3) 2-diclormetil-2-metil-1,3-
dioxolanul; 4) 1-{dicloracetil)-hexahidro-
3,3,8a-trimetilpirol(1,2-a}-pirimidin-6{2H}-
ona; 9] 2,2,5trimetil-N-dicloracetiloxazo-
lidina; B) 1,3-dioxolan-2-lmetoximono(fe-
nil)benzenul acetonitril; 7) 4,6-diclor-2-fenil-
pirimidina; 8) 2,2-diclor{N-aliN(1,3-dioxa-
lanc-2-metilacetamida; 9) 1-{cianome-
roximino}benzacetonitril; 10)4'clor-2,2, 2-
trifluor-acetofenona-o-1,3-dioxolan  2-il
metiloxima; 1 1) 2,2-diclor-1,(3.4) dihidro-3-
metil-2H-metil-2H-1,4-benzoxazin-4-
lletanona; 12) 3dicloracetil-2, 2-dimetiloxa-
zolidina; 13] 4-metoxi-3, 3-dimetilbenzo-
fenona; 14) ciclohexil-4,4-dimetil-2-(1H-
1,2.,4-triazol-1-l)pent-1-en-3-al); 15) 2,2-
diclor-N-(3-metil-4-tiazolin-2-
liden)acetamida; 16) 0O,O-dietil-O-fenil
fosforatioat; 17) 2,2-spiraciclohexi-N-diclor-
acetil oxazaliding; 18) N-benzil-N-etil-diclor-
acetamida; 19) 3cloracetil-4,4-ciclohexan-
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spiro-2,2-dimetil-1,3-oxazolidina si 20)
spiroxazolidina acetamida.

Glutation-Stransferazele (GST) sunt
o familie de enzime care catalizeaza con-
junctia glutationei prin gruparea sulfhifril
spre o serie largd de compusi hidrofobici,
electrofilici. Rezultatele conjugarii se con-
cretizeaza prin detoxificarea acestor
compusi si in insecte si mamifere, prin
indepartarea din tesuturi. '

Enzimele GST au fost identificate
intr-o serie larga de culturi de plante,
incluzand porumbul, graul, sorgul si
mazarea. GST cuprinde de la 1 la 2% din
totalul proteinelor solubile in rasadurile de
porumb etiolate.

Izoforma majoritaré a GST poate
fi distinsa in tesutul porumbului. GST | este
constitutiv exprimata si este capabila de
conjugarea glutationei cu ierbicidele pre-
emergente alachlor si atrazina. Trata-
mentul tesuturilor de porumb cu agenti
chimici de siguranta (de exemplu N,N-dialil-
2,2-dicloracetamida) duce la cresterea
activitatii GST | care participa la detoxifi-
carea ierbicidelor pre-emergente.

Tratamentul cu agenti de siguranta
al tesuturilor de porumb

Pentru tratamentul rasadurilor tine-
re de porumb, semintele sunt germinate
pe hartie de filtru umeda. Dupa germinare
si dezvoltare (peste o saptamana) se
adauga agentul de siguranta N,N-dialil-2,2-
dicloracetamida (in prezenta descriere de
inventie se referd la R25), la apa din hartie
de filtru pentru a se obtine concentratii
de ordinul a 0,003 péana la 30 ppm si
rasadurile sunt dezvoltate timp de inca 23
panad la 44 h inainte de recoltarea
tesuturilor din radacini si tulpini. Fig. 3
arata rezultatele obtinute pentru activitatea
totald a GST in rédacini si tulpini obtinuta
dupa 23 si 44 h dupa tratament, asa cum
s-a descris si fig. 4 reprezinta separarea
izozimelor GST | st GST Il

Pentru tratamentul inflorescentei
de porumb si a tesuturilor amterei, o
solutie formatd din 800 pg de R25 se
injecteaza in mod direct sub locul de
dezvoltare al inflorescentei de porumb.
Operatia continud apoi inca 48 pana la 72
h. Fig. S reprezintd faptul ca numai
activitatea GST | este prezenta n tesutul
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de antera netratat si fig. 6 arata
stimularea activitatii GST Il dupa tratament,
asa cum s-a descris mai inainte.

In mod alternativ, o solutie de 100
ppm de R25 a fost adusa intr-un rezervor
de sticla atasat la tulpina expusa, imediat
sub locul de dezvoltare a inflorescentei de
porumb. Fig. 7 arata rezultatele obtinute -
prin utilizarea tehnicii rezervorului tulpinei.

In mod aditional, R25 se aplica in
cantitate de 100 ppm prin apreciere di-
recta pe inflorescenta de porumb dezvol-
tatd si expusa. Fig. 8 arata rezultatele
obtinute prin aplicarea spray-ului.

Ambele proteine GST au o greutate
moleculara nativa de aproximativ 50 kd.
Asa cum este in cazul mamiferelor,

- porumbul este GST dimeric; GST | are

subunitati aparent identice de 29 kd, in
care GST Il este un heterodimer al
subunitatii similare de 29 kd cu cea gasita
in GST | si noua subunitate de 27 kd care
este prezenta numai in tesutul tratat cu
agentul de sigurantd, exceptand radacinile
rasadurilor in care acesta este constructiv
exprimat, dar inca poate fi indus prin
tratamentul cu agentii de siguranta.

cDNA si gena corespunzatoare
subunitatii GST | de 29 kd au fost clonate
in prealabil si secventializate. in plus, cDNA
corespunzatoare la subunitatea de 26 kd
a celei de a treia componente minore a
activitatii GST in rasadurile de porumb (GST
ll) a fost in prealabil clonata si secven-
tializata.

Analiza enzimelor

Activitatea enzimelor a fost masu-
rata spectrofotometric la 340 nm,
utilizdndu-se ca substrat, 1-clor-2,4-
dinitrobenzenul (CODNB]). Amestecul tampon
de reactie contine 0,1 M EDTA, 0,001M
CDNB si 0,0025M glutationa.

Prepararea extractelor si purificarea
enzimelor

Tesutul este omogenizat in 0,05
M Tris.HCl, la pH 7,8; 0,001M EDTA;
0,.001M DTT si 7,5% polivinilpiralidona intr-
un mojar, cu mortar, la temperatura de
4°C, se centrifugheaza la 30000 g pentru
a se obtine un extract brut.

Separarea izoformelor GST din
extractul brut este obtinuta dupa cum
urmeaza: extractul brut este aplicat la 0
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coloana de DEAE Sepharoza si se spalad
cu 0,01 M.Tris, HCI, la pH 7,8; 0,001
M EDTA,; si 0,001M DTT.GST legat este
eluat cu clorurd de potasiu 0,3 M.
Fractiunile continand activitatea GST sunt
combinate si desalinizate, utilizandu-se gel
filtrarea pe coloana PD10. Separarea
izoformelor GST | si GST |l este abtinuta
prin cromatografie FPLC pe o coloana
mono-Q si zero pana la 0,4 M clorura de
potasiu gradient de concentratie.
Moaostrele pure de GST | si GST Il
sunt obtinute prin aplicarea fractiunilor de
desalinizare GST | si GST Il din croma-
tografia FPLC pe o coloana cu afinitate
pentru glutation-S-sepharoza, echilibrata
cu un tampon fosfat 0,05 M la pH 7,3.
Dup& spalare cu un amestec tampon, GST
legat este eluat cu 0,005 M glutationa.
SDS-PAGE (17,5%, 30:0,174
acrilamida: bisacrilamida) pentru GST | sau
GST II, se obtine prin concentrarea mos-
trelor pure de GST, utilizandu-se Amicon
Centricon 10 Microconcentratii, mostre
denaturate in mercaptoetanol contindnd
amestecul tampon Laemmli prin colorarea
gelurilor cu Albastru Coomassie.
Generarea anticorpilor la enzime
Proteine suficiente pentru a se
efectua imunizarea la iepuri, au fost
obtinute prin acumularea enzimelor izolate
in subunitati izolate, asa cum s-a descris
mai inainte, dintr-un numar de experimente
separate. Polipeptidele GST Il de 27 kd
sunt apoi purificate intr-o evidentd omoge-
nitate, prin electroeluare din portiunile de
gel poliacrilamidice. Antiserurile sunt pre-
parate in raport cu polipeptidele de 27 kd.
Imunizarea iepurilor este efectuata in
esenta, canform Mayer si Walker, 1978.
Analiza secventelor N-terminale
Secventa terminald aminica a
subunitatii intacte a GST Il de 27 kd sau
produsele de clivaj partial protealitic, se
determina prin degradarea secventiala
Edman si apoi prin analiza cromatografica
HPLC ulterioara a aminoacizilor.
Cursa de timp
Experimentul cursei de timp a fost
efectuat pentru examinarea exprimarii GST
dupa tratamentul cu agentul de siguranta.
O solutie avand 30 ppm de R25 se aplica
la radacini de résaduri in varsta de trei zile
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si tesutul recoltat dupa diferite intervale
de timp urmeaza tratamentul cu agentii
de siguranta. Mostrele sunt testate apoi
pentru activitatea GST, utilizandu-se analiza
enzimatica descrisd mai sus. Rezultatele
acestui experiment sunt prezentate grafic
n figura S.

Sinteza colectiilor cODNA .

Experimentele privind cursa de timp
arata un maxim al exprimarii GST la 48
h dupd tratamentul cu agentul de
siguranta. De aceea, doud colecti de cDNA
sunt construite din RNA extras din tesut
la 24 si 48 h dupa tratamentul cu agentul
de siguranta. Pentru a se asigura ca
procedeul de inductie a fost realizat cu
succes, o proba de un gram este luata
pentru inductia in tesut timp de 24 h si
se analizeaza pentru GST li. Experimentul
arata ca tesutul utilizat pentru constructia
colectiei cDNA a fost intradevar indus cu
succes, ca GST Il numarat pentru 45,5%
din totalul activitatii GST.

cDNA dublu catenar este preparat
din oligo-dT-celuloza purificatd RNA prin
metoda utilizand BNA si DNA polimeraza
| a Escherichiei coli in sinteza catenei a
doua, fara o prealabila purificare a cDNA
Cu 0 catend, asa cum este mentionat in
Gubler si Hoffman, 1983.

Selectia colectillor de cDONA cu
antiserurt GST | si GST Il

In vederea identificarii clonei cDNA
codificata cu enzima GST din inflorescenta
de porumb, bacteriofagul din colectia cDNA
amplificata este selectat cu enzima antiser
GST din porumb. Clonele care produc
semnalele cele mai puternice sunt reselec-
tate.

Selectia colectiilor cONA utilizandu-
se oligo probe

Amestecurile de oligonucleatide
sinterice bazate pe secventa de amino-acizi
determinata mai sus, sunt preparate prin
sinteza chimica de fosforoamidita. Capetele
9' ale oligonucleotidelor sunt marcate
utilizandu-se polinuclectid-kinaza, asa cum
s-a descris In literatura de specialitate.

Aproximativ 40000 fagi continand
cDNA sunt amplificati pe discuri si
transferati pe nitroceluloza. Filtrele sunt
hibridizate pe probele de oligonuclectide
la ternperaturi cuprinse intre 2 si 5°C, sub
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temperatura de topire calculata pentru
proba din amestec cu cel mai scazut punct
de topire. Placile de hibridizare sunt selec-
tate prin doud sau mai multe cicluri,asa
cum s-a descris mai sus, la densitati mai
mici.

lzolarea secventelor de gene cONA
prin metoda PCR

Secventele cDNA sau DNA sunt
izolate din colectiile descrise, utilizandu-se
oligoprimeri bazati pe secventa de
aminoacizi obtinutd printr-un cliva] partial
proteolitic sau in cazul DNA genomic,
primerii bazati pe secventa cDNA sunt
determinati asa cum s-a mentionat mai
sus.

Caracterizarea si analiza secventei
clonelor GST cODNA

cDNA izolat este caracterizat si
supus la secventializare printr-una sau mai
multe tehnici standard convenabile.

lzolarea secventelor genomice. O
colectie genomica existenta a fragmentelor
de DNA din porumb total clonate in A
EMBL 3 se utilizeaza pentru izolarea
clonelor care hibridizeaza clonele cDNA
izolate asa cum s-a descris mai sus.

In mod alternativ, metoda PCR
descrisa mai inainte poate fi utilizata pentru
o amplificare selectiva si clonarea
fragmentelor genetice. Genele GSTI si
secventele promotoare pot fi apoi izolate
si caracterizate utilizandu-se tehnicile
stabilite. Se poate demonstra ca sec-
ventele promotoare GSTI mediaza activita-
tea genei indusa de agentii de siguranta
prin fuziunea lor la genele marker cum ar
fi GUS si CAT si prin testarea lor in plantele
transgenice.

Exemplul 2. /. Secventele repre-
soare si operatoare

Acest modul regleaza exprimarea
genetica a plantei. Mult mai special,
modulul regleaza exprimarea genetica a
plantei prin utilizarea moleculelor
represocare bacteriene sau a originii
eucariotice inferioare.

in mod traditional, imbunétatirea
speciilor plantelor de cultura cuprinde
introducerea caracteristicilor dorite prin
incrucisari genetice. Cu toate acestea,
aceste tehnici de reproducere au un
succes mare, prin aceea ca nu sunt
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prevazute nici un fel de mijloace de contral
pentru exprimarea noilor caracteristici
dobandite. Noile cuceriri tehnologice permit
in prezent responsabilitatea genetica
pentru determinarea structurii plantei si
productivitatea si calitatea culturii care
trebuie sa fie identificata si izolata. Un scop
major in domeniul imbunatatirii culturilor .
de plante este capacitatea de a manipula
procedee genetice de dezvoltare genetica
in vederea Tmbunatatirii performantei
culturilor. Esential in acest caz este
determinarea strategiilor care permit
exprimarea genelor specifice ale plantelor
care urmeaza a fi reglate.

Abilitatea de contral a exprimarii
caracteristicilor, conform circumstantelor,
are multe aplicatii importante, cum ar fi,
de exemplu, controlul genelor rezistente
la insecte, determinarea naltimit plantelor
si sincronizarea infloriri, precum, si
controlul fertilitatii plantelor. Aditional,
abilitatea de comutare genetica in sensul
dorit, fara a se produce tulburari in
fiziologia plantei sau in zona inconjuratoare,
ceea ce ar fi un instrument de nepretuit
in studierea geneticii plantelor perse.

In mod curent, producerea de
seminte pentru culturi hibridizate ca, de
exemplu, culturile de porumb, include
procedee laborioase si costisitoare de
masculinizare manuald sau mecanica a
plantelor de origine in vederea prevenirii
autopolenizarii. O astfe! de masculinizare
poate totusi sa fie controlatd genetic prin
utilizarea unei caracteristici cunoscute ca,
de exemplu, sterilitatea masculind cito-
plasmaticaé (CMS) care a fost observata
la 0 gama de specii de plante de cultura.
Sterilitatea masculina citoplasmatica (CMS)
interfereaza cu gametogeneza masculing,
rezultdnd in inhibarea formarii de palen,
dar aceasta nu afecteaza in mod normal
fertilitatea femela. in consecinta, plantele
“masculine sterile” sunt capabile de a regla
seminte care sunt rezultatul numai al
polenizarii incrucisate. Abilitatea de control
in exprimarea acestor gene va da
posibilitatea ca gametogeneza masculina
sa fie inhibata in producerea de seminte
pentru culturi hibride fara a fi necesare
procedee de masculinizare costisitoare,
permitandu-se insa o imbunatatire genetica



RO 112642 B1

23

a originii masculine prin  programe
conventionale de reproducere.

Controlul exprimarii genetice, atat
in cazul procariotelor, cat si in cazul
eucariotelor, se releva in primul rand prin
interactiunea proteinelor de reglare cu
secventele specifice de DNA. BDependent
de natura acestor interactiuni, transcriptia
de la promotorii avand aceeasi origine,
poate fi.fie reprimata, fie activata. Intr-
adevar, in unele cazuri aceeasi proteina
poate, fie s& reducd, fie s& creasca
transcriptia conform naturii prin contactele
realizate. Mai mult decat atat, abilitatea
unor astfel de proteine de reglare pentru
a lega secventele lor orientate, este
modulata prin legarea unor liganzi sau prin
clivaj proteolitic specific. Astfel de
mecanisme pot fi exploatate in vederea
includerii inductibilitatii printre strategiile
de reglare genetica a plantei.

Cele mai bine caracterizate sisteme
de reglare sunt cele ale bacteriilor in care
interactiunile intre proteinele legate de
DNA (represoare] si secventele de DNA
orientate (operatoare) sunt intelese n
mare detaliu. O comparatie a celui mai bine
inteles sistem incluzdnd represorii si
croproteinele bacteriofagului A si 434,
represorul Lacl si catabolitul proteinei de
activare a genei (CAP), dezvaluiesc diferiti
factori in comun. Aceste proteine de
reglare se leagd ca dimeri sau ca tetrameni
pentru operatii scurte care prezintd un
grad superior de simetrie a culorii. In
majoritatea cazurilor, domeniul responsabil
pentru recunoasterea DNA, care este
separat de cel care se referd la
oligomerizarea monomerilor, contin 0
structura conservata de elice. O elice
specificd in cadrul acestei structuri in
fiecare monomer, elicea de recunoastere,
este aliniatd cu canelura majora a DNA
si numai in cazul In care contactele
specifice sunt farmate intre amino-acizii
acestei elice de recunoastere si bazele
DNA adiacent, atunci complexul functional
represor/operator, poate fi format. Astfel
de interactiuni sunt foarte specifice si
complecsii cu afinitate superioara sunt
formati cu o cinetica extrem de rapida.

Cunoasterea mecanismului prin care
exprimarea genei este reglata la eucariote
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este mult mai putin detaliat. In celulele din
drojdie si mamifere, un mare numar de
portiuni de legatura pentru proteinele de
reglare putative, a fost identificat in
secventele promotoare si in anumite cazuri
proteinele responsabile au fost de
asemenea izolate. Totusi, numai in anumite
cazuri, detaliile moleculare sunt cunascute
in ceea ce priveste interactiunile proteind
DNA si mecanismul prin care transcriptia
este reglata.

In plante, reglarea exprimérii gene-
tice este inteleasa numai la un nivel
rudimentar. Diferite elemente de reglare
au fost identificate in secventele promo-
toare si unele proteine de reglare sunt
examinate la un nivel preliminar. Totusi,
astfel de proteine au trebuit inca sa fie
izolate si detalile acestor mecanisme
elucidate.

Sistemele de reglare eucariotice
par sa arate o diversitate de structura si
un grad mai ridicat de complexitate decat
partile procarictice luate in calcul. De
exemplu, controlul transcriptiei  din
promotorii eucariatici este astfel ca sa
cuprinda interactiunea multor proteine
(poate de ordinul zece) cu DNA reglator.
Mai mult decét atat, cel putin trei structuri
diferite de proteine (helix-turn-helix, zinc-
finger si zipper leucind) au fost implicate
in specificitatea legaturii DNA cu diferitii
factori de reglare eucariotica.

Proteinele legate de DNA constituie
0 clasad de proteine caracterizata prin
abilitatea acesteia de a lega DNA al genelor
pentru a se obtine un efect al genei de
represie sau de activare, la care acestea
sunt legate. In afara de situatia in care
contextul o cere, astfel de proteine legate
cu DNA vor fi in continuare numite, de
convenientd, ca simpli “represori”.

Acest modul este apoi,un recom-
binant genetic al plantei cuprinzand o gena
represoare de origine bacteriana si un
promator care opereaza in plante pentru
exprimarea motorie a genei represoare,
aceasta gena incluzand o proteina repre-
soare capabhild de interactiune cu o sec-
venta operatoare asociata cu gena plantei
selectate, orientate, astfel ca sa se inhibe
exprimarea de proteind represoare a genel
plantei studiate.
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Un vector, desemnat ca p35Slacl,
continand acest DNA, a fost depozitat intr-
o tulpind de Escherichia coli TG-2, din
Colectia Nationald de Bacterii Industriale
si Marine, Limited, Aberdeen, Anglia la 12
decembrie 1988, sub numarul de acces
NCIB 4009¢2.

Un vector convenabil de transfor-
mare a plantei cuprinde Agrobacterium
tumefaciens adapostind plasmida mentio-
natd mai sus.

In cadrul unui mod de realizare
specific @ acestui modul, un sistem ope-
rator bacterian lacl este utilizat pentru
reglarea exprimarii genei. Lac represia
poate fi relevata prin izopropiltiogalactozida
(IPTG) si alte zaharuri analoage.

In continuare, sunt date exemple
referitoare la acest modul, aceste exemple
fiind specifice.

Exemplul 3. Constructia care
exprima lac represorul la plante

Vectorii au fost construiti ca sa
exprime gena lacl, fie din promotori
constututivi CaMV 35S gasiti in vectorul
pJR1 sau din promotorul specific tesutului
verde, promotorul porumbului CAB. Totusi
represorul bacterian poate fi exprimat prin
alte parti ale plantei astfel permitandu-se
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controlul exprimarii genetice a plantei in
orice parte specifica a plantei.

(1.1.]) Modificarea si insertia genei
lacl represoare in pJR1

Represorul lac (lacl®) este carespun-
zator plasmidei pMJR 156. Tn vederea
exprimarii acestei gene in plante, codonul
initial de translatie (GTC) a fost schimbat .
in ATC. In plus, este oportun sa se creeze
un clivaj enzimatic de restrictie convenabil
pe portiuni pentru clonarea acestei gene
in vectorul de exprimare al plantei. La
capatul 3' al lacl exista portiuni de restrictie
convenabile (Hindll si Pstl) pentru insertia
in vectorii de exprimare ai plantei. In
vederea creerii unar portiuni de restrictie
convenabile la capatul &', se efectueaza
urmatoarele experimente:

(a) O portiune de restrictie Cfr 10
este localizata in pozitia 134. pMJR este
taiat cu Cfr 10 si fragmentul sintetic de
DNA reconstituie capatul N-terminual al
genei lacl, codonul ATC de start transla-
tional modificat, secventa de consens a
plantei pentru initiere translationala
eficienta si portiunea de restrictie BamH|
sunt inserate in pJR1. Secventa acestui
fragment sintetic este urmatoarea: BamHl
consens:

GATCC AACAATGGCT AAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTAT G
G TTGTTACCGA TTTGGTCATTGCAATATGCTACAGCGTCTCACA CGGCC  Cfr 10

pJR1 este taiat cu BamHl si Pstl.
Fragmentul sintetic descris mai sus si
fragmentul Cfr10 pana la fragmentul Pstl
contindnd gena lacl sunt ligante la un loc
cu vectorul taiat pdR1 in conditii standard.
Ligatura mixtd este transformata in
Escherichia coli TG-1. Recombinantii sunt
selectati pe placile continand kanamicina.
Acestia sunt caracterizati prin analiza
secvetei DNA. Constructia este desemnata
ca p35Slacl.

(i) din capatul &' al genei:
BamHl

AAACCAGTAACGTTATACG

(b) PCR (Reactia in lant a
polimerazei) asa cum este descrisa in Saiki
si colaboratori, Science, 239, pag. 487/-
491 este utilizata pentru introducerea
schimbarilor la capatul 5' al genei lacl in
timp ce se mentine secventa la capatul
3'. Doua odligonucleotide sunt hibridizate
in pMJR 156. Secventa oligonucleotidelor
este urmatoarea:

consens
GAGAGTAATTCAGGGT GGATCC AACAATGGCT

(i) din capatul 3' al genei: CGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCC
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Reactia PCR este efectuata in
conditiile descrise. Produsul este taiat cu
BamHI (la partea nou introdusa) si Pstl.
Fragmentul rezultat este clonat in pJR1
taiat cu BamHl si Pstl. Recombinantii sunt
indentificati prin analizele de hibridizare si
restrictie, utilizandu-se protocoale standard.
Una din clonele rezultate este caracterizata
prin analiza secventei DNA.

Ambele metode (a) si (b) dau ace-
easi constructie desemnata ca p35Slacl.
Fig. 10 arata structura vectorului p35Slacl.

(1.2.) Infocuirea promotorului CaMV
35 S cu promotorul CAB al porumbului

in vederea demonstrarii utilitatii
generale a sistemului represor{operator
la plante, s-a construit un vector de
exprimare care va permite inductia si
exprimarea specific tisulara lacl la plante.
Pentru aceastd lucrare, s-a utilizat
promotarul genei cuprinzand proteina
(CAB] cu legatura a/b la clorofila inductibila
la lumina, la parumb.

Constructia acestui vector a fost
obtinuta prin inlocuirea promotorutui CaMV
in p35Slacl cu promotorul CAB la porumb,
secventa DNA care este data in fig. 12,
fiind gasitad in vectorul pCAB48.1. Pro-
motorul CaMV este indepartat prin
restrictia p35Slacl cu EcoRl si BamHI
utilizandu-se conditii standard. Promatorul
CAB este izolat din pCAB48.1 prin
restrictia cu Xbal si Sau3A utilizéndu-se
conditile de restrictie partiale pentru
Sau3A. Acest fragment promaotor este apoi
inserat la promotor mai putin p35Slacl.
Acest vector desemnat ca pCABlacl a fost
caracterizat prin harta de restrictie si
analiza secventei DNA.

(1.3.) Transformarea plantelor de
tutun

Modulele de exprimare din vectorii
descrisi mai sus sunt transformati la
BIM19 si apoi la tutun, utilizdndu-se
transformarea frunzei pe disc, conform
protocoalelor standard urmatoare.

Plasmidele sunt transferate la
Agrobacterium utilizandu-se transformarea
frunzei pe disc prin imperechere triparen-
tald. Agrobacteria este apoi purificata si
utilizata in experimentele de transformare
a frunzei pe disc. Un numar de 37 de
plante contindnd modulul de exprimare

10

15

20

25

30

35

40

45

50

28

CaMV-lacl si 38 de plante contindnd
constructia BAB-lacl sunt regenerate si
analizate pentru o exprimare relativa a lacl.

(1.4.]Analiza plantelor trasgenetice
pentru exprimarea lacl

Exprimarea genei lacl a fost moni-
torizata utilizandu-se analiza de tip Western
a proteinelor extrase. Extractele sunt pre- -
parate, iar proteinele recuperate pe gelu-
rile de poliacrilamida si pentru prepararea
analizei Western. Analizele au confirmat
exprimarea constructiei genei lacl in
plantele transformate. Nivelurile diferite
ale expresiei genetice lacl au fost observate
la diferiti transformanti independenti.
Rezultatele obtinute pentru plantele
transformate cu constructia CaMV-acl sunt
prezentate In tabelul IV de mai jos

Tabelul IV
Proba de planta Exprimarea lac
(intensitatea
bandei]

L1 -

L2 ++

L3 -

LS -

L/ -

L8 +++

LS +
L10 +
L11 -
L13 +
L14 ++
L15 -
L16 4+t
L18 -
L22 +/-
L23 -
L24 ++
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Tabelul 4 (continuare]

Proba de planta Exprimarea lac
(intensitatea

bandei)

L25 +

L26 +++

L27 +++

Le8 -

L29 ++++++

L31 ++

L32 ++++

L33 +/-

L34 +/-

L35 ++

L37 +

In acest tabel tabel - + ++++++ indicad
intensitatea bandei represorului lac din petele
Western.

Exemplul 4. (2.] Insertia operato-
rului lac in genele orientate

(a) Promotorul CAB la porumb

Promotorul CAB la porumb poate
fi gasit in plasmida pCAV48.1. si s-a
descoperit ca acest promotor poate dirija
exprimarea genelor straine in sistemul de
tutun cu exprimare trecatoare siin plantele
stabil transformate. Aceasta gena este,
de aceea, un excelent model pentru
demonstrarea controlului prin lac in niveluri
ridicate de exprimare, ceea ce se poate
obtine, atat in vitro, cat si in vivo. in al
doilea rand, promotorul CAB din alte
sisteme (grau, mazare si tutun) au fost
extensiv analizate in detaliu si raportate
in literatura de specialitate. Informatiile
publicate faciliteaza selectarea unor parti
convenabile pentru insertia operatoare.
in al doilea rand, p CAB48.1 este un
promator pentru porumb si utilizarea
acestui sistem este importanta pentru
demonstrarea aplicabilitati  prezentei
inventii la plantele monocotiledonate, cum
ar fi, de exemplu, porumbul, graul, orzul
si sorgul.
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(b) Insertia operatoare lac la
promotorul CAB la porumb

Lucrari relativ putine au fost rapor-
tate in ceea ce priveste caracterizarea
unor elemente importante cu actiune cis
a promotorului CAB. Astfel, s-a realizat
un computer de cercetare comparand
consensul elementelor de reglare inversa.
(UREs) a diferitelor gene de plante fata de
promotorul CAB. Asa cum s-a anticipat,
numeroase elemente de reglare inversa
putative UREs au fost gasite in ambele
fragmente ale promotorului CAB. Un
numar de partiuni patentiale pentru insertia
operatoare au fost selectate, astfel:

1. 5" al cutiel CAAT,;

2. Intre cutia CAAT si cutia TATA,;

3. In jurul cutiei TATA;

4. Intre cutia TATA si punctul de
start al transcriptiei si

5. Intre punctul de start al trans-
criptiei si punctul de start de translatie.

Se utilizeaza doua metode pentru
insertia operatoare lac in promotoul CAB
la porumb si anume:

(1) insertia in portiunile de restrictie
produse 1n mod natural;

(2) utilizarea reactiei PCR pentru
introducerea operatorilor in portiunile
selectate. Aceste metode sunt utilizate
pentru insertia operatorilor lacl in portiunile
selectate.

Metoda (1)

Analiza secventei promotoare arata
ca aceasta regiune nu contine multe parti
unice de restrictie. Totusi, doua parti pot
fi convenabile prin simpla reclonare a
regiunii promatorilor in diferiti vectori.

(a) Insertia intre TATA si TSP

Enzima de restrictie Pvull recunoas-
te o singura portiune in fragmentul Pstl
de 2,8 kb continand gena CAB. Portiunea
care se intinde intre elementul TATA si
punctul de start al transcriptiei (TSP} al
promotorului  CAB. Totusi, vectorul
pCAB48,1 contine numeroase portiuni
Pvull (in pUC19). De aceea, fragmentul
Pstl de 2,8 kb este clonat in filamentut
vectorului clonat pAT153 (caruiaii lipseste
o portiune Pvull], pentru a se obtine
pCABP1.

Secventele operatoare sunt inserate
in portiunea unica Pvull in pCABP1. Dupa
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secventializare, este posibil s& se deter- lac operator-2
mine care clond contine insertii operatoare 5-ATTGAGCGCTCACAATCAT G-3'
simple si tandem. Operatorul sintetic 3-GTACTAACTCTCGCGAGTGTTAS
simetric lac, necesar in aceasta lucrare Este important de notat ca asema-
este prezentat mai jos si acesta este 0 5 narile (a) si (b] in secventele operatoare
pereche de baze palindrom care este nu determind inserarea directa in ele-
analoaga cu operatorul mutant care leaga mentele de reglare putative, asadar
represorul lac de opt ori mai puternic activitatea promotorului este asemenatoare .
decat operatorul de tip obisnuit. find usor afectatd cand secventele sunt
lac operator-1 ) 10 inserate la intdmplare.
5-ATTGTGAGCGCTCACATT-3' Metoda (2]
(b) Insertia inversa a secventei CAAT Asa cum s-a aratat mai sus,
Metoda utilizata este urmatoarea: secventele operatoare pot fi inserate in
(i) pCABA48.1 este digerata cu Hinflll doua portiuni de restrictie convenabile.
care taie In exterior regiunea promotoare 15 Insertia in alte portiuni necesita alte
si in pUC18 care se taie in sens invers fata metodologii.
de portiunea unica Ncol si in regiunea Insertia intre TSP si codonul ATG
codificata. Astfel se obtine un fragment Aceasta insertie poate fi efectuata
Cu 0 portiune unica Sphl inversa a jumatatii utilizandu-se metoda PCR. Deoarece o
CAAT. 20  portiune unica Pvul se afla inchisa in regr-
(i) pUC18 este digerat cu Hindlll unea TSP, aceasta se utilizeaza ca punct
si BamHI si fragmentul promator din (1) de referinta pentru scopuri de subclonare.
de mai sus este inserat pentru a se obtine Materia prima pentru reactia -PCR- este
pCABp2. Digestia pUC18 cu BamHl pCABP1, astfel ca, pAT 153 CAB
indeparteaza portiunea simpld Sphl din 25 reprezinta vectorul promotor construit asa
polilinker. De aceea, pCABP2 contine o cum s-a descris mai sus. O oligonucleatida
portiune unica Sphl in care operatorii pot care se suprapune peste portiunea Pvull
fi inserati. sl care nu contine nict o0 modificare este
Operatorul utilizat in acest procedeu utilizatd pentru inceperea reactiei de la un
are secventa urmatoare: 30 capat:

CAB ologinucleotida-1

Puvli

5-GG CAGCTG CTGTGTTCTGTTATGAC-3'

Cea de a doua oligonucleotida se suprapune peste portiunea Ncol si contine secventa
operatoare mentionata in continuare
CAB QOligonuclegtida-2

Ncol Operatorul 1
5-GATAG CCATGG TGGCGGCAGCCATGTCG ATTGTGAGGCGCTCACAAT

~ATCAGATCGTAGCTCCTTICTGATGC-3'
CAB Oligonuclectida-3

Ncol Operatorul 1
5-GATAG CCATGG TGGCGGCAGCCATGTCG ATTGTGAGGCGCTCACAAT

Operatorul 2
- ATTGTGAGCGCTCACAAT ATCAGATCGTAGCTCCTTCTGATGC-3

Urmand reactia PCR, DNA nou utilizata. Aceasta cuprinde utilizarea unei
sintetizat este supus clivajului cu Pvull si oligonucleotide care se suprapune cu
Ncol. Fragmentul este apoi transferat partea unica a Xbal in promotorul CAB
pentru o digestie similard cu pCABP1 si impreuna cu nucleotidele operatoare
secventializat. O slaba diferentda de mentionate mai inainte. Digestia DNA prin
asemanare care elimina faza de clonare reactia PCR cu Xbal/Ncaol are ca rezultat

intermediara in pCABP1 poate fi asadar un fragment care poate fi direct clonat in
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pCG1 si pCG2. Totusi, fragmentul Xbal pana la Ncol din reactia PCR, este mult mai mare
decat fragmentul Pvull p&na la Ncol obtinut prin strategia de mai sus.

Insertia operator intre CAAT si TATA

Se efectueaza utilizandu-se reactia PCR.

CAB Nucleotida-4

Xbal

O'CCCAAACAG TCTAGA TATGTTICTC-3

CAB Nugcleotida-5

Pvull
5'-CAGAACACAG CAGCTG CCTTTTAAAC
-AGTTGGGTTTGGATAGCAGGTCATC-3'
CAB Nucleotida-6:

Pvull
5'-CAGAACACAG CAGTG CCTTTTAAAC

Operator 2

Operator
ATTGTGAGCGCTCACAAT-

Operator 1
ATTGTGAGCGCTCACAAT-

-ATTGTGAGCGCTCACACAAT AGTTGGGTTTGGATAGCAGGTCATC-3'

Urméand reactia PCR, DNA este
digerat cu Xbal si Puvl si clonat in pCABP1
similar digerat. Clonele sunt din nou
caracterizate prin secventare si orice DNA
apropiat este digerat cu Xbal si Ncol si
clonizatin pCG1 si pCG2. Structura bazica
a vectorilor este prezentata in figura 11.

Promotorul CAMV 355

S-a descopertt ca vectorul promator
mai slab 35S este un excelent receptor
pentru insertia secventelor de activare.

Cperatorul lac poate fi inserat in
acest vector, p-A-35S si odatd inserat
agentul de amplificare 35S este clonat 5'
invers operatorului lac.

Exemplul 5. (3] Controlul genei
exprimata prin represorul lac

(a) Controlul genei studiate expri-
mata in sistemul de exprimare tranzitorie

Plantele care exprima constitutiv
lac | transformatda cu p35lacl pot fi
preparate din protoplasti si utilizdndu-se
metoda descrisd mai sus; ele pot fi testate
pentru exprimarea proteinelor lac |
Constructille genetice mentionate pot fi
introduse apoi in protoplasti utilizandu-se
metode si protocoale standard. Protoplasti
din plantele netransformate pot servi drept
control. Un alt control poate fi efectuat
prin protoplasti din plantele care exprima
markerul GUS al genei, sub controlul
promotorului CAB fara insertille opera-
toare.
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(b} Inductia genei exprimate utilizand
IPTG

IPTG se poate utiliza pentru a
efectua represarea prin represorul lac.
Astfel, se formeaza un sistem genetic
comutator.

(c] Modularea exprimarii genei tinta

Interactiunile represor/operator
lac pot regla inferior exprimarea genei
marker in plante la diferite nivele. Acesta
este un efect important prin aceea ca pot
exista situatii in care un grad diferit de
reglare inferioara este necesar.

(d) Contraolul exprimarii genei tinta
in plante stabil transformate

Luénd n consideratie descrierea
de mai sus, represorul lac poate regla
inferior promotorul CAB care dirijeaza
exprimarea GUSin protoplasti, constructiile
de insertie opereatoare convenabile pot
fi transferate la plantele de tutun prin
metodele descrise mai sus. Plantele
regenerate pot fi incrucisate cu plante
exprimate lacl asa cum s-a descris mai
sus, care exprima represorul lac sub con-
trolul promotorului constitutiv CaMV35S.

Plantele pot fi construite asadar ca
sa exprime gena lacl sub controlul pro-
motorului CAB cu inductie de lumina, la
porumb. Aceste plante pat fi incrucisate
cu plante care contin gena marker GUS
din promotorul CaMV continand insertia
operatoare lacl.
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Insertia operatorilor multipli n
promatorul CAB

Utilizandu-se tehnici similare cu cele
descrise pentru insertia operatarilor simpli,
operatorii multipli pot fi inserati in pro-
moatorul studiat. Aceasta poate fi realizata
fie prin insertia unor copii multiple al ope-
ratorului la una din parti sau se utilizeaza
combinatia de fragmente a promotorului
in care operatorul este inserat la diferite
portiuni in promotor, obtindndu-se astfel
vectorii In care operatorii multipli sunt
localizati in multiple locuri in promotor.

Al doilea mod de realizare

In acest mod de realizare a metodei
de reglare a exprimarii genei se include
localizarea interioara sau insertia in gena
a secventei pseudo-operatoare si se
prevede o reglare a mutantului gemei
cuprinzand un represor avand o secventa
de aminoacid care se leaga la pseudo-
operator.

Celulele continand interactiunea
represoare si genele operatoare pot fi
izolate printr-o metoda care cuprinde
prepararea plasmidei recombinante
continand (1) Escherichia colilac operon,
care include lacZ, lacY si lacA ca tipuri de
gene si (2) o gena care include o proteinad
represoare, inserand aceasta plasmida
in gazda bacteriand si prin cultivarea
acesteia in prezenta ortonitrofenil-1-tio--
galactozidazei sau para-nitrofenil-1-tio-p-
galactozidazei si prin aceasta dezvoltarea
celulelor in care exprimarea genei lac nu
este reprimatd prin represor, mentionata
find molecula care este inhibatd in
dezvoltarea celulara in care legatura
represor/operator se produce fara a fi
inhibata si astfel se recupereaza celulele
la care caracteristicile de dezvoltare nu
sunt inhibate.

Represori mutanti pot fi utilizati sau
un pseudo-operator potential poate fi
inserat in regiunea operatoare a operonului
lac: pseudo-operatorul potential exogen
este preferabil de origine vegetala.

0 gazda bacteriana convenabila este
Escherichia coli

Astfel, exista mijloace de schimbare
a represorului de exprimare a genei
cuprinzand genele care trebuie inactivate.
Pseudo-operatorii sunt secvente de DNA
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care mentin simetria generald de diada
a operatorului dar care contine baze
constituiente diferite. Analiza computerizata
a secventelor cunoscute de DNA a genei
GPALZ a fasalei frantuzesti, printre multe
altele, a promatorului si genelor C-myc de
la mamifere, a revelat un numar de posibili
pseudo-operatori la diferiti represori .
bacterieni.

Plasmida pGALZ2 a fost depozitata
intr-o tulping de Escherichia coli DHS la
6 decembrie 1988 in Colectia Nationala
de Bacterii Industriale si Marine de la
Aberdeen, Marea Britanie sub numarul
de acces NCIB 40087.

Astfel, este probabil ca secventele
“pseudo-operatoare” sa poata fi gasite in
toate genele. In general, apoi, un pseudo-
operator este o secventa de DNA prezenta
intr-0 pozitie convenabild in gena, incluzand
o gena de planta la care represorul legat
va duce la inhibarea de exprimare a genei.

Plasmida pAD18 a fost depozitata
in conditiile Tratatului de la Budapesta, intr-
o tulpina de Escherichia coli DHS«, gazda
find Colectia Nationald de Bacterii
Industriale si Marine, Limited, Aberden,
Anglia, la data de 21 decembrie 1988 sub
numarul de acces 40096.

Plasmida pPS1 a fost depozitata
in conditiile Tratatului de la Budapesta intr-
o tulpind de Escherichia coli DHSa, n
Colectia Nationald de Bacterii Industriale
si Marine.

Procedeul este asadar aplicabil la
moleculele de proteine care conduc la o
crestere a activitdtii genetice, in special,
selectia de proteine represor/activator
care raspund la substantele chimice
specifice. Domeniile de legatura pentru
aceste substante chimice pot fi selectate
si manipulate in mod specific pentru a
permite generarea efectului chimic specific
proteind/DBNA in combinatiile care sunt
de uz biotehnologic, de exemplu, sub forma
unui pachet chimic de comutare utilizat
pentru controlul reglarii genetice a
plantelor prin aplicarea unui inductor chimic
exagen.

Mutatiile care afecteaza represorii
si aperatorii se produc in vivo. S-a aratat
ca represorii care au specificitatile de
recunoastere a DNA modificate, pot fi
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prelucrati in vivo. Procedeul depinde apoi
de abilitatea mutantilor represori rari de
comutare a genei letale conditionate prin
legarea la secventele pseudo-operatoare
pe care represorii nativi nu le pot re-
cunoaste.

Un mod de realizare al prezentei
descrieri de inventie va fi descrisa in
continuare prin ilustrarea urmatorului
exemplu, cu referire la desenele insctitoare
care reprezinta doud serii de plasmide
desemnate ca pPS si pAD si variantele lor.

Exemplul 6. Se demonstreaza
sistemul de selectie al prezentei descrieri
de inventie al fagului represor 434. Totusi,
in principiu orice alt represor poate fi
adaptat pentru acest sistem de selectie.

1. Sisternul de selectie

S-a desemnat un sistem de selectie
care poate fi utilizat pentru selectarea
mutantilor intr-o gama larga de sisteme
operator. Sistemul de selectie cuprinde
un set de plasmide si gazde asemanatoare
cu Escherichia coli, ca si un protocol de
selectie a substratului suicidic adaptat
pentru plasmide si gazde.

In forma sa finala, acest sistem
depinde de abilitatea mutantilor represori
rari pentru comutarea unei gene letale
conditionate prin legarea la un “pseudo-
operator”, la care insa nu se poate lega
un represor de un oarecare tip. Sistemul
de selectie descris mai jos contine
caracteristici care maresc frecventa unor
astfel de mutanti represori care trebuie
identificati in populatia finald celulara.

Procedeul de selectie este bazat
pe operatorul lac al Escherichiei coli si pe
utilizarea unui substrat suicidic de para-
nitrofenil-1-tio-p-D-galactozid  (TPNPG).
Operonul lac (care contine trei gene lacZ,
lacY si lacA) este controlat prin legarea
represorului lacl la secventa operatoare
lacQO, situata intre partea de start de
transcriptie si gena lacZ. Produsul genei
lacY, lactoza permeaza este responsabil
pentru absorbtia activa a lactozei si a
compusilor mentionati in citozolul in care
acestia sunt hidrolizati de céatre -
galactozidaza (produsul genei lacZ) pentru
a se forma galactoza si glucoza.

Sistemul de selectie pozitiva
exploateazd descoperirea faptului ca,
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dezvoltarea celulelor care exprima gama
lacY este selectiv inhibata in prezenta
TONPG sau TPNPG, praobabil printr-o
pierdere inutild a energiei metabolice in
transportul sau. Selectivitatea acestor
compusi a fost demonstrata a fi crescuta
cand se utilizeaza succinatul ca sursa de
carban. -

Selectia rational intarziata se ba-
zeaza pe abilitatea represorului 434 de
legare a secventelor pseudo-operatoare
inserate In promotorul cu exprimare dirijata
a casetei de gene lac. In absenta com-
plexului represor 434 /operator, operorul
lac va fi exprimat si in prezenta TPNPG,
se va obtine ca rezuitat, moartea celulelor.
Dimpotriva, in prezenta complexului, per-
meaza lacY nu va fi exprimata si substratul
suicidic TPNPG nu va fi capabil sa patrunda
in celule. In consecinta, in analiza finala,
pseudo-operatorul ales din secventa
naturala a genei plantei mentionate, se va
clona in portiunea Sall si se va combina
cu grupa genelor cuprinzénd represorii 434
in care anumiti aminoacizi in elicea a3 sunt
substituiti la intdmplare. Numai acele celule
care exprima represorul mutant care este
capabil de legare la pseudo-operatori si
in consecinta reprima exprimarea lacy,
vor fi selectati in prezenta TPNPG.

2. Plasmidele 2.1. Constructia
pAD18 si a derivatilor acesteia

0 serie de plasmide au fost
dezvoltate pentru utilizare Tn aceste
experimente. Prototipul utilizat este
pAD18, al carui desen este prezentat in
fig. 13. Acest vector este bazat pe un
replicon din pSC101 care este cunascut
a fi stabil mentinut in Escherichia coli si
a avea un numar mic de reproducere.
Aceasta este important deoarece
supraexprimarea proteinelor legate de DNA
poate avea efecte daunatoare asupra
dezvoltarii gazdei. Daca aceasta constituie
o problema in unele experimente, este de
dorit sa se transfere genele care contin
secventa pAD18 in vectorul bacteriofag
pentru insertie In genomul bacterian, ca
simpla gena de reproducere.

Secventa pAD18 are un reper
selectabil de kanamicind pentru mentinerea
in speciile de Escherichia coli.
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Secventa pAD18 contine asadar
operonul lac. Genele lacZ si lacY sunt
prezente sub controlul promactor /operator.
In operatorul lac, o portiune de restrictie
Sall a fost prelucrata, aceasta fiind utilizata
pentru insertia operatorului 434 sau a
derivatilor de pAD18, a operatorilor
mutanti 434 sau a “pseudo-operatorilor”
selectati. Aceasta portiune a fost astfel
pozitionata ca ea sa nu interfereze cu
exprimarea operonului lac din promotorul
lac prin obstacolele sterice cand represorul
este suficient sintetizat ca sa se lege la
operatorul clonat Ia acea portiune. Acele
baze au fost schimbate in portiuni de
restrictie Sall care sunt cunoscute ca
nefiind in contact cu RNA polimeraza.
Astfel, exprimarea operonului va fi
manipulata sub controlul represorului 434,
pAD18 care contine operatorul 434 de
un tip oarecare care este astfel prototipul
acestor serii de plasmide.

Secventa pAD18 contine o gena
rezistentd la tetraciclind, in care gena
represoare de tipul 434 sub controlul
promotorului lacUVS poate fi inserata
pentru un nivel superior de exprimare.
Acest vector este denumit pPS1. In
continuare sunt descrisi alti derivati.

In alt vector, represorul 434 a fost
modificat astfel ca secventele Kpn1 si Not1
sa fie introduse pe portiunea de DNA
legata la elice, iar secventa nativa de amino
acid in aceasta regiune a fost pastrata.
Este asadar posibil sa se insereze in
aceasta gena represoare 434, la intdm-
plare, oligonucleotide care vor genera
molecula represoare 434 care exprima
domenii de legatura cu DNA modificate,
sistemul de selectie care utilizeaza
substratul suicidic va permite apoi selectia
acelor mutanti represori 434 care se leaga
la pseudo-operatori”. In unele circumstante,
se va face referire la presiunea de
selectare pentru izolarea mutantilor
represori. Cu toate acestea, sistemul asa
cum se prezinta, este dependent de
raportul exprimare/represie a permeazei
lacY pentru izolarea mutantilor represori.

Astfel, exista portiuni convenabile
clonate in pAD18 si derivati ai acestora
pentru insertia genelor operatoare sau
represoare. Operatorii pot fi clonati in
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vectori precursori ai pAD18, in special,
pEW283, din care operatorul care contine
fragmentele EcoR1 pana la Pst1, poate
fi apoi excizat si clonat in fragmentele
EcoRL si Pst1 digerate pAD18 (vezi fig.
13).

Unul din obiective este acela care
arata ca& exprimarea opercnului lac .
efectuata prin plasmide asa cum s-a
descris mai inainte, ar putea fi controlata
prin interactiunile represor 434 /operator.
Pentru a demonstra aceasta, trei plasmide
sunt construite, in care operatorii 434
realizati de pAD16, 17 si 18 sunt
combinati cu gena 434cl de tip obisnuit,
pe pAD15.2. Fragmentul mare Xhol /Sst1
(9.4 kb) din pAD15,2 a fost purificat si
legat la fragmentul mic Xhol/Sst1 (3,7
kb} purificat din pAD16, 17 si 18 pentru
a forma plasmidele pPS2, pPS3 si
respectiv pPS1. Analizele de restrictie a
plasmidei DNA este izolata din diferiti
tranformanti, din fiecare legatura care
arata ca, toate plasmidele pPS au o
structura generald prevazutd. Structura
acestor plasmide este aratata in fig. 13.

Integritatea operatorilor efectuata
prin pAD si plasmidele pPS a fost
controlatd prin secventializare. Initial
aceasta s-a obtinut prin izolarea a
aproximativ 200 perechi de baze din
EcoRl/fragment Pstl care formeaza totalul
promotorilor lac si capatul 5' al genei lacZ
din fiecare din plasmidele pAD si pPS si
subclonarea lor in palilinkeri ai M13mp18.
Modelul cu o catena este purificat si
secventializat conform  protocoalelor
standard. In mod alternativ, acest proce-
deu laborios de subclonare este evitat prin
utilizarea secventializarii  plasmidelor.
Aceste analize aratad ca secventa opera-
toare potrivitd 14 mer este prezentd in
portiunea Sall in toate plasmidele relevante.
Prezenta altor caracteristici frapante ale
promotorului lac a fost, asadar, confir-
mata.

2.2. Plasmidele pPS care codifica
represorii 434 functionali

Pentru vizualizarea represorului 434
produs prin pAD15,2 si plasmidele pPS,
extractele totale de proteine sunt
preparate din culturi mid-log dezvoltate in
conditii selective. Continuand electroforeza
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in gel de poliacrilamida si colorarea cu
albastru briliant Coomassie (G250)nici o
proteinad care corespunde dimensiunii
represorulul, nu s-ar putea observa in mod
specific in specile care contin gena 434cl.
Totusi, alte experimente au aratat ca 1
Hg din represorul purificat este vizibil numai
utilizand aceasta tehnica relativ, insensibila.
De aceea, pentru detectarea represorului
343 in cantitatea extrasa, se utilizeaza la
nivelul de exprimare de cel putin 1% din
proteinele totale celulare asa cum ar fi
necesar. Baza altor proteine de dimensiuni
similare face asadar, dificild detectarea.
In cosecinta, se utilizeaza o tehnica de
absorbtie Western mult mai sensibila.
Primul anticorp necesar pentru detectarea
represorulul 434 prin metoda de absorbtie
Western este preparat prin injectarea la
lepuri a unui represor purificat intact 434.
Specificitatea acestui antiser paliclonal a
fost demonstrata utilizandu-se represorul
purificat si extractele tulpinilor de Esche-
richia coli cu gena 434cl nutritiva. La solutii
diluate ale antiserului au fost detectate
diferitele proteine obtinute din extractele
bacteriene, incluzand represorul 434. Cu
toate acestea, o diluare in continuare a
antiserului rezultat numai in represorul
434 ramane detectabila, specificitatea
maxima fiind observata la dilutii cuprinse
intre 1,/10000 si 1,/20000.

Sensibilitatea tehnicii de absorbtie
Western utilizadnd aceasta preparare de
anticorpi si tehnica de detectare a peroxi-
dazei conjugate de ridiche, se evalueaza
prin extractele de celule brute “tintuite”
de 63000Alac4168 care nu contin gena
434cl, cu diferite cantitati de represor
purificat. In conditii standard, 5ng represor
in B0 pg de extract ar putea fi in mod real
detectate, aceasta sensibilitate corespun-
zand la un nivel de exprimare de 0,01%
din totalul proteinelor celulare.

Utilizadnd acelasi anticorp primar
in tehnica de absaorbtie Western pentru
tulpinile purtatoare de 6300Alac4169
testul plasmidelor, duce la concluzia ca
celulele de depozitare pentru pAD15.2,
pPS2 si pPS3 sintetizeaza toate represor
434. Determinarea intensitatilor relative
ale benzilor obtinute, utilizandu-se un den-
simetru analizor, aratd ca toate patru
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speciile, contin aproxiamtiv 0,4% din totalul
proteinelor celulare, ca represaor 434.

In final, abilitatea represorului 434
de legare a secventelor operatoare de tip
abisnuit, este determinatd in analiza
functionald utilizdndu-se bacteriofagul
434cl, 434vir si icl. In ciclul de viata a
acestor fagi, legarea represorului apropiat -
la operatori in promotorul P, reprima
transcriptia genelor responsabile de liza
celulard. In consecintd, celulele care
sintetizeaza endogen represorul cl, sunt
imune la lizad prin fagul corespunzator,
datorita inhibarii genei litice exprimate deja
prin represorul existent. Deoarece fagul
mutant cl este incapabil de sintetizare a
represorului, fenotipul litic dupa infectare
cu acesti fagi, este diagnosticat pentru
absenta represorului in celula gazda.
Operatorul P; @ mutantului fagului vir a
redus afinitatea pentru represor, cu
consecinta ca la nivele scazute de represor
endogen, acest fag este litic, pe cand la
concentrati mai mari ale represorului,
suprainfectarea este inhibata.

Rezultatele incrucisarii liniare a
acestor fagi cu tulpinile testate arata ca
celulele de depozitare ale plasmidelor pPS
sunt imune la suprainfectare cu 434cl si
respectiv 434vir, dar sunt sensibile la Acl.
Tulpinile care poarta alte plasmide pAD
sunt sensibile la toti trei fagi. Aceasta
indica clar ca, celule care poarta plas-
midele pPS sintetizeaza niveluri ridicate
de represori 434 care sunt functional
capabili de legaturi cu operatorul si care
inhibd trasncriptia de la P,. Mai mult decat
atat, specificitatea acestei interactiuni
represor/operator este demonstrata prin
incapacitatea represarului 434 de a lega
operatorii Acl, care au o secventd diferita
de cea a represorului 434, rezultand din
liza celulara .

In rezumat, toate trei plasmidele
pPS sunt determinate a fi de constructie
corecta, pentru a purta secventa opera-
toare 434 asteptata si de a sinteriza
represorul functional 434.

2.3. Imbunatatirea vectorului

Asa cum s-a indicat mai sus, 0
proportie din populatia de pAD si plasmida
continuta in tulpinile mentionate, formeaza
colonii albe dupa selectie. Mai mult decét
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atat, s-a observat ca, daca tulpinile care
contin aceste plasmide se pastreaza pe
medii selective timp de cateva luni, cand
este necesara subcultivarea, proportia de
colonii albe in populatie, creste.

Se presupune ca aceste colonii albe
poarta plasmidele in care o parte din toti
operonii lac sunt trasnformati sau stersi.
Metoda uzuala de minimalizare a acestor
probleme este de a utiliza o tulpinad de
recombinare deficientd. Mai mult decat
atat, combinatia de alele Alac41639 si
recASE face tulpina inviabila in prezenta
TPNPG, mativul fiind inca neclar. De aceea,
atentia este indreptatd catre o sursa
probabila de schimbari recombinatorii. Este
de notat ca promotorii de exprimare a
operonului lac si gena represorului 434
in plasmidele pPS sunt ambele derivate
din promotorul lac si in consecintd
secventele sunt foarte similare. Recom-
binarea intre aceste secvente ar rezulta
in stergerea operonului lac rezultand c3,
secventele de origine si gena rezistent3
la kanamicina trebuie s& rdmana in conditii
- selective impuse.

In timpul constructiei de pAD15.2,
gena 434l este transferata de la plasmida
pRP42 la fragmentul Sau3A de 1kb.
Codoul de stopare a represorului 434 citit
mai inainte coincide cu portiunea Sau3A
la partea din dreapta a acestui fragment,
si in consecinta gena clonata in pAD15,2
nu poarta vreun semnal terminal de
transcriptie. Mai mult decat acest
fragment Sau3A poarta asadar un rest
de pBR322, incluzand promotorul genei
rezistente la ampicilind. De aceea, pentru
a rectifica aceste probleme, se maodificd
secventa codificata 434cl in ambele
sensuri de actiune, ascendent si descen-
dent. Regiunea ascendenta este inlocuita
cu promotorul triptofan si secventa de
consens Shine-Dalgarno uzeaza oligonucleo-
tidele corespunzatoare. Aceste elemente
previn recombinarea intra-plasmatica si
se separa promotorul genei rezistenta la
ampicilind. Terminatorul rrn T1 este
asadar introdus la capatul 3' al secventei
codificate 434cl pentrtu terminarea tans-
criptorilor genei 434cl. Acest terminator
rho-independent este ales deoarece
activitatea sa de terminare bi-directionala
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raportata va evita orice distrugere a
expresiei 434cl din transcriptorii de
opozitie initiati oriunde in vector ca si
transcriptorii de terminare 434cl.

2.4. Constructia plasmidei pTP1

Oligonuclectidele sunt utilizate
pentru introducerea secventei promotoare
trp de tip obisnuit la un loc cu secventa .
consens Shine-Dalgarno (AGGAGGT) cinci
perechi de baza ascendente ale genei
434cl in portiunea initiala translationala.
Acest interval duce la o activitate
translationala maxima a genei 434cl.
Datorita lipsei portiunilor de restrictie
convenientd la startul genei 434cl sunt
utilizate perechile de baze in numar de 33
ale portiunii EcoRl din interiorul secventei
cadificate. Aceasta duce la necesitatea
includerii capatului 5'in regiunea codificata
in oligonucleotida. Secventa necesara are
0 lungime de 126 perechi de baze si este
astfel construita din patru oligonuclectide
suprapuse. Urmand normalizarea acestor
oligonucleatide, fragmentul duplex de 126
perechi de baze este izolat si clonat in
vectorul pUC19 clivat EcoRI. Urmand
selectia transformantilor pe mediul care
contine ampicilina si BCIG, DNA din
diferitele colonii albe este secventializat
utilizéndu-se protocoale de secventializare
a plasmidelor. Aceasta structurd confir-
mata a secventei de promotor este cea
asteptata.

2.5. Constructia de pTT1

Secventa terminatorului rrn R1 are
0 lungime G=C cu o structura bogata a
tulpinei flancata prin lungimea A=T cu
regiuni bogate, facand un terminator
puternic pentru transcriptori in ambele
sensuri. Datorita naturii repetate invertite
a secventel, aceasta s-a inserat utilizandu-
se patru oligonucleotide rezolvand orice
problema de autonormalizare in fiecare
filament. Oligonuclectidele sunt normalizate
in perechi si fragmentul rezultat de DNA
dublu catenar este izolat separat si ligat
la EcoRIl/Hindlll clivat la DNA pTP1, inainte
de tranformarea celulelor rezistente la
ampicilind. Secventa structurii terminatoare
INnserate a fost stabilita.

2.6. Constructia plasmidei pTRT1

Sursa genei 434cl care trebuie
clonatd alaturi de promotorul trp, este
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plasmida pRP42-76. Mutatiile atone au
fost introduse utilizdndu-se mutageneza
in vitro pentru crearea portiunilor de
restrictie pentru Kpnl si Xmall pe celalata
portiune a secventei codificate pentru
elicea de recunoastere alfa3. Aceata va
permite ulterior introducerea aligonucleoti-
delor in care anumite codoane in elicea
alfa3 au fost mutate la intémplare. Frag-
mentul EcoRl/Sau3A (aproximativ 600 de
perechi de baze) poarta gena 434cl izolata
si clonata in EcoRl/Bglll clivat pTP1.
Aceasta schimba 434cl citit deschis exact
in fata si codonul translational de stopare
este retinut in jonctiunea Sau3A/Bdlll.
Odata izolata, caseta trpP-434cl-rrnT1
este clivatd spre exterior utilizdndu-se
portiunile BamHI in palilinkerii introdusi la
unul din capetele casetei si se utilizeaza
pentru inlocuirea genei existente 434cl
in plasmidele pAD si pDS.

Secventa promotorului trp utilizata
pentru constructia pTRT1 este legata prin
represorul trp in prezenta triprofanului
pentru inhibarea trasncriptiei. Portiunea
de legatura pentru acest represor este
intentionat retinuta in vederea faptului ca
exprimarea genei 434cl poate fi controlata,
daca este necesar intr-un viitor experiment.
Totusi, in vederea permiterii sintezei
convenabile a represorului 434, speciile
vor fi construite astfel, incat gena trp R
a fost eliminata din cromozomi.

3. Protocolul de selectie. 3.1.
Selectia prij utilizarea TONPG

Un protocol de selectie TONPG
(orto-nirofenil-b-tiogalactozida) este desem-
nat astfel ca sa se permita selectia pentru
clonele in care un represor mutant se
leaga acum de operatorul mutant 434
rezultand in reprimarea expresiei lacY (de
exemplu, selectia prin reprimarea inhibitiei
conditionale].

TONPG inhiba dezvoltarea celulelor
de Escherichia coli care se exprima prin
gena permeazei lac. Lucrari efectuate mai
fnainte cu o simpld reproducere lacY +
Escherichia coli indica faptul ca aceste
celule sunt sensibile la maxim la TONPG
500 pana la 1000 pg/i cand are loc
exprimarea lacY in mediul minim de suc-
cinat. Experimentele mixte arata ca TONPG
ar putea fi utilizate pentru selectarea
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celulelor lacY din amestecuri de populatit
lacY+/-. Aceste experimente sunt repetate
cu plasmidele lacY + si lacY - pAD. Selectia
TONPG va actiona numai in gazda lac de
Escherichia coli. Gazda preferata este
descrisa mai departe. Cele mai bune
rezultate ale testarii sunt obtinute n
culturile lichide, dar acestea se pot efectua .
si pe placi cu agar. Selectia pe mediu solid
se testeazd mai bine cu galactozida
analoga diferita, para-nitrofenil-beta-
tiogalactozida (TPNPG). Utilizandu-se
TONPG in culturile lichide si pe discurile
cu TPNPG, selectia normala se abtine la
o imbunatatire cu 6 log a plasmidelor lac-
pAD prezente in populatia initiala.

3.2. Gazda Escherichia coli

(Gazda bacteriana a fost astfel
selectatd ca sa se permita selectia prin
TONPG. Aceasta necesita abilitatea gazdei
de a se dezvolta intr-un mediu minim de
succinat. Gazda speciala utilizata in acest
exemplu este una din care operonul lac
intreg a fost eliminat lacA4129. in orice
caz, alte gazde mutante corespunzatoare
pot fi utilizate, de exemplu laci, lacY". O
tulpind potrivita a fost construitd de la
tulpina W1485 (CGSC6300) derivata care
a fost stearsa pentru intregul operon lac,
utilizand transductia transpunerii inlantuite
P,.

3.3. Selectia utilizand TPNPG

Pentru testarea abilitati TPNPG la
selectia celulelor lac” din celulele de baza
lac*, se amesteca experimentele cu
culturile de B3oclac’ si derivatii acesteia
Alac4169 care sunt perfomati. Aceste
specii sunt dezvoltate in faza mid-log in
prezenta a 1mM IPCT pentru introducerea
exprimarii operonului lactozei. Doua culturi
sunt amestecate in diferite proportii inainte
de dilutille corespunzatoare pe discurile
contindnd cantitdti minimale de saruri
succinati, aceste discuri contin 1 mM IPTG
si 50 pg/1 BCIG, ambele cu si fara TPNPG.

Experimentele initiale arata ca o
cantitate de 500 pg/ml TPNPG este o
cantitate capabild pentru retardarea
dezvoltarii celulelor lac’, permitandu-se
formarea coloniilor mici albastre dupa un
timp de 48 h la temperatura de 28°C.
Totusi, aceata baza este eliminata in
prezenta a 1 mg/ml de TPNPG, rezultand
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in niciuna din celulele lac* de pe discuri
(peste 7 x 107} find capabile de formarea
colonilor albastre (vezi tabelul V). In
contrast cu acestea, aceasta concentratie
de TPNPG nu afecteaza notabil viabilitatea
celulelor lac. Aceasta demontreaza
puterea mare de selectivitate a celulelor
TPNPG in raport cu lac*, chiar atunci cand

48

gena lacY este cromozomiald si aceasta
la un numar scazut de copieri. In acest
sens, numarul ridicat de copieri permite
astfel cresterea nivelului de exprimare a
genelor lac pe plasmidele pPS care ar
rezulta printr-o crestere vasta a energiei
luate pe TPNPG, facand astfel omorarea
celulelor lac* mult mai efectiva.

Tabelul V-
Abilitatea TPNPG pentru selectionarea celulelor lac dintr-o bazd de celule lac*
Gradul aproximativ al celulelor Coloniile formate per mililitru
de pe discuri -TONPG +TONPG
lac-:lac+
alb albastru alb albastru
1:102 1,1x102 2,0x104 1,2x10 0
2
1:103 1,3x102 2,0x105 1,2x10 0
2
1:104 N.D. 1,8x106 1,1x10 0
2
1:105 N.D. 1,5x107 1,1x10 0
2
1:5x 105 N.D. 7.0x107 1.2x10 0
2
n care N.D. = nedeterminabil.

Efectul TPNPG pe celulele supravietuitore 6300Alac4169 purtand diferite plasmide pAD
si pPS este testat prin dilutii potrivite pe discuri din culturile de medii asa cum s-a descris
mai inainte. Aceste rezultate din doua experimente arata ca toate plasmidele rezultd din
formarea coloniilor albastre si albe in prezenta TPNPG, nefiind detectate inca nici o colonie

alba in absenta sa (vezi tabelul VI).

Tabelul VI
Plasmida Colaniile per mililitru
purtatd -TONPG +TONPG
alb albastru alb albastru
Expt +1
- 2,8 x 108 0 3.0 x 108 O
pAD16 N.D. 3.5 x 108 1.2 x 103 2,0 x 103
pAD17 N.D. 2,3 x 108 1.3 x 104 1.6 x 103
pAD18 N.D. 2,3 x 108 2,3 x 103 2,2 x 103
pPS1 N.D. 3.8 x 107 2,0x 104 2,7 x 107
pPS2 N.D. 7.2 x 107 7,0 x 102 4,8 x 107
pPS3 N.D. 5,6 x 106 2,0x 104 2,0 x 101
Expt + 2
- 1.3 x 108 0 3,0 x 108 @]

pAD16 N.D. 2,8 x 108 1.1 x 104 4,2 x 102
pAD17 N.D. 3.4 x 108 6,7 x 103 5.9 x 103
pAD18 N.D. 2,7 x 108 4,1 x 103 2,5 x 103
pPS1 N.D. 4,2 x 107 8,5 x 103 1.2 x 107
pPS2 N.D. 8,4 x 107 5,2 x 103 1.6 x 107
pPS3 N.D. 5,8 x 107 5,7 x 103 6,3 x 101

N.D. = nedeterminabil.
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Asa cum deja s-a abservat, toate
plasmidele pAD si pPS dau colonii albastre
pe medii care contin BCIG, respectiv in
prezenta interactiunilor 434 repre-
sor/operator. De aceea probabil, coloniile
formate trebuie sa rezulte din celulele care
poarta plasmidele care au fost trasnfor-
mate si eliminate pentru a reda celulele
efective lac’. Frecventa relativ scazuta cu
care aceste colonii albe se produc
(aproximativ 10° din celulele de pe placi)
arata ca, pe mediul lipsit de TPNPG,
acestea ar ramane nedetectate in majori-
tatea coloniilor albastre. Analiza plamidelor
depuse in celule cum ar fi cele din coloniile
albe releva deletii (asa cum s-a mentionat
mai sus)j.

In prezenta TPNPG frecventa
colonillor albastre formate din speciile care
poarta pAD, este redusa la 10° pana la
10°. Aceasta reprezinta distrugerea prin
TPNPG a majoritatii  populatiei care
adaposteste operonul lac nerepresat.
Specia care poarta pPS3 este asadar
distrusa de un lant similar in prezenta
TPNPG, asa cum era de asteptat dupa
cum s-a aratat deja ca represorul 434
este incapabil de inhibare a transcriptiei
genelor lac n aceasta plamida. Totusi, in
toate cazurile, un numar rezidual de colonii
albastre sunt obtinute in prezenta TPNPG,
la o frecventd de aproximativ 10° din
celulele de pe placi. Se prevede ca, aceste
colonii reprezinta in primul rand celule care
adapostesc plasmidele mutanti lacY",
deoarece s-a demonstrat deja ca puterea
de selectivitate a TPNPG este suficienta
pentru a distruge vasta majoritate a
celulelor de pe placi, ramanand totusi
celulele lac*. Deoarece experimentele de
mai inainte nu au nici o indicatie privind
frecventa superioara de mutatie pentru
gena lacY marginita cromozomal, se
presupune ca recombinantul intraplasmatic
este responsabil de numarul de mutanti
aparent ridicat. In lucrarea mentionatd mai
inainte, s-a indicat ca aceste plasmide sunt
expuse la instabilitate in tulpinile rec’ si ca
tulpina 6300Alac4 169 recAS6 care ar
putea fi utilizatd pentru prevenirea unei
astfel de recombinari, este inviabila pe
TPNPG. Cu toate acestea, in contrast
puternic cu alte tulpini,majoritatea vasta
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a acestor celule continand pPS1 sau pPS2
supravietuiesc in prezenta TPNPG, numarul
de colonii albastre fiind redus de numai
2...5 ori, aceasta reducere fiind cel putin
pentru pPS1. Acest fapt se coreleaza clar
cu reducerea emfaticd in activitatea f-
galactozidazei si de aceea este asadar de
presupus ca exprimarea lacY a fost deja .
demonstrata pentru aceste plasmide. De
aceea, concluzia importanta care poate
fi trasd este aceea ca interactiunea intre
represorul 434 si operatorul sau cunoscut
este capabil de a reduce exprimarea genei
lac in masura suficienta pentru a permite
ca majoritatea celulelor sa supravietuiasca
procedeului selectiv.

4. Selectia represorilor specifici
modificati.

4(a] Selectia represorului modificat
434

Gena 434 care a fost modificata
pentru facilitarea mutagenezei randomizate
a represorului 434 legénd domeniul de
insertie si oligonucleotidelor randomizate,
a fost descrisa in Wharton si Ptashane,
Nature 316, 601-605. Gena represoare
434 a fost mutatd prin introducerea
clivajului la portiunea enzimei de restrictie
Kpnl si Notl pe alta portiune a elicei de
recunoastere a DNA, in timp ce se
conserva secventa de aminoacizi nativa.
Seriile de oligonucleotide au fost sintetizate
cu capetele coezive corecte si continand
mutatii cu diferite frecvente distribuite
randomizat prin elicele alfa de recunoas-
tere a DNA. Aceste oligopamestecuri au
fost clonate intre capetele coezive Kpnl
si Notl ale genei represoare madificate.
in mod alternativ, secventa “dirty oligo”
asemanatoare a fost utilizatd pentru
generarea oligpamestecului cu substitutii
de baza in poziti corespunzatoare din
domeniul de legatura al DNA.

4(b) Selectia represorului 434
modificat prin recunoasterea pseudo-
operatorului gasit in genele plantei

Un pseudo-operator produs in mod
natural a fost utilizat pentru selectarea
represorului maodificat. Orientarea n acest
experiment a fost catre gena GPAL2 din
fasolea frantuzeasca, clorofila a/b care
leaga gena proteinei din porumb si altele.
S-a identificat prin analiza computerizata,
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ca diferiti pseudo-operatori potentiali 434
au fost localizati in regiunea genei GPAL2.
Aceste regiuni ale promatorului GPLA2 au
fost utilizate pentru selectionarea unei
specificitati madificate a represorului 434.
Secventele “pseudo-operatoare” sunt
inserate in regiunea -10 pana la -35 a
promotorului lac care dirijeazd genele
lacZ/lacY. Oligonucleotidele patate sunt
inserate in regiunea genei represoare 434
si amestecuriule sunt transformate in
Escherichia coli 6300. Protocolul de
selectie este aplicat si coloniile sunt izolate.
Utilizdndu-se tehnici microbiologice si
tehnici moleculare, s-a demonstrat ca
mutantii represori pot fi selectati in acest
scop. Caracterizarea genei represoare a
fost facuta prin analiza secventiala a DNA
si prin studii de legaturd pentru deter-
minarea puterii legaturii represorului.

In sumar, apoi prezenta descriere
de inventie se refera la un sistem de
selectie cuprinzand tulpinile bacteriene si
plasmidele preferate si un protocol de
selectie a substratului de sinucidere
sensibil. Acest sistem de selectare poate
fi utilizat pentru selectarea represorilor
cu modificari specifice. Prezenta descriere
de inventie cuprinde si prevederea
exprimarii genei de contral in organismele
respective prin represorii cu madificari
specifice. Singura solicitare pentru aceasta
metoda de control a exprimarii genei 0
reprezinta secventa de DNA a genei tinta,
indentificarea “pseudo-operatorilor” fiind
o secventd de DNA care seamana cu
secventa operatoare normala si un sistem
de selectie care permite selectarea
represorilor capabili de legare la acesti
“pseudo-operatori”.

Exemplul 7. /ll. Secventele genei
specifice ale florilor masculine

Acest modul contine polinuclectidele
aratate in fig. 17, 18 si 19 care sunt
specific exprimate in tesutul florii
masculine.

Plasmida pMS10 intr-o tulpina de
Escherichia coli R1 ca gazda, continand
secventa genei aratata in figura 17, a fost
depozitata la Colectia Nationalad de Bacterii
Industriale si Marine la data de 9 ianuarie
19839 sub numarul de acces NCIB 40098.

Plasmida pMS14 intr-o tulpina de
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Escherichia coli DHS5« ca gazda, continand
secventa genei de control aratata in fig.
18, a fost depozitata la Colectia Nationala
de Bacterii Industriale si Marine la data
de 9 ianuarie 1983 sub numarul de acces
NCIB 400S8S.

Plasmida pMS18 avand ca gazda
0 tulpina de Escherichia coli R1 continand .
secventa genei de control aratata in fig.
19, a fost depozitata la Colectia Nationala
de Bacterii Industriale si Marine la data
de 9 ianuarie 1989 sub numéarul de acces
NCIB 40100.

lzolarea si caracterizarea acestor
secvente de cDNA si utilizarea acestor
secvente de cDNA ca probe moleculare
pentru identificare si pentru izolarea
secventelor genomice corespunzatoare,
se va descrie in continuare.

Clonele care poarta secventele
genomice si prepararea unei casete
promotoare dintr-una din clonele ilustrate
mai sus, utilizeaza variante si tehnici care
pot fi aplicate in maod egal la una din aceste
clone. Mai mult decat atat, este descrisa
prepararea unui promotor de fuziune
pentru gena reporter si transformarea
acestei constructii n speciile de testare.

In afara de cazul in care se specifica
altfel, toate manipularile de acid nucleic
sunt facute prin procedee standard
descrise in Sambrook, Fritsch si Maniatis
Molecular Cloning: A Laboratory Manual
Editia a doua, 19889.

Exemplul 8. 7./zolarea si carac-
terizarea cDNA specific florii masculine
la porumb

Pentru a clona molecule de cDNA
in genele care sunt exprimate n florile
masculine de porumb, s-au construit doua
colectii cDNA. La porumb, florile masculine
sunt purtate de o inflorescentd care
termina tulpina principald. Colectia 1 este
preparata din poli(AJRNA din intreaga
inflorescenta de porumb care poartd
anterele meiactice timpurii (mai multe
meiocite in profaza meiotica timpurie) si
colectia 2 din poli{A)J+RNA din intreaga
inflorescenta care poarta anterele meictice
tarzii (predominant stadiile de diada si
tetrada timpurie}. Fig. 14 reprezinta
procedeul de selectie a colectiei utilizate
si care produce cinci maolecule de cDNA
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MFS meiotice timpurii unice si un cDNA
meiotic tarziu unic. Clona PMS3, un cDNA
partial cu 120 perechi de baze, izolat prin
procedeul de selectie diferentiald a fost

a4

mostre de inflorescente, timpurie si tarzie.
Moleculele mRNA care corespund la acesti
cDNA nu sunt complet specifice florilor
masculine si sunt detectate la nivele

utilizata ulterior ca o proba de hidridizare 5  considerabil scazute in frunze (pMS10 si
pentru izolarea clonei PMS18 corespunza- pMS18]) sau in frunze, stiuleti si radacini
toare pana la o lungime aproape completa. (pPMS1, pMS2 si pMS4) asa cum este
Tabelul VIl de mai jos insumeaza mentionat in tabelul VII. In contrast cu .
cateva caracteristici pentru fiecare din pMS14, mBNA este gasit numai la RNA
aceste clone de cONA. Exprimarea mole- 10 meiatic intdrziat si nu este detectat in
culelor mRNA pentru cinci cDNA MFS frunze, stiuleti sau radacini.
izolate din colectia meiotica timpurie, este
determinatd tn BNA izolat din ambele
Tabelul VI
pMS1 pMS2 pMS4 | pMS10 { pMS14 | pMS18
Colectia 1 1 1 1 1 2 1
Dimensiunea insertiei 2 750 500 720 1350 620 940
Dimensiunea mRNA3 900 950 850 | 1600 900} 1100
Specificitatea organului 4 + + + ++ +++ ++
Exprimarea ferestrei 5 E/L E/L E/L E/L L E/L

Tabel legenda

1. lzalate din colectia 1 cONA (meiotic timpurie) sau din colectia 2 [meiotic intarziat).

2. Dimensiunea aproximativa in perechile de baza
3. Dimensiunea aproximativa in nucleatide

4. + = exprimata in inflorescenta si la niveluri muit mai scazuta in frunze, stiuleti si radacini.
++ = exprimat numai in inflorescenta si la niveluri mult mai mici n frunze.

+++ = exprimat numai n inflorescenta.

5. E/L = mRNA prezent in RNA, atat din inflorescenta meiotica timpurie, cat si din cea tarzie.
L = mBNA prezentd numai in BRNA din inflorescenta meiotica tarzie.

S-a examinat exprimarea genelor
corespunzatoare la aceste molecule de
cDNA in timpul dezvoltarii inflorescentei
utilizandu-se hibridizarea punctata (fig. 19).
Aceastd analiza punctata este generata
prin legarea totala a RNA la nitroceluloza
urmand hibridizarea la pMS a moleculelor
de cDNA radiomarcate. Toate filtrele sunt
expuse la filmare timp de 48 h, la o
temperatura de -70°C, exceptand pMS10
care este expus timp de 168 h. Lungimea
inflorescentei din fiecare proba, este astfel:
A2 cm; B=2...5 cm; C=5...10 cm;
D=10...15cm; E=15...20cm; F=20...30
cm si G=20...30 cm. Barele solide din fig.
15 arata stadiul de dezvoltare relativ la
microsporaogeneza in fiecare din probe:
PM = premeioza; M = meioza; IP = polen
imatur st MP = palen matur. Moleculele
de mRNA meiatic timpuriu (pMS1, 2, 3,
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10 si 18) acumulate foarte devreme in
dezvoltarea inflorescentei o micsoreaza
in acest caz cu 2 cm in lungime. Nu s-a
analizat exprimarea meristemelor florare
inainte de aceasta faza.

Aceste molecule de mRNA persista
prin fazele de antera meiotica si apoi sunt
in declin in granulele de polen matur. In
contrast, mRNA meiatic intarziat al pMS14
nu este detectat in inflorescenta cu
lungime mai mica de 5 cm,dar are loc o
crestere dramatica la celulele sporogene
ale anterei intrate in meioza (fig. 15). Ca
si moleculele de mBNA meiotic timpuriu
mRNA din pMA14 scade abrupt in polenul
matur acumulat in antere (fig. 15).

Aceste date arata ca, controale
temporale diferite ale exprimarii genelor
se produc in timpul dezvoltarii florilor mas-
culine la porumb. Aceste controale ale
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caror programe de acumulare pentru

molecule de mRNA meiatice timpurii sunt
probabil foarte similare, contrasteaza
marcant cu cele de reglare aparenta si
acumulare a mRNA meictic tarziu pMS14.
Atat moleculele de mRNA meiotic, timpuri,
cat si cele tarzii sunt implicate in procesul
de dezvoltare care se produce inainte de
acumularea granulelor de polen matur.
Este clar ca acestea nu implica fazele tarzii
de dezvoltare a anterelor cum este
dehiscenta nici moleculele de mRNA care
sunt acumulate in polenul matur.

Tehnica de hibridizare in situ a fost
utilizatd pentru determinarea localizarii
tisulare a MFs moleculelor de mRNA in
florile masculine de porumb. Tehnica
utilizatd este descrisa n Wright si
Greenland (1990; SEB Seminar Series,
vol. 43 ed by N.Harris and D.Wilkman.
Cambridge University Press, Vambridge;
in press).

Datele prezentate se referd la
mRNA al pMS14

Fig. 16 A, B arata hibridizarea in
situ cu probele RNA antisens al pMS14.
Probele de sens si antisens sunt preparate
mult prin subclonarea fragmentului de
pMS14 cu 300 perechi de baze in vectorul
pBS, urmand prepararea transcriptorilor
palimerazei T3 si T7 radiomarcati, utili-
zandu-se metode sugerate prin furnizarea
vectorului (Stratagene). Aceasta hibridizare
arata cd mRNA al pMS14 este localizat
in stratul celular tapetal din jurul
microsporilor care se dezvolta. Hibridizarea
probei antisens pMS14 nu trebuie sa se
produca la orice alte celule din sectiune.
In mod asemanator proba sens pMS14
nu trebuie sa arate nici o hibridizare
specifica {fig. 16C). Aceste sectiuni sunt
facute din inflorescente de 15...20 cmin
stadiul la care nivelul de mRNA al pMS1
este la maxim (fig. 19). In aceste sectiuni
si in cele din experimentele ulterioare
hibridizarea se produce pana la tatetumul
anterelor intr-un panicul, dar nu si in altul.
Tn figura 16 A, B straturile tapetate contin
mRNA al pMS14 in jurul microsporilor nu
contin mRNA al pMS14 in jurul celulelor
sporogene care n-au fost supuse meiozei.
Este o caracteristicd a porumbului ca,
seturile de antere in paniculele individuale
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ale pivotului nu se dezvoltd co-ordinativ.
Astfel, hibridizarea in situ arata ca
acumularea de mRNA al pMS14 este
specificd tesutului si confirma datele
obtinute din analiza punctata (fig. 19]
aceasta exprimare a mRNA al pMS14 fiind
un stadiu specific, primul detectat in
tapetumul din jurul celulelor meiotice.

Exemplul 9. Determinarea sec-
ventei ONA a pMS10

DNA din clona cDNA, pMS10,
pentru analiza secventei prin subclonarea
in M13mp18 utilizeaza procedee standard.
Secventele de nucleatide ale subclonelor
sunt determinate prin metoda didcoxi
utilizand procedee standard. In plus o
secventd utilizeazd metode descrise de
catre furnizori. Regiunile clonelor sunt
secventializate prin initiere cu
oligonucleatidele sintetice sintetizate din
secventa obtinuta din citirile prevazute pe
gel. Concentratile de ocligonucleotide
utilizate pentru priming sunt identice cu
cele utilizate cu primerii universali. MFS
clona pMS10 are lungimea completa a
cDNA de 1353 perechi de baze. Secventa
completd de nucleotide si secventa de
aminoacizi corespunzatoare sunt aratate
in fig. 17. Secventa contine o constructie
cu citire deschisa a 1022 nucleotide
codificand o polipeptida de 341 aminc-acizi
cu o greutate moleculara dedusa de
37371 kd care este imbogatita in reziduuri
de glicind. Constructia cu citire deschisa
este flancatd de regiuni netranslate 5' si
3' cu 129 si respectiv 201 baze.

Exemplul 10. Determinarea sec-
ventei DNA a pMS14

Procedeul de determinare a
secventei de nucleotide este descris in
exemplul 9. Clona pMS114 este un cDNA
cu secventa completd de nucleotide cu
581 perechi de baze, iar secventa de
aminoacizi corespunzatoare este aratata
in fig. 18. Secventa contine o constructie
cu citire deschisa care se extinde de la
nucleotida 1 pana la nucleotida 278 co-
dificand o polipeptida partiald cu 127 ami-
no-acizi.

Polipeptida este bogatd, in special,
in reziduuri de alanina si arginina. Cons-
tructia cu citire deschisa este flancata de
o regiune necodificatd 3' cu 203 nucle-
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otide. Un proces de consens si un semnal
de poliadenilare a hexanucleatidei, AATAAA
se produce la pozitia 548.

Exemplul 11. Determinarea sec-
ventei DNA a pMS18

Procedeul pentru determinarea
secventei de nucleotide este la fel cu cel
descris in exemplul 9.

Clona pMS18 este un cDNA de
lungime aproape completa de 933 baze.
Secventa de nucleotide completd si
secventa de amino-acizi corespunzatoare
este aratata in figura 18. La pMS18
lipsesc 28 de nuclectide la capatul 3'.
Nucleatidele care lipsesc sunt prezente
in clona pMJ3 care se suprapune secventei
pMS18 prin alte 91 de nucleotide. pMS3
este clona originala izolata prin selectia
diferentiala a cODNA inbranelor si este apoi
utilizata ca proba de hibridizare la izolarea
pMS18. PMS18 contine o constructie cu
citire deschisa care se extinde de la
nucleotida 151 pana la nucleotida 813 si
codifica o polipeptida de 221 amino-acizi
cu o greutate moleculara dedusa de 25
kilodaltoni. Polipeptida este bogata,in
special,in reziduuri de arginind. Constructia
cu citire deschisa este flancata de regiuni
necodificate ' si 3' cu 150 si respectiv
120 de nucleatide.

Exemplul 12. /zolarea clonelor
genomice corespunzatoare la pMS10

Clonele genomice ale DNA care
poartd genele corespunzand la cONA,
pMS10 au fost izolate din faza 3 EMBL
a colectiei de fragmente partiale Mbol al
DNA din porumb. Colectia este selectata
utilizéndu-se probele de radiomarcare “long-
mar” sintetizate intr-un sistem de marcare
in vitro. Acest sistem cuprinde 50 mg
dintr-o oligonucleotida sintetica cu 100 de
baze (pozitia bazelor 452-551 la pMS10;
fig. 17). Se utilizeazd 500 mg dintr-o
oligonucleotida primer sintetica, secventa
TAGTTTCCT-CGGTAG si care va forma
perechea de baze cu capatul 3' al
oligonuclectidei lungi, una sau doud
oligonucleotide radiomarcate {de obicei,
FBPdCTP si/sau **P-dGTP) si 5...10 unitati
din fragmentul Klenow al DNA polimerazei
1. Reactiile sunt efectuate la temperatura
de 37°C, timp de 30 min Intr-un amestec
tampon identic cu cel utilizat pentru
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metoda “initiere-aleatoare” a DNA marcat
cu exceptia faptului ca hexanucleotidele
randomizate sunt omise. Faza compusa
din cinci milioane de clone imabilizate pe
fitre de nylon “Hybaid”, se hibridizeaza la
o temperatura de 65°C. cu aceste probe
utilizdndu-se amestecuri tampon de
pseudohibridizare si hibridizare sugerate .
de catre furnizorii de filtrare (Amersham
International). Filtrele sunt apoi spalate pe
3xS5C, 0,1% SDS la temperatura de 65°C
utilizdndu-se aceste procedee au fost
abtinute 80...60 clone ale fagului EMBL3
contindnd regiuni partiale sau complete
de gene pMS10. DNA din trei clone de
fag EMBL3 10/CT8-1, 10/CT8-3 si
10/CT25-3 care combina complet genele
pMS10 sunt preparate si analizate prin
digestie cu enzime de restrictie. Fiecare
din aceste clone s-a aratat ca, contine un
fragment comun EcoRI de 9 kb care se
extinde de la al treilea intron al genei
pMS10 in portiunea 5' necodificata si
regiunile promotoare ale genei. Harta de
restrictie partiald a fragmentului de 9 kb
EcoRl este prezentata in figura 20.
Exemplul 13. /[zolarea clonelor
genomice corespunzatoare la pMS14
Pentru izolarea clonelor genomice
ale DNA care poartad genele corespunza-
toare la cDNA, pMS14 se folosesc doua
moduri. In primul mod, metoda aratata
in exemplul 12 este adoptatd exceptand
cele cinci milioane de clone ale fagului care
sunt selectate cu o secventa completa de
cDNA si din reziduurile epuizate dupa
procedeul de hibridizare se produc doua
clone pozitive 14/CTA si 14/CTD. In cel
de al doilea mod, fractiunea taiata de 12
kb EcoRl a DNA genomic evidentiatd prin
metoda Southern Blotting a fi purtatoarea
genei pMS14, este legata la DNA al fagului
EcoRl taiat EMBL4 pentru a produce o
colectie de fragmente de DNA de 17 kb
clonate. Aproximativ 200000 de clone sunt
selectate asa cum s-a descris mai inainte
si au fost izolate doua clone pozitive 14/17
m si 14/17 R care se combina la
fragmentul EcoRIl de 17 kb hibridizat la
pMS14. Printr-o analiza ultericara s-a
determinat ca doud clone pozitive izolate
din colectia partialda Mbol /EMBL3 contin
un fragment intern de 17 kb. O harta de
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restrictie partiala a acestui fragment EcoRl
de 17 kb, comun tuturor clonelor, este
aratata in fig. 21.

Exemplul 14. /zolarea clonelor
genomice corespunzatoare la pMS18

Pentu a izola clonele genomice ale
DNA care poarta genele corespunzatoare
cDNA pMS18, este adoptat procedeul
descris in exemplul 12. Cinci milioane de
clone ale fagului EMBL3 se hibridizeaza
intr-o proba “long-mer” derivata din sec-
venta pMS18, pazitia 133-222. Secventa
oligonucleotidei 3' complementare este
5'-GCCTCGGCGGTCGAC-3'. Doua clone
18/CT3 si 18/CT23 care poarta gena
pMS18 au fost izolate din aceasta selectie.
Harta de restrictie a acestor clone arata
ca ambele contin un fragment BamHI-Sall
de 4,5 kb cuprinzédnd regiunea 95' a
secventei codificate a pMS18 si aproxi-
mativ 4 kb ale promotorului si regiunii
ascendente a genei. O harta de restrictie
partiala a clonei 18/CT3 este aratata in
fig. 22.

puUC/2
10/9

Conform amplificarii in reactia PCR,
se produce un fragment de DNA in care
portiunea flancata Xbal si secventa identica
cu cea prezentd in regiunea corespunza-
toare a clonei 10/CTB-3 pana la baza
imediat anterioara initiatorului de translatie,
se reproduc complet cu exceptia faptului
ca portiunea noua BamHI este introdusa
prin introducerea unui reziduu de timidina.
Acest fragment de 930 bp purificat prin
gel si digerat cu Xbal si BamHl. El este apoi
clonat in pMS104 care a fost in prealabil
digerat cu Xbal si BamH! pentru a se
produce clona pMS10-5. Secventele
pMS1G-5 necesare pentru activitatea
promotorului asociate cu gena MS10
reactioneaza si sunt modificate astfel ca
promatorul sa poata fi acum fuzionat la
orice gena, prin portiunea BamHI care se
produce imediat Tnainte de punctul start
de transatie. Aceasta inseamna ca acestea
si nu alte maodificar produse au fost
confirmate prin analiza secventel.
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Exemplul 15. Constructia casetei
promotoare derivata de la 10/CT8-3.

Urmatoarele subclone sunt realizate
din clona AEMBL3 10/CT8-3. Fragmentul
Psti-EcoRlI de 4,5 kb este clonat in pUC18
pentru a se obtine pMS10-2. Fragmentul
Xbal-EcoRl de 2,7 kb este clonat in pUC
18 pentru a se obtine pMS10-1. Frag--
mentul Hindlll pana la Xbal de 1,6 kb este
clonat in pUC18 pentru a se obtine
pMS10-4. Reactia in lant a polimerazei
(PCR) este utilizata pentru a amplifica un
fragment de 930 bp din pMS10-3. Primerii
utilizati pentru reactia PCR sunt urmatori:
primerul pUC/2 este omolog al secventel
pUC care flancheaza portiunea polilinker.
Primerul - 10/9 este complementar
secventei pMS10 din pozitia 106-129
exceptand faptul ca, contine un reziduu
aditional de timidind intre bazele 123 si
124. Secventa acestor primeri este
urmatoarea:

8' CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT-3'
5'AGTCGGATCCCGCCCCGCGCAGCCG-3

Exemplul 16. Constructia fuziunii
promotoare intre gena MS10 si gena
reporter a glucuronidazel

Fragmentul Hindlll pana la BamHl
de 1830 bp din pMS10-5 (fig. 38) este
legat la pTAK1, fiind t&iat in prealabil cu
Hindlll si AmaHI. PTAK1 este bazat pe un
vector de transformare a plantei, binar
Bin 19 mentionat in Bevan, 1984; Nucleic
Acide Research 12, 8711 si care poarta
gena reporter a glucuronidazei (GUS) si
terminatorul 3’ (fig. 24). Plasmida rezultata
denumitd pMS10-6GUS si realizeaza o
fuziune a genei de transcriptie intre
promotorul genei MS10 si gena reporter
GUS.

Exemplul 17. Transformarea
plantelor de tutun cu constructii genetice
promotoare MS510

Vectorul recombinat pMS10-6GUS
asa cum este madificat din Escherichia coli
(TG-2)in Agrabacterium tumefaciens (LBA
4404) intr-o conjunctie triparentala pe
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placile L cu Escherichia coli (HB101)
adaposteste pBK2013. Transconjugantii
sunt selectati pe un mediu minim continand
kanamicina (50 pg/cm?) si streptomicing
(500 pg/cm?).

Amestecul L (5 cm®) care contine
kanamicina 50 g/cm?®, este inoculat cu
o calanie simpla de Agrobacterium. Cultura
este dezvoltata peste noapte la tempe-
ratura de 30°C, cu agitare la 150
rot/min. Aceasta cultura (500 pl) este
inoculata in amestecul L continand
kanamicing (50 pg/cm®) si se dezvolta ca
mai inainte. Imediat Tnainte de utilizare
Agrobacteria este transformata in pelete
prin presare la 3000 rot/min timp de 5
min si suspendata intr-un volum egal de
mediu lichid de tip Muraschige si Skoog
(MS]).

Discurile de alimentare sunt prepa-
rate pe placi petri de 9 cm diametru dupa
cum urmeaza: Mediul solid MS suplimentat
cu B-benzil-aminopurina (6-BAP) (1mg/1)
si acid 1-naftilenacetic (NAA) (0,1 mg/I]
se Insamanteaza cu o cultura sub forma
de suspensie (1 cm® de Nicotiana
tabacum varietatea Samsun. Pe suprafata
acestora se aduc discuri de hartie de 9
cmsi 7/ cm.

Toate frunzele din cultura de
tesuturi dezvoltd plante care sunt plasate
pe placile de alimentare. Aceste placi sunt
inchise cu “Niscofilm” si incubate peste
noapte intr-o camera de dezvoltare a
plantei (la temperatura de 26°C la lumina
fluorescenta puternica).

Frunzele de pe discurile de
alimentare sunt plasate in suspensia cu
Agrobacteria pe discuri petri de 12 cm
diametru si se taie in sectiuni de la 1 la
1,5 cm®. Dupéa 20 min bucatile de frunze
sunt aduse din nou pe discurile de
alimentare care sunt inchise si aduse in
camera de dezvoltare. Dupa 48 h de
incubare in camera de dezvoltare,
materialul din plantd este transferat in
mediul MS suplimentat cu 6-BAP (1 mg/I)
NAA (0,1 mg/l) carbenicilina (500
Hg/cm?®) si kanamicina (100 pg/cm?) pe
discurile petri. Aceste discuri petri sunt
apoi inchise si readuse in camera de
dezvoltare.

in primele trei saptamani dupa
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inocularea cu Agrobacterium, tulpinile sunt
indepartate din explante pe mediul MS
suplimentat cu carbenicilina (200 pg,/cm?)
si kanamicind (100 pg/cm®) pentru
dezvoltarea radacinilor.

Plantele sunt tranformate cu
radacini de una pana la doua saptamani
dupa acest transfer. Dupa aparitia .
radacinilor, plantele transferate sunt
transformate in vase care contin pamant
si se dezvolta in sera. La aproximativ o luna
dupa acest transfer, plantele infloresc.

Anterele de plante, tutun, continand
constructia pMS10-6GUS sunt pulverizate

~ pentru activite GUS, utilizandu-se procedee
“standard.

Exemplul
dislocate

Acest modul contine o gena expre-
sibila in plante, pentru inhibarea functiei
mitocondriale si de aict exprimarea
completd de dislocare a caracteristicii
plantei selectate.

Conform acestor date, se propune
o metoda de inhibare a exprimarii genei
intr-un tesut al unei plante date cuprinzand
transformari stabile a unui tip de celule
din care planta intreaga poate fi regenerata
cu constructia genetica care poarta tesutul
specific sau promotorul specific de
dezvoltare care opereaza in celulele din
tesutul plantei date si o gena codificata
proteina dislocata codificatd care este
capabild, atunci cand este exprimata, de
inhibarea respiratorie in celulele din tesutul
plantei date, ceea ce duce la moartea
celulelor.

Gena de dislocuire preferata este
selectata din:

(a) Proteina mamiferelor necuplata
(UGT) clonata din tesutul adipos de
mamifere brune (de obicei sobolani).

(b) O forma de mutatie a genei
pentru subunitatea p a FI-ATP-azei are
secventele adaugate sau eliminate astfel
cd, aceste schimbari au ca rezultat re-
tentia abilitatii de asamblare cu alte su-
bunitati dar interfereaza cu functia ca, de
exemplu, a unei ATP-sintaze. Abilitatea
acestor subunitati alterate de a se asambla
corect, va fi importanta in privinta efectului
fenotipic al exprimarii lor dependent de
competitia lor cu subunitdtile de tip abisnuit

18. Gena proteinei



RO 112642 B1

63

pentru legarea portiunilor in complexul
enzimatic. Astfel complecsii continand
subunitati nefunctionale vor fi activi numai
putin si mitocondriile care adapostesc
acesti complecsi vor fi nefunctionale.

(c) O forma sinteticd de mutatie a
genei ofi 1 cadifica subunitatea 9 a F-ATP
azei. Mutatiile create sunt cele descrise
mai sus la punctul (b).

(d) O forma de mutatie a unei
presecvente mitocondriale de tranzit care
functioneaza prost in timpul trasnferulu
rezultat, probabil prin blocarea portiunilor
de receptori, in dislocarea transportului
de proteine la mitocondrii.

(e) Constructia genetica cuprinzand
o fuziune intre gena subunitati § din drojdie
si gena p-galactozidazei din Escherichia coli,
care rezultd in exprimarea unei proteine
fuzionate de dislocare.

De preferinta, promotorul este un
promotor tapetum specific sau un pro-
motor polen-specific, astfel ca la expri-
marea unei astfel de proteine dislocate in
planta regenerata, partea masculing este
sterilda. Mult mai preferabil este ca acest
promotor taptum specific sa aiba secventa
aratata in fig. 17, 18 sau 19 ale desenelor
insotitoare.

Izolarea si caracterizarea acestor
secvente de control a acestor gene,
conform prezentei descrieri de inventie,
sunt descrise mai sus.

Acest modul, de aceea, se refera
la o metoda de prevenire sau inhibare a
dezvoltarii si cresterii celulelor din plante
bazate pe constructiile genetice care inhiba
functia respiratorie. Tehnica are o larga
aplicatie intr-un numar de culturi unde este
necesara inhibarea, in special, a celulelor
sau tesuturilor.

De un interes special este inhibarea
fertilitatii masculine la porumb pentru
producerea hibrizilor F1 in situ. Conceptul
inhibarii functiei mitocondriale ca mecanism
pentru sterilitatea masculind apare din
cercetarile efectuate mai inainte in cateva
cazuri privind sterilitatea masculina
citoplasmatica de tip T la porumb (cms-T)
care s-a aratat ca o asociere intre fenotipul
steril si disfunctia mitocondriala. Astfel,
o relatie directd cauzatd este inca de
stabilit intre disfunctia mitocondriala si
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cmc-T, evidenta corpului in crestere
sugereaza ca functia mitocondriald, in
special, celulele tapetale, este esentiala.
Acest fapt este critic, in special, in timpul
microsporogenezei deoarece solicitarile
metabolice plasate pe celulele tapetale
rezultd in cresterea de 40 de ori a
numarului de mitocondrii. .

Astfel, se prevede numarul de
mutatii negative care actioneaza asupra
mitocondriilor pentru o fosforilare oxidativa
necuplata. Cand in anterele de porumb
existd o exprimare specifica in tesuturt,
aceste mutatii rezultd din fenotipul
masculin steril.

Prateina de dislocare propusa, UCP
este functionald in termogeneza tesutului
adipos de mamifere brune si exista ca
dimer in membrana interna mitocondriala
formand un canal de protoni si astfel are
loc fosforilarea oxidativa necuplatd prin
disiparea diferentelor potential
electrochimice ale protonilor care strabat
membrana.

O alternativa este utilizarea cons-
tructiilor genetice himerice in acest dome-
niu fiind schimbate, create proteine ne-
functionale. Prateinele studiate aici sunt
B subunitati ale F1-ATPazei si subunitatea
9 a Fo-ATPazei. In timpul asamblari
functionale a complecsilor ATPazei, subu-
nitatile himerice madificate vor completa
portiunile normale de legatura ocupate de
subunitatile produse pe cale naturala, in
special, cand himerele sunt comparate ca
supra-exprimate cu genele endogene.
Functia mitocondriala va fi dislocata
deoarece F1-ATP-aza si Fo-ATPaza reunite
cu subunitdtile modificate sunt aparente
a fi usor active sau nefunctionale.

Metoda utilizata pentru
trasnformarea celulelor din plante nu este
speciald in aceastd inventie si poate fi
utilizata deci orice metoda convenabila
pentru plantele respective. Plantele
transgenice sunt obtinute prin regenerarea
celulelor transformate. Numeroase proce-
dee de transformare cunoscute in litera-
tura de specialitate, ca, de exemplu, agro-
infectia utilizand Agrobacterium tumefa-
ciens sau plasmida T1, prin electroporare,
microinjectarea celulelor din plante si
protoplastilor, transformari cu micropro
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iectile si trasnformarea tubului de polen,
acestea fiind doar céateva din procedeele
mentionate. Pat fi facute referiri la lite-
ratura de specialitate pentru detali
complete in ceea ce priveste metodele
cunsocute.

Dezvoltarea si testarea acestor
constructii genetice ca inlocuitori ai functiei
mitocondriale in organismul celular, n
drojdii, se vor descrie in cele ce urmeaza.
Un mecanism prin care aceste constructil
pat fi utilizate pentru inhibarea dezvoltarii
celulelor de plante si pentru diferentierea
in plantele trasnformate, va fi, de
asemenea, descrise in continuare. Obiectul
acestor procedee este acela al utilizarii
ca sistem model pentru identificarea si
optimizarea constructilor genetice pentru
exprimarea proteinelor care inlocuiesc
functia mitocondriala. Celulele din plante
vor fi apoi trasnformate cu constructii
selectate si plante total regenerate din
acestea.

O realizare specifica pentru acest
modul va fi ilustrata prin urmatorul
exemplu.

Exemplul 19. Se cunoaste din
literatura de specialitate ca gena de
saobolan UGP inserata in vectorul naveta
de drojdie/Escherichia caoli, duce la
obtinerea numai a unor niveluri scazute
de UCP. Drojdia este specia de Sac-
charomyces cerecisiae YM147 si gena
UCP este convenabild pentru plasmida
pCGS110-UCP.

S-au mentionat lipsa unor niveluri
de exprimare uzuale din gene de tip

UCP-1 tip salbatic
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salbatic, modificarea genelor de sobolani
UCP utilizandu-se mutageneza directa pe
portiunea studiatd. Sunt facute urma-
toarele modificari:

1. Introducerea in portiunea BamH!
a sapte nuclectide 5' la codonul de initiere
al metioninei AUG;

2. Madificarea secventei n jurul -
codonului de initiere a metioninei AUG
pentru a se conforma secventei consens
din drojdie ATAATG;

3. Eliminarea portiunii
BamHl si

4. Introducerea in portiunea BamHl
a unei nucleotide 3' la codonul terminatiet
TAG.

interne

Aceste modificari rezultd in eli-
minarea secventelor UCP netranslatate
5'si 3' de sobolan, ca si introducerea unei
secvente consens la drojdie in codonul de
initiere a metioninel.

Fragmentul EcoRI de 1,9kb din
plasmida pCGS110-UCP (o harta a
plasmidei este prezentata in fig. 26 si
secventa MmRNA a genei UCP este
prezentata in fig. 27), care poarta regiunea
promotoare GAL 10 si UCP cDNA la
sobolan este clonata 1n portiunile
EcoRIl/Pstl ale M13 mp139 DNA.
Secventializarea cosntructiilor rezultate
este efectuata pentru a asigura o structura
corecta.

Mutageneza directionata pe aceste
portiuni este efectuata conform instruc-
tiunilor date de Amersham in trusa
mutagenezei utilizandu-se trei diferite
ologinucleotide, dupa cum urmeaza:

CTCTGCCCTCCGAGCCAAGATGGTGAGTT

mutant CTCTGCCCTCGGATCC (ATAATG) GTGAGTT
UCP-2 tip salbatic TGCGACTCGGATCCTGAACG

mutant TGCGACTCGGTTCCTGAACG
UCP-3 tip salbatic ACCACATAGGCGACTTGGAG

mutant ACCACATAGGATCCGACTTGGAG

Oligonuclectidele UCP-1 este utilizata
pentru intraducerea secventei consens din
drojdie (circulara) care se produce in jurul
codonului de initiere a metioninei, ca si
pentru introducerea portiunilor de clivaj
BamHI {portiunile subliniate).

Oligonucleotida UCP-2 este utilizata
pentru eliminarea portiunii interne BamHi

{portiunile subliniate).

Oligonuclectida UCP-3 este utilizata
pentru introducerea portiunii BamH|
imediat dupa codonul stop TAG (subliniat).

Aceste trei mutatii permit izolarea
intregii secvente codificate UCP pe frag-
mentul BamHI de 0,93 kb.

Dupa selectia clonelor mutante DNA



RO 112642 B1

67

este digerat cu BamHi. Trei clone din cele
douzeci selectate dau insertiile de 0,93
kb dupa digestia cu BamHl.

Secventializarea clonelor UCPS1
si UCBS4 arata ca gena UCP a fost modi-
ficatad corect, nici o modificate neasteptata
nefind prezentd. Gena UCP este apoi
transferata la plasmida de exprimare la
drojdie pKV43 care permite exprimarea
genelor straine in Saccharomyces cere-
visiae sub controlul unui promator puternic
PGK si Gal1-10UAS permite introdu-
cerea/represia unei gene straine conform
prezentei sau absentei galactozei in mediul
de dezvoltare. Fragmentul BamHI de 0,93
kb contindnd gene UCP modificata este
clonat in portiunea de restrictie pKV49
la Bglll, rezultdnd in constructia pKV43-
UCP.

Transformarea drojdiei cu cons-
tructia pKV43-UCP. a) Dezvoltarea unei
tulpini convenabile de drofdie

Pentru un recipient pentru cons-
tructia pKVA4S-yUCP este necesara o
tulpind de drojdie care poartd markerii
corespunzatori pentru transformarea si
inductia expresiei genetice din GAL1-
10UAS care este incapabila de a utiliza
galactoza ca sursa de carbon si de energie
(GAL1, GAL2). Astfel de tulpini sunt
generate prin incrucisarea tulpinilor de
drojdie YM147 si SF747. Dupa selectia
diplozilor pe placi minime continand uracil,
coloniile sunt transformate in medii de
sporulare. Sporii care rezulta sunt dezval-
tati pe placi YDP inainte ca coloniile de
drojdie rezultate sa fie caracterizate (fig.
28). Doua tulpini noi de drojdie BETS
(ura3, trp11, leu2, has3, gal1) si BE27
(ura3, trp1, leu2, gall) sunt izolate,
ambele fiind convenabile pentru trans-
formarea cu contractile pe bazd de
pKV48.

b) Transformarea drojdiei

Tulpinile de drojdie BETS si BE27
sunt transformate cu pKV3 si pKvV4S-UCP;
trasnformantii sunt selectati utilizandu-se
selectia auxatrofica potrivita (leu) si con-
trolul prin izolarea plasmidelor urmand
realizarea hartii de restrictie. Coloniile
simple din fiecare din cei patru transfor-
manti diferiti BETS,/pKv49, BETS/pKV43-
UCP, BE27 /pKV4S si BE27 /pKV4AS-UCP
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sunt resuspendate in apa sterila inainte
de aparitia spoturilor pe medile de pe
placile continand o varietate de surse de
carbon (fig. 29), ambele in prezenta sau
n absenta galactozei. Rezultatele obtinute
din aceste teste pe discuri (fig. 29), indica
faptul ca, pe cateva din sursele de carbon
utilizate, prezenta galactozei si a.
constructiei pKVAS-UCP rezulta din
dezvoltarea slaba a coloniilor de drojdie
rezultate. Un efect mai mare asupra
retardarii dezvoltarii, s-a observat cu
mediul format din gliceral si casamino
(gly/cas) contindnd galactoza pentru ambii
transformati pKV439-UCP. Transformanti,
fie cei la care lipseste gena UCP, fie cei
indusi prin dezvoltarea in mediu de
galactoza se dezvoltd in acelasi grad ca
si speciile BET9 si BE27 netransformate.

Analiza curbei de dezvoltare

Asa cum prin testele efectuate pe
placi s-a indicat o slab& dezvoltare a trans-
formantilor pKV49 pe mediu de glicerol
si casamino in prezenta galactozei, analiza
curbei de dezvoltare in cultura lichida este
efectuatd pentru a determina cu multa
acuratete magnitudinea defectului de
dezvoltare. Rezultatele din fig. 30 substituie
rezultatele testelor de pe placi si indica
faptul c& nici prezenta PKV4S-UCP DNA
si nici numai prezenta galactozei nu este
suficientd pentru a abtine vreun efect
asupra gradului de dezvoltare a celulelor
de drojdie, In timp ce prezenta acestor
doud substante intarzie sever dezvoltarea.
Conform rezultatelor obtinute initial prin
utilizarea tulpinii de drojdie YM147
transformata cu constructia pCGS110UCP
nu s-a aratat nici un defect semnificativ
in dezvoltarea pe sursele de carbon testate
in prezenta galactozei, ceea ce ar duce
la parerea ca moadificarea genei UCP
si/sau utilizarea unui vector diferit (pKV43)
are ca rezultat un defect observabil al dez-
voltari.

Analiza expresiei UCP

Deoarece analiza curbei de dez-
vaoltare nu a indicat o diferenta detectabila
ntre transformantii BE27 si BETS (fig. 30),
s-a decis sa se utiizeze numai
transformanti BETS in experimentele
ulterioare. Repetand analiza dezvoltari pe
un mediu gly/cas, atat in prezenta, cat
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si in absenta galactozei cu transformanti
BET9, culturile au fost lasate sa se dezvolte
timp de 47 h, pentru ca aceeasi curba de
dezvoltare a caracteristicilor abservata mai
nainte (fig. 31), sa fie repetata. Celulele
sunt apoi recoltate, iar totalul de proteine
este izalat si fractionat (in duplicat) prin
SDS-PAGE pe gel de paliacrilamida de
10%. Un set de proteine fractionate sunt
colorate cu albastru Coomassie pentru a
asigura o incarcare egala a proteinelor in
timp ce alt set este transferat pe mem-
brana de nylon si supus analizei Western
prin stopare utilizdndu-se anticorpi de
sabolani UCP. Analiza Western prin sto-
pare aratd doua caracteristici principale.

1) Nivelul comparativ al exprimarii
UCP intre transformantii BETS/pKV48-
UCP si VY147 /pCH110-UCP demans-
treaza ca exprimarea UCP a crescut de
aproxiamtiv 50...100 de ori ca o
consecinta a modificarilor aratate.

2) Transformantul din drojdie care
aratd o dezvoltare defectivd cand se
dezvoltd pe mediu gly/cas in prezenta
galactozei exprima asadar substantiale
cantitati de UCP.

Din aceste rezultate se poate ajunge
la concluzia ca, madificarea genei UCP
si/sau a clonei secundare in vectorul
pKV49 are ca rezultat cresterea nivelului
de exprimare relativa a UCP la nivelele
detectate initial cu constructia pCGS110.

Analiza curbei de dezvoltare arata
ca exprimarea UCP are un efect asupra
gradelor de dezvoltare la drojdie la celulele
dezvoltate in anumite conditii. Pana acum
nu s-a putut identifica efectul specific al
cresterii nivelelor de exprimare ale UCP
in gradul de dezvoltare a celulelor de
drojdie, dar rezultatele preliminare implica
un defect mitocondrial. Analiza curbei de
dezvoltare efectuata in mediu de rafinoza
{0 sursa de carbon fermentabila care n-ar
putea afecta reglarea de Gal) a transfor-
mantilor BETS dezvoltati in prezenta sau
in absenta galactozei arata ca prezenta
ambelor gene UCP si a galactozei nu au
nici un efect asupra gradului de dezvoltare
(fig. 32). Analiza Western prin spotare a
prateinelor izolate din celulele cultivate in
timpul formarii acestor curbe de dezvoltare
arata nivele de exprimare similara a UCP

10

15

20

25

30

35

40

45

50

70

cu cele gasite in celulele de dezvoltare pe
mediu gly/cas in prezenta galactozei.
UCP detectat in transformantii
BETS/pKV438-UCP dezvoltati fara adaos
de galactoza se datoreste probabil rezidu-
urile de galactoza eliberate in mediu prin
hidroliza rafinozei, posibil in timpul auto-
clivajului. Aceste observatii arata ca pre- .
zenta UCP in celulele de drojdie dezvoltate
pe o sursa fermentabila de carbon {nu este
necesara fosforilarea oxidativa) nu are
vreun efect asupra graduiui de dezvoltare
celulara, in timp ce celulele care se
dezvolta pe mediul format din gly/cas (o
sursa nefermentabild de carbon]) exprimate
prin UCP, arata o dezvoltare defectuoasa.
Localizarea UCP in celulele din
drojdie
UCP la sobolan este un component
major al membranei intericare mitocon-
driale a tesutului adipos brun. Spre deose-
bire de multe alte polipeptide gasite in
membrana interioara, aceasta nu contine
semnal clivabild, informatiile necesare find
cadificate intern in secventa de amino acizi
a proteinei. Dupa cum indica rezultatele
exprimarea UCP are un efect asupra gra-
dului, de dezvoltare a celulelor din drojdie,
ceea ce este important pentru deter-
minarea precisa a localizarii proteinei
exprimata in celulele de drojdie. Analiza
initiald Western prin spotare a proteinelor
totale mitocondriale arata UCP exprimat
prin transformantul pKV48 care trebuie
localizat in fractiunea mitocondriala.
Ulterior, fractionarea mitocondriala
arata ca majoritatea UCP se loclizeaza in
fractiunea membranei interioare a
mitocondrilor de drojdie. Asadar, cativa
dintre acesti UCP par a fi localizati in
spatiul interior al membrilor, aceasta
observatie fiind datoratd contaminarii
acestei fractiuni cu cateva din fractiunile
membranei interioare. In mod similar au
fost obtinute rezultate cu localizarea -
subunitatilor din complexul F1-ATPasei din
celulele mitocondriale de drojdie. Subuni-
tatea-p care este un component al acestei
membrane interioare este asadar detec-
tatd in preparatele intermembranale. Cu
toate acestea, aceste rezultate arata ca
informarea respectiva referitoare la UCP
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la sobolan este suficientd pentru a aduce
UCP la membrana interioara a mitocon-
driillor de drojdie unde ar putea functiona
un deconectant de proteina.

Analiza transcriptorilor UCP

RNA au fost izolat din multe din
experimentele curbei de dezvoltare des-
crise mai inainte. S-a efectuat in mod
curent analiza Northern prin spotare n
vederea determinarii faptului ca exprimarea
de origine a UCP se reflecta prin semnalele
de transcrriptie UCP.

Efectul unui numar de reproduceri
asupra exprimarii UCP

Transformarea celulelor de drojdie
cu vectorii navetd continand originea
replicatiei din cercul de 2 pm din drojdie,
ca, de exemplu, pKV49-UCP, rezultd in
aceste plasmide, fiind prezente la un nivel
de aproxiamtiv 40...50 de reproduceri per
celula. In consecintd, orice gena straina
purtatd de plasmida va fi prezentd la
aproxiamtiv acelasi nivel ca numar de
reproduceri care rezultd in exprimarea
proteinelor straine la un nivel ridicat, fata
de cel vazut pentru gena prezenta in cazul
unui numar mic de reproduceri. De aceea
se intentioneaza sa se micsoreze numarul
de reproduceri al genei UCP prin inte-
grarea acesteia in cromozomul de drojdie
intr-o singura parte rezultdnd un trans-
formant intr-o singura reproducere, genetic
stabild. Vectorul YipS (fig. 33) este un
vector de integrare din drojdie care poarta
gena URA 3; aceasta este incapabila de
a se replica autonom in drojdie.

Fragmentul EcoRl/Sall de 1,8 kb
din pKV43-UCP continand gena UCP de
sobolan impreuna cu promotorul PKG si
GAL UAS clonat in portiunile YipS DNA si
EcoRI-SALI. Plasmida rezultatd UIP-UCP
{fig. 33) este controlata prin harta de
restrictie enzimatica pentru a verifica daca
gena UCP a fost corect inserata. Plasmida
YIP-UCP este taiata cu enzima de restrictie
EcoRV (care taie in mijlocul genei URASZ]
si apoi DNA linearizat YIP/UCP este utilizat
pentru transformarea liniillor celulare din
drojdie BETS si BE27. Transformantii sunt
initial selectati pe placi minimale prin
selectarea pentru prototrofia uracilului si
dupa 7...10 zile, doi transformanti din
fiecare linie celulara sunt trecuti pe placi
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YPD (neselective). Transformantii sunt apoi
supusi pentru patru perioade consecutive
la dezvoltare pe un mediu neselectiv. O
sutd de colonii din fiecare din cei patru
transformanti originali sunt apoi replicati
pe placi cu medii neselective (YDP) si medii
selective (plante minimale + ura). Toate
coloniile dezvoltate pe mediile selective -
arata ca gena URA3 care este genetic
lipita de gena UCP (fig. 33), a fost
integrata in cromozomul celular din drojdie.
DNA cromozomal este izolat din fiecare
din cei patru transformanti, apoi este
digerat cu enzima de restrictie EcoRl si
fractionat pe un gel de agaroza 0,08%.
Analiza Southern prin spotare utilizand
proba UCP marcatd, arata ca gena UCP
este prezentd in cromozomul de drojdie
la toti cei patru trasformanti. Analiza
Western prin spotare utilizand anticorp
de sobolan UCP va arata nivelul de
exprimare la acesti transformanti. Analiza
curbei de dezvoltare a acestor
transformanti dezvoltati 1n prezenta
galactozei aratd ca acestia pot avea o0
inhibare a dezvoltarii, consistentd cu un
efect mitocondrial.
Exemplul 20.
subunitatii § a F1-ATP-azei
0 a doua cale pentru introducerea
mutatiilor afectand functia mitocoadriala
este o modificare directd a functilor mito-
condriale din proteine care, atunci cand
sunt exprimate in drojdie, se pot astepta
la o interferenta cu generatia ATP. Pro-
teina aleasa pentru acest procedeu este
subunitatea p a complexului F1-ATP-azei.
Secventa de DNA a genei subunitatii § din
drojdie este cunoscuta si gena a fost
indepedent clonatd si secventializata.
Portiunea de F1-ATP-aza a ATP
sintazei cataliteaza faza terminala a fosfori-
l&rii oxidativa F1 si care este un ansamblu
de cinci polipeptide diferite desemnate ca
o, B, v, & si €. Experimentele efectuate de
catre Parsonage si al. privind modificarea
subunitatii B a F1-ATP-azei din Escherichia
coli, au identificat reziduurile de amino-acizi
specifice ale subunitatii B care par a fi
foarte importante pentru cataliza, atat a
sintezei ATP, cat si pentru hidroliza. Doua
mutatii, in special, sunt aratate a fi
rezultatul catalizei mult defectuoase fara

Modificarea
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s cauzeze perturbarea structurald majora
a F1-ATPazei. Una din aceste mutatii
rezulta din schimbarea reziduului de lizina
puternic conservat care se produce in
mediul catalitic de legare a nuclectidei din
pozitia 155 cu reziduul de glutamina, in
timp ce alta mutatie rezulta din schimbarea
reziduului de metionina din pozitia 208 cu
reziduul de leucina. Ambele aceste mutatii
au fost puse sa exercite efectul lor prin
prevenirea schimbarilor confirmationale
necesare din cooperativitatea catalitica in
complexul F1.

Deoarece asamblarea acestor
proteine ale subunitatii  mutante in F1-
ATPaza nu este afectata, s-a considerat
ca mutante similare ale subunitatii § din
drojdie pot fi competitive pentru unirea cu
F1-ATP-aza. S-a crezut ca rezuitatul avand
ambele tipuri de mutante, de tip obisnuit
si mutante ale subunitatilor  in aceeasi
F1-ATP-aza ar rezulta poate din cataliza
defectuoasa, care rezulta din descresterea
productiei de ATP si retardarea dezvoltarii
celulare.

Subunitatea p F1-ATPazei dintr-o
mare varietate de surse, a aratat a fi su-
perior conservata in secventa de amino-
acizi si comparatia subunitatilor p ale sec-
ventei de amino-acizi din Saccharomices
cerevisiae, cu cele din Escherichia cali,
confirma ca lizina si metionina sub forma
de reziduuri aratate de catre Parsonage
si al. ar fi foarte importante pentru acti-
vitatea catalitica care se poate conserva
cu reziduurile de lizind si metionind produse
la pozitile 196 si 255, respectiv pe sec-
venta subunitatii f din drojdie.

in vederea efectuarii SDM, gena
subunitatii § de tip salbatic din drojdie este
izolata din plasmida PGR208 (fig. 34]) ca
fragment EcoRl/BamHI care este clonat
in M13mp19. Sunt construite doua gene
mutante ale subunitatii §: mutanta BB1
are si Met255 si Lys196 convertite la
izoleucina si, respectiv, glutamina in timp
ce mutanta BB2 are doar lizina trans-
formata in glutamina.

Urmand analiza secventei pentru
a asigura 0 mutageneza corecta cu nici
0 mutatie nedoritd, genele subunitatii §
cu mutati sunt indepartate din mp19 prin
digestia cu EcoRl/BamHI. Fragmentele
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contindnd genele sunt apoi tocite la capat
si legate la Bglll digerat pKV49 (fig. 35)
care a avut inainte capetele tocite. Au fost
clonate ambele gene cu mutati ale
subunitati B In pKV4S (pKVv49-BB1 si
pKV49-BB2]) si s-a transformat tulpina de
drojdie BET9 cu ambele aceste constructii.
Curba de dezvoltare si dezvoltarea pe placi .
pentru ambii transformanti ai subunitatii
f arata ca transformantii au caracteristicile
de dezvoltare schimbate si care sunt
consistent cu un defect mitocondrial.

In concurentd cu transformarea
tulpinet BETS cu genele mutante ale
subunitatii B gena de dislocare poate fi
utilizata pentru construirea unui derivat
al speciel BETS care nu va corespunde
sintetizarii subunitatii 3. Tulpina rezultata
de aceea va fi incapabila de a se dezvolta
pe sursa de carbon nefermentabile si deci
va fi usor de mentinut pe o sursa de
carbon fermentabild cum ar fi, de exemplu,
glucoza. Transformarea acestei tulpini cu
plasmide care poarta gene mutante ale
subunitatii f urmand masurarea caracte-
risticilor de dezvoltare a transformantilor
pe o sursa de carbon nefermentabila,
arata cd subunitatea f modificata este
incapabila de a suporta o fosforilare
oxidativa.

Exemplul 21. Fuziunea proteinelor

O strategie alternativa pentru
perturbarea selectivd a functiei mito-
condriale este exprimarea proteinei fuzio-
nate care rezultd, fie in celulele slab
dezvoltate, fie celule deloc dezvoltate, din
drojdie. Proteina de fuziune care can-
dideaza, aleasa din acest proiect, contine
regiunea N-terminald din subunitatea  a
ATP-sintazei din drojdie care fuzioneaza
la majoritatea B-galactozidazelor din £s-
cherichia coli si au fost construite prin
fuziune genetica (fig. 36). Aceasta proteina
de fuziune subunitate B/galactozidaza
a fost deja aratata a fi dirijata la membrana
interna a mitocondriilor din drojdie 821
si celulele care exprima aceasta fuziune
a proteinel par a fi incapabile de a se
dezvolta pe o sursa de carbon nefer-
mentabild. In prezenta proteinei de fuziune,
capacitatea de transductie a membranei
mitocondriale asa cum a fost masurata
prin reactia de schimb *P-ATP, este numai
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de 8% din cea mdsurata in absenta
proteinei de fuziune. Deoarece pana in
prezent mecanismul acestei descrieri n-a
fost evaluat, se crede ca fuziunea genei
este astfel realizata ca sa produca o
proteina care incepe sa devina propagata
in membrana internd si sa interfereze cu
functia esentiald pentru dezvoltarea
respiratiel.

Constructia genei fuzionate ATP2/
LacZ

Plasmida pGR208, care contine
gena subunitatii B ATP codificata de ATP2
DNA din drojdie (fig. 34) este digerata cu
EcoRI plus BamHI rezultand eliberarea
fragmentului de 1,1kb codificdnd pentru
primii 350 de amino-acizi ai proteinei
subunitatii p. pMUR1720 este o plasmida
de baza pUCB care contine gena LacZ
continutd in fragmentul EcoRl/Narl {fig.
36). Clonand fragmentul de 1,1 kb
EcoRl,/BamHI DNA codificand pentru primii
350 amino-acizi ai proteinei subunitatii
din drojdie in portiunile EcoRl/BamH| ale
pMUR1720 (fig. 36) rezulta o fuziune
interioara intre 350 amino acizi ai
subunitatii B si proteina intreaga LacZ
(minus primii opt amino-acizi) (fig. 36).
Fuziunea genei subunitatii intreagd LacZ
este acum astfel incat sa contina
fragmentul de 4,3 kb EcoRI/Narl in
constructia pMUR1720-BLZ (fig. 36).
Acest fragment de 4,3 kb EcoRl/Narl este
curent clonat in vectorul pKV43 rezultand
constructia pKVA9BLZ (fig. 37) care poate
fi utilizat pentru transformarea tulpinii de
drojdie BETS si BE27 si care arata ca
inductia prin dezvoltarea pe galactoza
determina un defect consistent prin
cresterea inhibarii mitocondriale.

Exemplul 22. Constructia fuziunii
de promotor intre gena MS10 si gena UCP

1830 bp Hindlll la fragmentul
BamHI din pMS10 este legat intr-un vector
de transformare a plantei binare Bin9 in
prealabil fragmentat cu Hindlll si BamHI.

Urmand ligarea plasmidei rezultate,
aceasta este secventializata cu BamHl! si
legata la fragmentul de 930 bp UCP
BamHl din plasmida pUC/UCP care este
derivata din pUC18S contindnd gena
modificatd UCP clonatda la portiunea
BamHI, pentru a construi fuziunea intre
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gena promotoare MS10 si gena UCP. In
final capatul 3' al fragmentului obtinut de
250 bp SstHecoR! din vectorul pTAKY este
legat al constructia MS10-UCP secventi-
alizata in prealabil cu Sstl si EcoRl.

Plasmida rezultata este denumita
pBin/MS10-UCP (fig. 39) si contine
promotorul MS10, gena UCP, caseta de -
exprimare cu capatul 3' localizat intre
secventele de margine din dreapta si
stanga ale T-DNA din Agrobacterium
permitand o transformare eficienta in
celulele de tutun.

Exemplul 23. Transformarea plarr
telor de tutun cu constructia genei
promaotoare pBin/MS10

Vectorul recombinat pBin/MS10-
UCP este mobilizat din Escherichia coli {TG-
2) pe Agrobacterium tumefaciens
(LBA4404) intr-o incrucisare triparentala
pe placile L cu Escherichia coli (HB101)
care adaposteste pRK2013. Transconju-
gatiile plantelor de tutun sunt selectati pe
un mediu minimal contindnd kanamicina
(50 pg) si streptomicina (500 pg).

Amestecul L (5 cm®) continand
kenamicind 50 g/cm?® se inoculeaza cu
o0 singura colonie de Agrobacterium.
Cultura este dezvoltatad peste noapte la
temperatura de 30°C, cu agitare la 150
rot/min. Aceasta cultura (500 pg) este
inoculatd in amestecul L care contine
kanamicina {50 pg]) si se dezvolta apoi ca
mai sus. Imediat inainte de utilizarea
Agrobacteriei amestecul este granulat prin
filare fa 3000 rot/min timp de 5 min si
apoi se suspenda intr-un volum egal de
mediu lichid Murashige si Skoog (MS).

Placile de alimentare sunt preparate
pe discuri petri cu S cm diametru, dupa
cum urmeaza. Mediul salid MS suplimentat
cu B-benzilkamino purina (6-BAP) (1 mg/I)
si acid 1-naftalenacetic (NAA) (0,1 mg/I)
este suprapus cu Nicotiana tabacum
varietatea Samsun in cultura sub forma
de suspensie (1 cm®). Pe suprafata
discurilor sunt plasate hartii de filtru de
9 si 7 cm diametru.

Frunzele intregi din cultura de
tesuturi din plantele dezvoltate sunt plasate
pe discurile de alimentare. Placile sunt
inchise cu “Nescofilm” si incubate peste
noapte intr-o camera de dezvoltare a
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plantelor la temperatura de 26°C sub
lumina stralucitoare fluorescenta.

Frunzele de pe placile de alimentare
sunt plasate intr-0 suspensie de Agrobac-
teria pe discuri petri de 12 cm diametru
si apoi se taie in sectiuni de 1...1,5 cm®.
Dupa 20 min bucéatile de frunze sunt aduse
din nou pe discurile de alimentare care
sunt apai inchise si readuse in camera de
dezvoltare a plantelor. Dupa 48 h de in-
cubare in camera de dezvoltare a plantelor
materialul din plante este apoi transferat
pe mediul MS suplimentat cu 6-BAP (1
mg/1), NAA (0,1 mg/1), carbeniciling (500
ug/cm?) si kanamicina (100 pg) pe discuri
petri, iar aceste discuri petri sunt inchise
si readuse in camera de dezvoltare a
plantelor.

Dupa primele trei saptamani de la
inoculare cu Agrobacterium, 1astarii sunt
indepéartati din explante si plasate pe
mediul MS suplimentat cu carbenicilina
(200 pg/cm?) si kanamicing {100 pg/cn?)
pentru dezvoltarea radacinilor.

Plantele transformate prind radacini
dupa una pana la doua saptamani de la
transfer. Dupa dezvoltarea radacinilor,
plantele transformate sunt trasnferate in
vase care contin sol si se dezvolta in sera.
La aproxiamtiv o lund dupd transfer,
plantele infloresc.

Anterele plantelor de tutun
contindnd constructia pBin/MS10-UCP,
se analizeazd 1n ceea ce priveste
exprimarea genei UCP prin analiza
Northern a petelor pe mostrele de RNA
si efectul exprimarii UCP este determinat
pe polenul dezvoltat.

Revendicari

1. Constructie genetica care deter-
mind sterilitate masculind la plante,
caracterizata prin aceea ca, cuprinde
0 gena ce codifica o proteind capabild sa
disloce biogeneza polenului viabil si gena
de reglare care include o secventd
promotor introductibild prin aplicarea
externa a unui inductor chimic la planta
care contine constructia.

2. Constructie geneticd, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, gena de reglare include o secventa
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operatoare de control a genei de dislocuire
St a genei represoare care codificad o
proteina represoare adaptata la interac-
tiunea cu gena operatoare de dislocuire
siinhiba expresia proteinei dislocuite, gena
proteinei represoare fiind reglata pritr-un
praomotor inductibil chimic.

3. Constructie genetica, conform -
revendicari 1, caracterizata prin aceea
ca, secventa promotor este specifica florii
masculine find operativ unitd la gena
proteinei de dislocuire, pentru restrictia
expresiei genei de dislocuire in portiunea
cu flori masculine a plantei.

4. Constructie genetica, conform
revendicari 1, caracterizata prin aceea
ca, cuprinde: (a) o secventa promotor a
primei gene responsabila de prezenta sau
absenta inductorului chimic exogen, (b)
gena care caodificd proteina represoare
sub controlul primei secvente promaotoare
mentionata mai sus, (c] o secventa
operatoare responsabild de proteina
represoare mentionata mai sus, exprimata
prin gena proteinei represoare, (d) o
secventa promotoare a genei specifice florii
masculine expresibild numai pentru partile
masculine ale plantei si (e} o gena care
condifica proteina de dislocuire capabila
sa disloce biogeneza polenului vitabil, in
care prezenta sau absenta inductorului
chimic exogen in plantd permite selectia
fertilitatii sau sterilitatii masculine.

9. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, secventa promoator a genei inductibild
chimic este o subunitate de 27 kg izolata
din gena glutation-S-transfazei (GST Il) la
porumb.

6. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, inductorul pentru gena promotor este
N, N-diali-2,2-diclor-acetamida sau benzil-2-
clor-4-{trifluormetil)-5-tiazol-carboxitatul.

7. Constructie genetica, conform
revendicari 1, caracterizata prin aceea
ca, inductorul este N,N-dialil-2,2,-diclor-
acetamida.

8. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, gena de dislocuire este gena prateinei
necuplata la mamifere (UCP]).
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plantelor la temperatura de 26°C sub
lumina stralucitoare fluorescenta.

Frunzele de pe placile de alimentare
sunt plasate ntr-o suspensie de Agrobac-
teria pe discuri petri de 12 cm diametru
si apoi se taie n sectiuni de 1...1,5 cmé.
Dupa 20 min bucatile de frunze sunt aduse
din nou pe discurile de alimentare care
sunt apoi inchise si readuse in camera de
dezvoltare a plantelor. Dupa 48 h de in-
cubare in camera de dezvoltare a plantelor
materialul din plante este apoi transferat
pe mediul MS suplimentat cu 6-BAP (1
mg/l), NAA (O,1 mg/1), carbenicilinag (500
pg/cm?) si kanamicina (100 pg) pe discuri
petri, iar aceste discuri petri sunt inchise
si readuse in camera de dezvoltare a
plantelor.

Dupa primele trei saptdmani de la
inoculare cu Agrobacterium, lastarii sunt
indepartati din explante si plasate pe
mediul MS suplimentat cu carbenicilina
(200 pg/cm?) si kanamicina (100 pg/cnt’)
pentru dezvoltarea radacinilor.

Planteletransformate prindradacini
dupa una pana la doua saptamani de la
transfer. Dupa dezvoltarea radacinilor,
plantele transformate sunt trasnferate in
vase care contin sol si se dezvolta in sera.
La aproxiamtiv o lund dupa transfer,
plantele infloresc.

Anterele plantelor de tutun
continand constructia pBin/MS10-UGP,
se analizeazd n ceea ce priveste
exprimarea genei UCP prin analiza
Northern a petelor pe mostrele de RNA
si efectul exprimarii UCP este determinat
pe polenul dezvoltat.

Revendicari

1. Constructie genetica care deter-
mina sterilitate masculina la plante,
caracterizata prin aceea cé, cuprinde
o gena ce codifica o proteina capabila sa
disloce biogeneza polenului viabil si gena
de reglare care include o secventa
promotor introductibild prin aplicarea
externa a unui inductor chimic la planta
care contine constructia.

2. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, gena de reglare include o secventa
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operatoare de control a genei de dislocuire
si a genei represoare care codifica o
proteina represoare adaptata la interac-
tiunea cu gena operatoare de dislocuire
si inhiba expresia proteinei dislocuite, gena
proteinei represoare fiind reglata pritr-un
promotor inductibil chimic.

3. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizaté prin aceea
ca, secventa promotor este specifica florii
masculine fiind operativ unitd la gena
proteinei de dislocuire, pentru restrictia
expresiei genei de dislocuire in portiunea
cu flori masculine a plantei.

4. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, cuprinde: (a) o secverﬁ;é promotor a
primei gene responsabild de prezenta sau
absenta inductorului chimic exogen, (b]
gena care codifica proteina represoare
sub controlul primei secvente promotoare
mentionatd mai sus, (c] o secventa
operatoare responsabilda de proteina
represoare mentionata mai sus, exprimata
prin gena proteinei represoare, (d) o
secventd promotoare a genei specifice florii
masculine expresibild numai pentru partile
masculine ale plantei si (e) o gena care
condificd proteina de dislocuire capabila
sa disloce biogeneza polenului vitabil, n
care prezenta sau absenta inductorului
chimic exogen n plantd permite selectia
fertilitatii sau sterilitatii masculine.

5. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, secventa promotor a genei inductibila
chimic este o subunitate de 27 kg izolata
din gena glutation-S-transferazei (GST 11)
la porumb.

B. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
cé, inductorul pentru gena promotor este
N,N-dialil-2, 2-diclor-acetamidasaubenzil-2-
clor-4-{trifluormetil)-5-tiazol-carboxilatul.

7. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
¢a, inductorul este N,N-dialil-2,2 -diclor-
acetamida.

8. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, gena de dislocuire este gena proteinei
necuplata la mamifere (UCP).
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9. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
cé, gena de dislocuire este o mutatie a
genei pentru subunitatea beta a F1-ATP-
azei care are secvente adaugate sau
eliminate, astfel ca aceste schimbari sa
aibd ca rezultat retentia abilitati de
asamblare cu alte subunitati, dar care
interfereaza cu functia, cum ar fi o ATP
sintaza.

10. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizaté prin aceea
ca, gena de dislocuire este sub forma
sinteticad, de mutatie a genei ol 1,
codificand subunitatea 9 a Fo-ATP-azel.

11. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, gena de dislocuire este o mutatie a
presecventei tranzit mitocondriale care
functioneaza in timpul transferului in asa
fel, incat rezulta dislocarea proteinei de
transport la mitocondrii.

12. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, gena de dislocuire este o constructie
genetica care poartd o fuziune intre gena
subunitatii beta din drojdie si gena beta-
galactozidazei din Escherichia coli, ceea
ce are ca rezultat exprimarea proteinei
de fuziune dislocuita.

13. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizaté prin aceea
ca, gena represoare este gena proteinei
de legaturd cu DNA adusa sub controlul
promotorului inductil chimic gena proteinei
de legatura cu DNA codificata fiind capabila
de interactiune cu secventa operatoare
asociata cu gena de dislocuire.

14. Constructie genetica, conform
revendicarii 13, caracterizatéa prin aceea
ca, gena proteinei legatd de DNA codifica
o proteina represoare, astfel ca, prin
exprimarea genei proteinei legata de DNA,
exprimarea proteinei prin gena de
dislocuire este inhibata.

15. Constructie genetica, conform
revendicarilor 12 sau 13, caracterizata
prin aceea cd, atat gena proteinei legata
de DNA, cat si gena operatoare nu au
originea in plante.

16. Constructie genetica, conform
revendicarii 15, caracterizaté prin aceea
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ca, atat gena proteinei legata de DNA, cét
si gena operatoare sunt de origine
bacteriana.

17. Constructie genetica, conform
revendicarii 16, caracterizata prin aceea
ca, atat gena proteinei legata de DNA, cat
si gena operatoare sunt derivate din gena
lacl din Escherichia coli.

18. Constructie genetica, conform
revendicarii 7, caracterizata prin aceea
ca represorul si operatorul sunt izolati din
plasmida desemnatad p35Slacl, continuta
in Escherichia coli tulpina TG-2 depozitata
la Colectia Nationala de la Industrial an
Marine Bacteria Limited, Aberdeen Marea
Britanie la 12 decembrie 1988 sub
numarul de acces NCIB 40092.

19. Constructie genetica, conform
revendicarii 2, caracterizata prin aceea
ca, gena operatoare de dislocuire este 0
secventa pseudo-operatoare si gena
represoare este 0 gena de reglare mutanta
care codifica represorul avand o secventa
de amino-acizi care se leaga la pseudo-
operator.

20. Constructie genetica, conform
revendicarii 3, caracterizata prin aceea
ca, secventa specifica florii masculine este
polinucleotida aratata in fig. 15.

21. Constructie genetica, conform
revendicarii 20, caracterizata prin aceea
ca, secventa specifica florii masculine este
izolata din plasmida p35Slacl, continuta
in Escherichia coli tulpina R1 depozitata
la Colectia Nationald de Bacterit Industriale
si Marine la 9 ianuarie 1989 sub numarul
de acces NCIB 40080.

22. Constructie genetica, conform
revendicarii 21, caracterizata prin aceea
ca, flora specificd masculinad si gena de
dislocuire sunt desemnate din plasmida
pBin/MS10-UCP avand structura mentio-
nata in fig. 39.

23. Constructie genetica, conform
revendicarii 3, caracterizata prin aceea
ca, secventa specifica florii masculine
cuprinde polinucleotida aratata in fig. 16
sau o variantd a acesteia permisa prin
degenerarea codului genetic.

24. Constructie genetica, conform
revendicarii 23, caracterizata prin aceea
cé, secventa specifica flori masculine este
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izolata din plasmida pMS14, continuta in
Escherichia coli tulpina DH 5 alfa depozitata
la Colectia Nationala de Bacterii Industriale
si Marine la 9 ianuarie 1988 sub numarul
de acees NCIB 40090.

25. Constructie genetica, conform
revendicarii 3, caracterizata prin aceea
ca, secventa specifica florii masculine
cuprinde polinuclectida aratata in fig. 17.

26. Constructie genetica, conform
revendicarii 25, caracterizaté prin aceea
céa, secventa specifica florii masculine este
izolata din plasmida pMS18, continuta in
Escherichia coli tulpina R1 depozitata la
Colectia Nationala de Bacterii Industriale
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si Marine la 9 ianuarie 1988 sub numarul
de acces NCIB 40100.

27. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizaté prin aceea
cé, este Incorporata in genomul! propriu
al unei plante transformate restaurabila
din punct de vedere al sterilitatii masculine
sau portiuni de plantd.cum ar fi celule,
protoplasti si seminte.

28. Constructie geneticd, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
cé, este incorporata in genomul propriu
al unei plante dicotiledonate sau mono-
cotiledonate.

Presedintele comisiei de examinare: farm. Pentelescu Elena

Examinator: biochim. Cretu Adina
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9. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, gena de dislocuire este o mutatie a
genei pentru subunitatea beta a F1-ATP-
azei care are secvente addugate sau
eliminate, astfel ca aceste schimbari sa
aibd ca rezultat retentia abilitati de
asamblare cu alte subunitati, dar care
interfereaza cu functia, cum ar fi o ATP
sintaza. ‘

10. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, gena de dislocuire este sub forma
cinteticad, de mutatie a genei oli 1,
codificand subunitatea 9 a Fo-ATP-azei.

11. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, gena de dislocuire este o mutatie a
presecventei tranzit mitocondriale care
functioneaza in timpul transferului in asa
fel, incat rezulta dislocarea proteinei de
transport la mitocondrii.

12. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, gena de dislocuire este o constructie
genetica care poarta o fuziune intre gena
subunitatii beta din drojdie si gena beta-
galactozidazei din Escherichia coli, ceea
ce are ca rezultat exprimarea proteinei
de fuziune dislocuita.

13. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
cd, gena represoare este gena proteinei
de legatura cu DNA adusa sub controlul
promotorului inductil chimic gena proteinei
de legétura cu DNA codificata fiind capabila
de interactiune cu secventa operatoare
asociata cu gena de dislocuire.

14. Constructie genetica, conform
revendicarii 13, caracterizata prin aceea
cé, gena proteinei legatd de DNA codifica
0 proteind represoare, astfel ca, prin
exprimarea genei proteinei legata de DNA,
exprimarea proteinei prin gena de
dislocuire este inhibata.

15. Constructie genetica, conform
revendicarilor 12 sau 13, caracterizata
prin aceea ca, atat gena proteinei legata
de DNA, cat si gena operatoare nu au
originea in plante.

16. Constructie genetica, conform
revendicarii 15, caracterizata prin aceea
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cd, atat gena proteinei legata de DNA, cét
si gena operatoare sunt de origine
bacteriana.

17. Constructie genetica, conform
revendicarii 16, caracterizata prin aceea
ca, atat gena proteinei legata de DNA, céat
si gena operatoare sunt derivate din gena
lacl din Escherichia coli.

18. Constructie genetica, conform
revendicarii 7, caracterizata prin aceea
ca represorul si operatorul sunt izolati din
plasmida desemnata p35Slacl, continuta
in Escherichia coli tulpina TG-2 depozitata
la Colectia Nationald de la Industrial an
Marine Bacteria Limited, Aberdeen Marea
Britanie la 12 decembrie 1988 sub
numarul de acces NCIB 40092.

19. Constructie genetica, conform
revendicarii 2, caracterizata prin aceea
ca, gena operatoare de dislocuire este o
secventa pseudo-operatoare si gena
represoare este 0 gena de reglare mutanta
care codifica represorul avand o secventa
de amino-acizi care se leaga la pseudo-
operator.

20. Constructie genetica, conform
revendicarii 3, caracterizata prin aceea
ca, secventa specifica fiori masculine este
polinuclectida aratata in fig. 15.

21. Constructie genetica, conform
revendicarii 20, caracterizata prin aceea
ca, secventa specifica florii masculine este
izolatd din plasmida p35Siacl, continuta
in Escherichia coli tulpina R1 depozitata
la Colectia Nationald de Bacterii Industriale
si Marine la 9 ianuarie 1989 sub numarul
de acces NCIB 40090.

22. Constructie genetica, conform
revendicarii 21, caracterizata prin aceea
ca, flora specificd masculind si gena de
dislocuire sunt desemnate din plasmida
pBin/MS10-UCP avand structura mentio-
nata in fig. 39.

23. Constructie genetica, conform
revendicarii 3, caracterizata prin aceea
ca, secventa specifica florii masculine
cuprinde polinuclecotida aratata in fig. 16
sau 0 variantd a acesteia permisd prin
degenerarea codului genetic.

24. Constructie genetica, conform
revendicarii 23, caracterizata prin aceea
ca, secventa specifica flori masculine este
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izolata din plasmida pMS14, continuta in
Escherichia colitulpina DH 5 alfa depozitata
la Colectia Nationald de Bacterii Industriale
si Marine la 9 ianuarie 1988 sub numarul
de acees NCIM 40090.

25. Constructie genetica, conform
revendicarii 3, caracterizata prin aceea
ca, secventa specifica floriit masculine
cuprinde polinuclectida aratata in fig. 17/.

26. Constructie geneticd, conform
revendicarii 25, caracterizata prin aceea
ca, secventa specifica florit masculine este
izolatd din plasmida pMS18, continuta in
Escherichia coli tulpina R1 depozitata la
Colectia Nationald de Bacterii Industriale
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si Marine la 9 ianuarie 1988 sub numarul
de acces NCIB 40100.

27. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, este incorporata in genomul propriu
al unei plante transformate restaurabila
din punct de vedere al sterilitatii masculine

sau portiuni de plantd cum ar fi celule, -

protoplasti si seminte.

28. Constructie genetica, conform
revendicarii 1, caracterizata prin aceea
ca, este incorporata in genomul propriu
al unei plante dicotiledonate sau mono-
cotiledonate.

Presedintele comisiei de examinare: farm. Pentelescu Elena

Examinator: biochim. Cretu Adina
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Sacvarda fragmentuksi promotor CAS Xhal « Neol

10 20 30 40 S0

Xbal ‘ i ‘ ' :

GTCTACATATGTTTCTCTTTITCCTTCTTGACTTGACAACTGGCATCGCTAT
TTTTGCTCATGTGAGAAAAAATATAGCACCGTTTATTTCOTTGAAATTGA
ATTGCATCCCAATAATCATAATTTAGACATAAACCAACTAAGTTAATATA
TTTGTATATGTAAATATGTTATCCTAAATTATAATTATATGAGAGAGATA
GTTATACATTACAATTATGATATAGAGAAGCAAATAGAAGAGYGTGCTAT
AAGTTGTACATTGTAAAAGTAGTATGCAAATTTATAGAATTAATTTTTAT
CTTTCACCTCATAAATTTAAGATACACTTATATATAAACTTITGAAAAGTT
GTAAAATATCATATTCTAAAAAARATACACTATTCTATTAGTTAGATTCC
AATTCCTTAAAATAAAAGAAAATAAATGGGCTTAAGGGCTAGTITCGTGG
GCAGGTGGAGGCGATCAATGGCCOATCAATCCTCTCGATATTCAATTGAG
GGGGTTCATCCCATGAATCTCTCTATTTACATGTCCACCAAACAAGATTA
AATGCAATGATACATAGCTTTTGTGCATATTTTITTTTAACGGAGATGCA
AAACAGTATACAAGATOTGTGTATCTTCCCATGCOACCCATCTTGTATCC
AGTTCATGCGTCTGGTGGTTGAACCACAAAGATACACATGATCCATTTCG
ATGAATCAACACAAAACGACTTCATTCATTATGCATTTGACAAATAGCAAG
AAGCGGGGGGCAACAAAGCCCATCCTATCTCATCCATTTTTTUCCACGAT
GGCAAGTGGCAGCTCCTGATTAGCTACGCCCATTCCTATGCTATGTGGCA
CACCCCAGGATTCTTGTGTCATAGGCCATTCGGGCCACGAGGAGCCACGT

CAGACGCCAAGCCACCCCGGCGAGACCAACCAGCCAATCGCAGTTCAGCA

AAAGATGACCTACTATCCAAACCCAACTGTATAAAAGGCAGCTGCTGTIGT
t s 3 3
TCTCTTATGACACACCCATCACACGCATACTGCATACACAACACAGATCA
M A A AT M
TCAGAACGAGCTACCATCTGATCGACATGCCTGCCGCCACCATGG
Neol

sacvente CAT 3i TATA

Locur| posiblle de sturt al transcriptiel

Fig. 12
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Becvenia de nucleotide 3i de aminoacizi corespunzitoare pentru
clona cDNA pMS810 u florii masauline

10
GGC CTT GCC CGC 2C6
50

{
CCC YGC O6C OGT 6GC

60

100
v

+
GGT CLA CGG CGE OGG

140 150
[] ]

1
CGG ACG ACA GCA
Arg Thr Thr Ala

13¢

1
TGC GAC TAC AMC
Cys ASp TYr Asn

230
1

1
AAG CCC TCG CGC
Lya Pro Ser Arg

280
1

Arg

Cac
His

240

GAA
Glu

GCC AAG GTC GTC
Ala Lys Val Val

320
1

GGG

330
'

Ala Phe Ser Thr

37?
GAG GAA ATG TCA
Glu Glu Mat Sar

Thre

Glu
4140 429
] ]

ATT TTC CCT GAT
Ifle Leu Pro Asp

460

]
TCA
Ser

€GA
Gly

1
{

TAT GAC
Tyr

GAC AAA
Asp Lys Asp

2? 39
TTC CCC TCE CCT CCC
70
{
GAT 1CC TGC CC6 GLC
110 120
1 ’

}
666 ©T6 CCC GGS GG

160
‘

TCT CCC COG ACG AGG
Ser Pru Pro Thr Arg

200 210

]
TGG CTC ATC ACC ATG
Trp Leu Ila Thr Met

250
)

1
GAC ATG ATC GAG ACA
Glu Met Ile Gla Thr

300
AGY TAT GAG GAG GCC

230
l

340
!

Thr Tyr Val Gly ¥he
380 90
1 [

Lys Phe Axg Gly Leu
430
1

13
E

e

13

18

CIA
Leu
470

i
AAT GGT
Asn Gly

3
=4
1

Va

-

Fig. 17

40
)
GG TCG CGT CGC
80
]
&G GG CCG GGT
130
:

)
GGA CCC ALCT ATG
Mat

170
q

AAT rc':c TTC GAG
Asn Ser Phe Glu

220

1
GAC TIC €CG GAC
Asp Phe Pro Asp

260
TAC CTC CAG ACT
Tyr Leu Gln Thr
110

AAG MAG AGG ATG

Gly Ser Tyr Glu Glu Ala Lys Lys Arqg Met

350
1

1 i -
ALG ACT TAT GIT GGT TIT CAG GCT GTA ATG

Gln Ala val Met
400

H 1
GAA AAR TTY CGC GGT TG CCT GGA CTA CTT

Pro Gly Val val
440
1

liﬂ TAC
Lys Tyr

49?

[
CCA CCA
Pro Pro

ACA GAG
T™hr Glu

CCA
Pra

AGA
Arg

Gly
180

GGC
Gly

ccc
¥ro

270
t
1
CctC
Lau

TAT
Ty

360

The

TIC
Phe

450

1
1

GGA
Gly

ccT
Pro
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500
*

1
GIT CAT
val Kis

CGA GGA
Axg Gly
590

1
ARC AAC
Asn Asn

CAG CAA
Gln Giln

680
1

1
GGC TAT
Gly Tyr

AGAR GGT
Arg Gly

770
)

GGA CéC
Gly Pro

AAT CCA
Aan Pro

:110)

1

1
ARC

ACG
Thr Asn

TAT AGC
Tyr Ser

550
1

AAC TAC
Asn Tyr

CGT CCT
Arg Pro

€40

¥
GGA AAC
Gly Asn

GCC Cca
Ala Pro

730
L]

TTT GGA
Phe Gly

ACT GAT
Thr Asp

820

GCT GGG
Als Gly

IC TCG
Phe Sexr

910

CCT TCA GCA CCT

Pro Ser
950
1]

TAT G(';:L'
Tyr Gly

Ala Pro

CAA CCT
Gla Pro

510
t

!
AGA
Arg

CAG
Gln

600
1

CCA
Pro

TAC
Tyxr

690
[

Gln

AGG
Arg

780
1

Phe

Gln

870
1

Gln

Gly
960
1

AAT
Asn

112642

CCR TCA

Pro Se

560
3

1
GAT GGC
Asp Gly

CCA GAA
Pre Glu

650
1]

]
CAG ACR
Giln Thr

CAG AAT
Gln Asn

740
«

1]
ART GAT
Asn Asp

CGA AGT
Arg Ser

830
'

GGT CAA
Gly Gln

GGG CAG

520

r Arq Thr Asp
570

1
1
CCT CCA CAG
Pro Pro Gln

610
3

GGT éG'l' TAC
Gly Gly Tyr

660

700

Tyr Ala Gin
750
1

TAC ACA GAC
Tyr Thr asp

799
CAA ACT CAG
Gln Thr Gla
840
1

1
GGT TAC AMC
Gly Tyr Asn

800
GGA GGA GGT

3 1{
AGA ACT GAC AGG AAC
Arg Asn

TAC CGC TCG CAG CAA
Tyr Arg Ser Gln Gln

1]

]
TAT GCA CAA GGT Gé'.l'
Gly Gly

CGT TCA
Arg Ser

TAC CAR
Tyr Gln

AAL CCC
Asn Pro

1
TIT AGG

¢p Int.CL° C 12 N 15/82;

530
]

CGT AAC
Arg Asn
589

1
AAT TAC
Asn Tyr

AAC CCG
Asn Pro

870
'

GAT GGA
Asp Gly

710
.

CAG GAT
Gln Asp

760
[

GGC TAC
Gly Tyr

800

GGG CAT
Gly His

850
{

CAA GAG
Gln Glu

39?
CCT GGT

Gly Gln Gly Gly Gly Fhe Axg Prou Gly

920
1

930
1

940
L]

1
TCT TAT GGC CAA CCA TCA GCA CCT GGA
Ser Tyr Gly Gln Pro

870
1

Ser Ala Pro Gly

980

)
1
ACACTTGGTAACTATG{K;CAGGTLCCT
Thr lLe

u Gly Asn Tyr Gly Gla val Pro

Fig. 17
{cont)

540
)

|
TAC

CAG
Gln

630
1

CcCG
Pxo

AGA
Azg
720

Gly

AAT
Asn
810

i

Val

Arg
900
1

Gly

1T
Ser

9940
[

Pro
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1000 1010 102? 1030
1 v 1

4 [
TCA GTG AAT CCT GGT GGT AAC AGA GIT CCT GGT GTG ART CCT AGT
Ser Val Asn Pro Gly Gly Asn Arg Val Pro Gly Val Asn Pro Ser

1ﬁ49 1050 . 1069 1070 1080
1 1) [}

TAT GGT GGG GAT GGC AGA CAG GGG GCT GGA CCA GEA TAT GGT GGA
Tyr Gly Gly Asp Gly Arg Gln Gly Ala Gly Pro Ala Tyr Gly Gly

1080 1160 1110 1120
1 ’ 1 3

GAT AAC TGG énn AGA GGT TéT GGT CAG TA& CCT AGC CCa éGT GAA
Asp Asn Trp Gln Arg Gly Ser Gly Gln Tyr Pro Ser Pro Gly Glu

113? 114? 115? 1169 1170
1

1 1 [
GGA CAA GGA AAC TGG CAG GGA AGG CAG TAA GAG CTG ACG TGT TCC
Gly Gln Gly Asn Trp Gln Gly Arg Gln

. 1189 119? 1209 121?
[} . 1 1 s
ACT GAR GAC ARG AAT GGC ACT TGA GAT TTA GAX ATC TCC ATC TGT
122(.1 123? 124? 125? 125?
r 1 ] i
ARA ATA AAC GAC TGT GAT GCA TTA CTC TTT TTT TTT TTC TIG CAT
1270 128? 129? 130?
TTG AAC TCT AMA CTT ATG GGC AYG CGT TAT TAC CAA ACT ACG GAT
131? 1329 133? 134? 135?
1 1 ¢ i r
GCA AAT TCA TTT TAG TTT TTT GGG CCA AAT GIT GGC ATT TTT AAA

AAA

Fig. 17
(cont.)
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Secventa de nucleotide gi de aminoacizi corespunzitoars pentru
clona tDNA pMS14 a florii mascutine

10
1

GCA GGG GGG &:G GCA CAG
Ala Gly Gly Gly Ala Gla Glo Ala Ser Arg Ala Glu

50
¥

AGC CCC AGC CCC
Ser Pro Ser Pro

100
'

1
AGC CAC GCC CCC
Ser His Ala Pro

140
)

1
TCC TCG GCG GCG
Ser Ser Ala Ala

150
'

[
GGC GCA GGA CC&
Gly Ala Gly Pro

ACT GOT GCA 6CC
Thr Ala Ala Als

320

]
ACC A'i'G GGC AYC
Thr Mat Gly Ile

310
1

1
CAA GCC AAC TGC
Gln Ale Asa Cys

41¢
CAA TGG ATG GCA
460
i
ACA GTG AGA GCA

(1]
t

)
cu':mcacméscmmm
His Lys Asp Glu Gly Asn Asn Gly

cscecaci‘cmccscéaccrcc
Arg Ala Leu leu Ala Arg Ala Sar

150
1

i 1
GCIA €06 GCC OGT CGT CG@ TGC TCA
Pro Ala Arg Arg Axg Cys Sex

Ala

GCG
Ala

ZGI‘)

1
TAC
24

[
Leu

330
1

aATc
Tle

TCC
Sex

420
GGA

GTC

2

CAA GCC AGC

-—

kL]
)
110 12
1
160
1

200 21
'

[}
GCA GTG CCT GCC GCA GOT GAA

30

0
[

AGAGCAGM

a0

170
1

CGC CIC

Ala Val Pro Ala Ala Ala GIun Arg Leu

250
1

CTG GTG €C6 G0C CoC

Leu Val ro Ala Az
290 g

|7
[~

'
! .
ACG CGC CGT GTG
Thr Arg Arg Val

3
2]
[

34

1 ]
AAC AGC CTG CCC GGC CGG TGC

-]

B
g

33

L]

CCA GCG
Pro Ala

3&9

58

6CC TGC
Als Cys

350

CAC CTC

Asn Ser Leu Pro Gly Arg Cys Nis Leu

380 s

400

(3 1 !
{
GC‘I‘T&AAGCAGGGACC‘I‘GGCACGC(‘WG

Ala
430
H

440
1

L §
GGG GAG AGG AAT AAG ARG TGT TTC CAT

47? 48

490
1

[}
[ U
GMG CTC CAA CGT 16T CGT CGT CGT CGT

Fig. 18

CcIT
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500 510 520 530 540
1

CTT CTT TTG ATA TIC AGA CTC TGT OTT GCG GTC TAT ATC ATC AGE
550 560 570 580

1 . ‘ 1
ATA ATA ATA ATA AAA TAA GTA AAA CCA AMA AMA AAA ARA AR

Fig. 18
(cont)
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Secventa de nucieotide 3! aminogcizi corespunziitoare pentru
clona ¢cDNA pMS18 a fiorii masculine

10
1
1
ACA GCA GTA GCA AGA
50 60
: ;
ACC ACT AGG CTA GGT
100
i
AGG GCG CIG CAC CAA
140 150
: :
GAG AGC TAG CAC GCG

190

1
GCA CGT CTG ('ZTG GCC
Ala AxgQ Leu lLeu Ala

230
[l

AAC ATC AAG ACC ACC
Asan 1le Lys Thr Thr

280
1

CAGCOGCAGAGG'M‘C
Gln Pra Gln Arg Phe

330
1

CCC GGC GTT €66 CGG
Pro Gly Val Axg Acq

370
'

CM!CCGGG&’.H‘CM
His Ser Arg Val Gla

240
‘

320
1

410
GTT CAG
Val Gla

420

1
Cr* GOC GG
Lau Ala Arg
%

CrC CCC GGG

a
0

3

CTT CAG
Leu Pro Gly Ls

u Gla

J? 3?
1 1
GGG ATA GAG CAA GGC
0
i
TAG OCT TTIT AAT CQT
110 120
! '
GCA GGC AAG CAA GAA
160
1]

]
ATG GCG AGG TCT TCC
¥et Ala Arg Ser Cys
200 2140

. 1]

] 1
TG CGC TGG CET GTC
Lau Arg Trp Arg val

259
'

ACG ACC GAG AAG AAG
The Thr Glu Lys Lys

2$9 30?

€GC CET 1CB ACC GCC
Axg Fro Sex Thr Ala

340
M-

COT CCC €66 C6G CAC
Pro Pro Arg Arg His

380 %0
s 1

ure&':cmcmmé
His Ala Arg Cla Arg

480

[
1
CGG CAT
Arg His

Fig. 19

40
(]
{
CAC ACA CAC ACA CAC
80 90
! |
CGT CGA GAA GCA AGA
130
i
CAG AGC CGA TCG ACC
170 180
4 1

CAA m‘\m GAT GGY GG(‘:
Gln Aeap Asp Gly Gly

220

GAC €GC CEA 6GC
ASp AYg Arg Gly

260
|

310
'

TCG GOG CGG CGC
Sex Ala Arg Azq

ise

]
GAT 1ICC GG CAG
Asp Ser Trp Gln

400
1

CAG CAG CCT ACC
Gln Gla Fro Thr
°
»
]

4

-

CTZ

ccr
0 Leu

L1

CGG
Arg
430

1]

GCC CGG GTC GCC CAC
Ala Arg Val Ala His

C 12 N 5/10;
A 01 H 5/00;
C 12 N 15/54;
C 12 N 15/12;
C 12 N 15/55;
C 12 N 15/29



500

)

1
CGC CGG
Axrg Arg

AAG CGT
Lys Arg

590
1

1
CTT CAT
Leu His

GTA GIT
Val val

680

I
GCT TGT
Ala Cys

AGA GTT
Arg Vval

770
'

1
TCA GTA
Ser Val

CIC CCT
Leu Arg

550

t

)
GGT AGT
Gly Ser

GCA TGC
Ala Cys

640
4

1
GGG CTT
Gly Leu

GTT CTA
val Leu

730
i

GGA TCT
Gly Ser

TCT GTT
Ser val

820
.

CTG GTT

GAA TAA
910

AAA CCT

510

1
cee
Pro

AGA
Arg

609

val

GCA
Ala

6§90
'

Leu

val
780

76T
cys

GTA

870

112642

CGA GCA
Arg Ala

560
1

1
GGT GCT
Gly Ala

GTT CGT
val Arg

£50
1

1
CGT ACC
Axg Thxr

CTT TIT
Leu Fhe

740
1

1
TCA TTT
5ar Phe

GGA GAC
Gly Asp

E!?
GCT AGC

TAC ATG
920
i

GIT TGT

Fig. 19
{cont.)

520

1
cce can
Axg Gln

ACT GTT
Thr val

€10
)

1
GGT TTC
Gly Phe

GTA CGT
Val Arg

700

i
AGT TTA
Ser Leu

GGT GGT
Gly Gly

790
v

1
TG GIG
Leu Val

GGT GGT

88?
CAT GTG

ATA AGC

530

CAA GCC CTG
Gln Ala Leu

570
1

1
ACT GTA GTA
Thr Val val

629

1
CCT AGC TCC
Pro Ser Ser

660
1

1
CTA GCT AGC
Jau Ala Sex

ATT ACC TGC
Ile Thr Cys

750

val Cys Phe

]
TTT AAT TTA
Phe Asn Leu

840
[}

GOG GIG GTG

890
1]

o1 Int.CL°® C 12 N 15/82;

AAC GCC
Asn Ala

580
t

1
CGT CGT
Arg Axrg

ATA CGA
Ile Arg

670
1

1
TAT ATA
Tyx Ile

CTG CAT
Leu His

160
]

ACT AIT
Thr Ile

TIT AGC
FPhe Serx

85?
|
ATG TIC

sS40
1

Asn

900

1
. (
ATG TAT CCA TGT TTIT GIG

930
TGT CCC
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Hind1i Xbal Kpnl BamH ’:;r:‘/

Sstt
EcoR!

PMS 10 promotor
1830 bp

Clona pMS'! 0'5.

Fig. 23
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Structura pTAK,, pTAK,, pTAK,

SstI EcoRI
|

] 1800bp Ll —

B- glucuronidoza  tssminator-noa

!

T T T T T
; Sphl Sall BamH} Bnkerul Hind lii-Smal |
Hindill PstI  Xbal Smal este din pUC12
Hind liL, Sal |, Xba |
BamHl, Sma I sunt
unice  vector

pTAK1 @ GATCCCC G GGIT GGTCAGTCCCTTI ATG
BamHI

PTAKZ GGATCCCC Q@ GTA GGTGAGTCCCTT[ATG

Smal
pTAK3 GGATCCCC GGG, TAC GGTCAGTGCGTTIATG
Smal

Fig. 24



Harta clonel pM310-8GLS
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EcoRl

Sstl

Smal

BamH]

Hinglll

19

\ /

aus

N

MS 10 promotor

19

terminator nos
250 bp

1600 bp

1830 bp
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31
101
151
201
131
301
3851
401
481
501
§51
§ol
51
701
i1
01
D3
201
451

1oal
1051
e

in
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pCGSTIO-LCP

Zm LEUZ

mmamm&uﬂmmm
UUCAGEGEUG AUVCCUNG GUCUCUGCES UCCRAGCEA GALGRURASY
UCGACAALIY CLBAAGUGCA ACCTACCAUG GRSSUCAMGA UCURICUCASC
CGECEUUCY GCCUSCOUAR CABACAUCAU CACCUUCCCLS CUSGACACCR
CCAMGUCES COWCAGALE CARSGURANG GCEASSOLIE CASUACUALL!
AGGUAUAME GUSUCIUASG GACCAUCACE ACCCUBSCEA ABACAGAASS
AUUGCCGAMA CUGUACASCS SUCUSTOUGE UGECAUCCAS ARGCAMALCA
SCUUUGCULG COUCAGRALY EGETUCUACS AUACGEUCCA ABARACUL
UCUUCASSEA SAGAMEGES UGCTUCUNG BGAMGCAARA (CUCSETUGE
CUUMAUGALS BGUSGLEUSS CREUAULCA USEACARCEC KCAGASEUGE
UGAMGEUCAG ARUSCAASCA CAMSCCALG USCACRERAU CAAMCCCCS:
UACACUGOGA COUACAMLGE WLACAGAGUL AMECCACEA CAGAAASCLY
GUCAACACYUS UGRAANGSEA CBACUCCHAN UCUAMUGASA AALGLICALEA
UCAMCUGUAL AGASCURGUS ACALNJGAST UCAUGAMGES BACCTMUGUS
AACCACCACA WACUGGCAGA UGACSUCTCC USCCAUUIAC USUCASCUCY
UGUCGCCGSE UMUGCACEA SACUCCUGSC CUCUCCROUS SAUSUGGUAR
AMACEABALY CAUCAMCUCY CUACCARGAC AGUACCCAAG USUACCCASC
USUGCAAUSA COAMGUACAD CAAGEAAGGA CLSACASCCY URRAKAAAGG
SUUUGCECCU UCUUAAICUGE SACUCGEAUC CUGBAMCEUS AUCAUGLRRE
UGUGCUUUGA ACASCUGAME AAMMGASCUGA UBANGUCLLE SCAGACAGUS
QACUGCACCA CAUMGSCRAC WUGRAGAMGE GRAUSCUAM, CACCALIISES
CUCCUAUGCY SBSCUCCUAY GOUGGEAGAC CACBAMMAR ACTAACEAAA
SARAUCAGAE €

Fig. 27
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0 5 W B 4 5
Timp (ora}
Fig. 31

0.01

A X i x 1 1

0 25 M B WL

Timp (ore}
Fig. 32
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et

A
Canf
"" @
X

a
BanHi

BpMURIZ0

LxZ
Kary
B. Jonctiunea fuziunii
ATT WAL CCT BCA GTG GAT CIC GTC GIT THA

e Tyt P Alb Vel A PVl Wl Lew
-345 346 347 348 349 350 g9 10 1t

subunitatea - B loc-2

Consalructia proteinei da fuziune
subunitate - Aff - galectozidozd
Fig. 36

Harta plasmidel constructiel pV4S/8L2

Fig. 37
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