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Aceasta inventie se refera la chinolat fosforibozil transferaza vegetala (QPRT-aza)
si la ADN-ul care codifica aceastd enzima. in particular, aceasta inventie se refera la uti-
lizarea ADN-ului care codifica chinolat fosforibozil transferaza in scopul obtinerii de plante
transgenice avand nivele de nicotind modificate genetic, si la plantele astfel obtinute.

Datoritd unor considerente legate de natura vicioasa (generatoare de dependenta)
a nicotinei, producerea unui tutun cu un continut redus de nicotina prezinta un deosebit in-
teres. In plus, plantele de tutun cu nivele extrem de scazute ale producerii de nicoting, sau
fara producere de nicotind, sunt atractive ca primitori pentru transgenele care exprima pro-
duse cu valoare comerciald, cum ar fi: produsele farmaceutice, componentele cosmetice,
sau aditivii alimentari. Pentru indepartarea nicotinei din tutun au fost concepute diverse pro-
cedee. Cu toate acestea, cea mai mare parte a acestor procedee indeparteaza si alte in-
grediente din tutun, in afara nicotinei, prin aceasta fiind afectat tutunul. Prin tehnicile clasice
de regenerare a plantelor s-au obtinut plante de tutun cu continuturi mai scazute de nicotina
(aproximativ 8%) fata de cele care se gasesc in plantele de tutun de tip salbatic. Sunt de do-
rit plante de tutun si tutun avand reduceri suplimentare ale continutului de nicotina.

O abordare Tn scopul reducerii nivelului unui produs biologic este aceea de a reduce
cantitatea unei enzime necesare din calea de biosinteza care duce la acel produs. Daca
enzima afectatd se géseste, in mod natural, intr-o cantitate limitativa de viteza (fata de alte
enzime necesare din calea de biosinteza), orice diminuare a abundentei acestei enzime va
conduce la scaderea producerii produsului final. Dacé cantitatea enzimei nu este, in mod
normal, limitativa de viteza, prezenta sa intr-o celula trebuie sa fie redusa la nivele limitative
de vitez4, in scopul diminudrii randamentului caii. Tn schimb, daca cantitatea de enzima exis-
tenta in mod natural este limitativa de vitezd, atunci orice cregtere a activitatii enzimatice va
avea ca rezultat o crestere a produsului final al caii de biosinteza.

In principiu, nicotina se formeaza in radacinile plantei de tutun si este transportata
ulterior spre frunze, unde este depozitata (Tso, Physiology and Biochemistry of Tobacco
Plants, pp. 233 - 234, Dowden, Hutchinson & Ross, Stroudsburg, Pa (1972)). O etapa
obligatorie in biosinteza nicotinei este formarea acidului nicotinic din acid chinolinic, etapa
care este catalizatd de enzima chinolin fosforibozil transferaza (QPRT-aza). QPRT-aza pare
sa fie 0 enzima limitativa de viteza din calea de alimentare cu acid nicotinic pentru sinteza
nicotinei in tutun. A se vedea, spre exemplu: Feth si colab., “Regulation in Tobacco Callus
of Enzyme Activities of the Nicotine Pathway”, Planta, 168, pp. 402 - 407 (1986), Wagner si
colab., “The Regulation of Enzyme Activities of the Nicotine Pathway in Tobacco”, Physiol.
Plant, 68, pp. 667 - 672 (1986). Modificarea continutului de nicotina din plantele de tutun prin
reglarea antisens a expresiei metil transferazei de putrefactie (PMT-aza) a fost propusa in
brevetele US5369023 si US5260205 de catre Nakatani si Malik. Cererea PCT WO 94/28142
a lui Wahad si Malik descrie ADN-ul care codifica PMT si utilizarea constructilor PMT sens
si antisens.

Inventia se referad la o moleculd izolatd de ADN care cuprinde o secventa selectionata
din grupul de secvente alcatuit din:

- secventa SECV. ID Nr.:1;

- secvente de ADN care codificd o enzima avand secventa de aminoacizi din
SECV. ID Nr.:2;

- secvente de ADN care au cel putin omologie de 65% cu ADN-ulizolat de la punctele
a) si b) si care codifica pentru o enzima chinolat fosforibozil transferaza; si

- secvente de ADN care difera de secventele ADN de la punctele a), b) sau c) de mai
sus, datorita degenerarii codului genetic si care codifica pentru o enzima chinolat fosforibozil
transferaza.
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Inventia se mai refera la un construct ADN, care cuprinde, in directia 5'-3’ un pro-
motor functional intr-o celuld vegetald si o secventd de ADN cuprinzand o secventa
codificatoare a chinolat fosforibozil transferazei de tipul celei mentionate anterior, pozitionata
in aval fata de promotor gi asociaté functional cu acesta.

Intr-o altd varianté a inventiei, constructul ADN cuprinde in directia 5'-3' un promotor
vegetal si o secventad de ADN cuprinzand o secventa codificatoare a chinolat fosforibozil
transferazei de tipul celei mentionate anterior, pozitionata in aval fati de promotor si asociata
functional cu acesta, secventa ADN respectiva fiind in orientare antisens.

Un obiect al inventiei 1l reprezintd o celuld de plantd care cuprinde unul din
constructele ADN mentionate anterior.

Un alt obiect al inventiei il constituie o planta transgenicé care cuprinde celulele de
plante amintite.

De asemenea, inventia se refera la o peptida care cuprinde secventa de aminoacizi
din SECV. ID Nr.: 2.

Inventia se mai refera la un procedeu de obtinere a unei celule vegetale transgenice
cu o expresie diminuata a chinolat fosforibozil transferazei care cuprinde:

- furnizarea unei celule de plantd de un tip cunoscut care si exprime chinolat
fosforibozil transferaza,

- furnizarea unui construct ADN exogen, care cuprinde, in directia 5'-3' un promotor
functional intr-o celuld vegetala si o secventa heteroloaga de ADN care contine o portiune
a secventei care codificd ARNm al chinolat fosforibozil transferazei si este selectat din
secventele ADN definite anterior, secventa heteroloaga de ADN fiind asociata functional cu
promotorul, si

- transformarea celulei vegetale respective cu constructul ADN mentionat, pentru a
produce celule transformate, celula vegetald transformatd amintitd avand o expresie
diminuata a QPRT-azei comparativ cu o celula de planta netransformat3, si ADN-ul heterolog
cuprinzand cel putin 25 de nucleotide din secventa de ADN definita anterior.

Un alt obiect al inventiei este o plantd transgenica din genul Nicotiana avand di-
minuata expresia chinolat fosforibozil transferazei comparativ cu o planta de control netrans-
formata, care cuprinde celule de planta transgenica care contin:

- un construct ADN exogen care cuprinde, in directia 5'-3', un promotor functional in
celula vegetala mentionata si o secventa ADN heteroloaga care cuprinde un segment al unei
secvente ADN ce codificd un ARNm al chinolat fosforibozil transferazei vegetale, selectat din
secventele ADN amintite, ADN-ul respectiv fiind asociat functional cu promotorul;

- planta prezentand o expresie redusa a chinolat fosforibozil transferazei comparativ
cu o planta martor netransformata, si ADN-ul heterolog cuprinzand cel putin 25 de nucleotide
ale unei secvente ADN de tipul celei mentionate.

Inventia se refera si la un descendent al plantei transgenice amintite.

Un obiect al inventiei 7l reprezintd si un procedeu de reducere a expresiei genei
pentru chinolat fosforibozil transferaza intr-o celula vegetala, care cuprinde:

- cregterea unei celule vegetale transformate sa contina o secventa heteroloaga de
ADN selectatd din secventele ADN mentionate mai sus, in care o catena transcrisa a
respectivei secvente heteroloage de ADN este complementara cu ARNm pentru chinolat
fosforibozil transferaza endogen la celula mentionata, in care transcrierea respectivei catene
complementare reduce expresia genei chinolat fosforibozil transferazei.

Inventia se mai refera la un procedeu de obtinere a unei plante de tutun cu nivele
scazute de nicotina Tn frunze care cuprinde:
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- cresterea unei plante de tutun sau a unui descendent al acesteia, in care respectiva
plantd cuprinde celulele continand un construct ADN exogen, cuprinzand o regiune de
initiere a transcrierii, functionala Tn planta mentionata si o secventad de ADN heteroloaga, se-
lectatd din secventele ADN conform inventiei, legate functional la regiunea de initiere a
transcrierii, in care catena transcrisd a secventei heteroloage de ADN mentionata este
complementara cu ARNm endogen pentru chinolat fosforibozil transferaza in celulele res-
pective.

De asemenea, inventia se mai refera la un procedeu de obtinere a unei celule de
plantad transgenica cu nivel crescut al expresiei chinolat fosforibozil transferazei, care
cuprinde:

- furnizarea unei celule de plantd de un tip cunoscut pentru a exprima chinolat
fosforibozil transferaza,

- furnizarea unui construct ADN exogen, care sa contina, in directia 5’-3', un promotor
functional intr-o celula vegetala si o secventd ADN heteroloaga care codifica pentru chinolat
fosforibozil transferaza i este selectata din secventele ADN conform inventiei, secventa de
ADN heteroloaga fiind asociata functional cu promotorul;

- transformarea celulei vegetale respective cu constructul de ADN mentionat pentru
a produce o celula vegetald transformata, celula vegetala transformaté avand o expresie
crescuta a chinolat fosforibozil transferazei comparativ cu o celuld vegetala netransformata.

Un obiect al inventiei il reprezinta si o planta transgenica din genul Nicotiana avand
o expresie crescutd a chinolat fosforibozil transferazei comparativ cu o planta martor ne-
transformata care cuprinde celule de planta transgenica care contin:

- un construct ADN exogen care cuprinde, in directia 5’-3', un promotor functional in
celula vegetala amintitd si o secventd ADN heteroloaga care codifica o chinolat fosforibozil
transferaza vegetala selectata dintre secventele ADN conform inventiei, ADN-ul heterolog
fiind functional asociat cu promotorul;

- planta avand o expresie crescuta a chinolat fosforibozil transferazei i, prin urmare,
nivele crescute de nicotind in frunze, fatd de o plantd martor netransformata, precum si
descendeti ai acesteia.

Inventia se mai referd la un procedeu pentru cresterea expresiei genei chinolat
fosforibozil transferazei intr-o celuld de planta care cuprinde:

- cresterea unei celulele vegetale transformata pentru a contine un ADN exogen se-
lectat dintre secventele de ADN conform inventiei, in care ADN-ul exogen codifica pentru
chinolat fosforibozil transferaza.

Un alt obiect al inventiei il reprezinta un procedeu de obtinere a unei plante de tutun
cu nivele crescute de nicotina in frunze care cuprinde:

- cresterea unei plante de tutun sau a unui descendent al acesteia, in care planta
mentionatd cuprinde celule continand un construct ADN exogen cuprinzénd o transcriere
functionala a regiunii de initiere in planta amintitd si o secventa heteroloagad de ADN,
selectata dintre secventele ADN conform inventiei, legate functional la regiunea de initiere
a transcrierii mentionatd, in care numita secventd heteroloaga de ADN codificad pentru
chinolat fosforibozil transferaza functionala n celulele respective.

Inventia se mai refera si la utilizérile celulelor de planta de tutun conform inventiei,
pentru fabricarea unui produs de tutun cu un continut modificat de nicotina.

Un prim aspect al prezentei inventii fl constituie o molecula de ADN izolata continand:
SECV ID NR: 1; secvente de ADN care codifica o enzim& avand SECV ID NR: 2; secvente
de ADN care hibridizeaza cu un astfel de ADN si care codifica o enzima - chinolat fosforibozil
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transferaza; gi secvente de ADN care diferd de ADN-ul de mai sus datoritd degenerarii
codului genetic. O peptida codificatd de un asemenea ADN reprezinta un alt aspect al
acestei inventii.

Un alt aspect al prezentei inventii il reprezintd un construct ADN continand un pro-
motor operabil intr-o celula vegetala si un segment de ADN care codifica o enzimé - chinolat
fosforibozil transferaza, pozitionat in aval de promotor si asociat in mod operativ cu acesta.
ADN-ul care codifica enzima poate fi in directia antisens sau sens.

Un alt aspect al prezentei inventii 1l reprezinta un procedeu de obtinere a unei celule
vegetale transgenice cu o expresie redusa a chinolat fosforibozil transferazei (QPRT-azei),
prin furnizarea unei celule vegetale de un tip cunoscut cu capacitatea de a exprima chinolat
fosforibozil transferaza; transformarea celulei vegetale cu un construct de ADN exogen
continand un promotor, si ADN-ul continand o portiune dintr-o secventd care codifica
ARNm-ul pentru chinolat fosforibozil transferaza.

Inca un aspect al prezentei inventii il reprezintd o planta transgenica din specia
Nicotiana avand o expresie redusa a chinolat fosforibozil transferazei (QPRT-azei), com-
parativ cu o planta martor netransformatd. Celulele unor asemenea plante contin un
construct de ADN care include un segment dintr-o secventa de ADN care codificd un ARNm
corespunzator chinolat fosforibozil transferazei (QPRT-azei) vegetale.

Un ait aspect al prezentei inventii 1l reprezintd un procedeu pentru reducerea
exprimarii unei gene pentru chinolat fosforibozil transferaza intr-o celuld vegetala, prin culti-
varea unei celule vegetale transformate in sensul de a contine ADN-ul exogen, in care o ca-
tena transcrisa a acestui ADN exogen este complementara ARNm-ului endogen, din celula,
corespunzétor chinolat fosforibozil transferazei. Transcrierea catenei complementare reduce
exprimarea genei endogene pentru chinolat fosforibozil transferaza.

inca un aspect al prezentei inventii este dat de un procedeu de obtinere a unei plante
de tutun cu cantitéati reduse de nicotina in frunzele plantei de tutun, prin cultivarea unei plante
de tutun cu celule care contin o secventa dintr-un ADN exogen, in care o caten3 transcrisa
a secventei de ADN exogen este complementara cu ARNm-ul endogen corespunzétor
chinolat fosforibozil transferazei din celule.

Inca un aspect al prezentei inventii il constituie un procedeu de obtinere a unei celule
vegetale transgenice cu o expresie crescuta a chinolat fosforibozil transferazei (QPRT-azei),
prin transformarea unei celule vegetale cunoscuta drept producatoare de chinolat fosforibozil
transferaza cu un construct de ADN exogen continand o secventid de ADN care codifica
chinolat fosforibozil transferaza.

Un alt aspect al prezentei inventii este reprezentat de o plantd de Nicotiana
transgenica, avand o exprimare (producere) sporitd a chinolat fosforibozil transferazei
(QPRT-azei), in care celulele plantei transgenice contin o secventd de ADN exogen care
codifica o chinolat fosforibozil transferaza vegetala.

Un alt aspect al prezentei inventii il constituie un procedeu de crestere a expresiei
unei gene pentru chinolat fosforibozil transferaza intr-o celula vegetald, prin cuitivarea unei
celule vegetale transformate in sensul de a contine ADN-ul exogen care codifica chinolat
fosforibozil transferaza.

Inca un aspect al prezentei inventii Tl reprezinta un procedeu de obtinere a unei plante
de tutun avand cantitati ridicate de nicotina tn frunze, prin cultivarea unei plante de tutun cu
celule care contin o secventd de ADN exogen care codifica chinolat fosforibozil transferaza
functionala in celule.

Figuri:

- fig.1 reprezinta calea de biosinteza care conduce la nicotina. Activitétile enzimatice
cunoscute ca fiind reglate de genele Nic7 si Nic2 sunt QPRT-aza (chinolat fosforibozil
transferaza) si PMT-aza (metil transferaza de putrefactie).
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- fig.2A furnizeaza secventa de acid nucleic a cADN-ului NtQPT1 (SECV ID NR:1),
impreuna cu secventa codificatoare (SECV ID NR:3) reprezentate prin majuscule.

- fig.2B reda secventa dedusd a aminoacidului (SECV ID NR:2) corespunzétor
QPRT-azei din tutun, codificat de catre gena cADN NIQPTT.

-fig.3 aliniaza secventa dedusa de aminoacid a NtQPT1 si secventele asemanatoare
din Rhodospirillum rubrum, Mycobacterium lepre, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
umane, si Saccharomyces cerevisiae.

- fig.4 prezinta rezultatele complementarizarii unui mutant de Escherichia coli caruia
Ti lipseste chinolat fosforibozil transferaza (TH265), cu gena cADN NtQPT1. Celulele au fost
transformate cu un vector de expresie purtdtor al genei NtQPTT; cultivarea celulelor
transformate TH265 care exprima gena NfQPT1, pe mediu minimal lipsit de acid nicotinic,
a demonstrat ca gena NtQPT1 codificd QPRT-aza.

- fig.5 compara nivelele de nicotina si nivelele relative stationare ale ARNm-ului
corespunzéator genei NtQPT1 in mutantele de tutun: tipul saibatic Burley 21 (Nic1/Nic1
Nic2/Nic2); Nic1- Burley 21 (nic1/nic 1 Nic2/Nic2); Nic2  Burley 21 (Nic1/Nic1 nic2/nic2) si
Burley 21 Nic1" si NicZ (nic1/nic1 nic2/nic2). Barele solide indica nivelele transcriptului
ARNm; barele hasurate indica cantitatile de nicotina.

-fig.6 reprezinta grafic nivelele relative ale ARNm-ului corespunzator genei NtQPTT,
ntimp, in plantele de tutun superioare, comparativ cu plantele martor neperformante. Barele
solide indica nivelele transcriptului ARNm; barele hagurate indica nivelele de nicotina.

Nicotina este produsa in plantele de tutun prin condensarea acidului nicotinic cu
4-metilaminobutanal. Calea de biosinteza care conduce la producerea nicotinei este ilustrata
in fig. 1. Doua locusuri reglatoare (Nic1 gi Nic2) actioneaza ca reglatori co-dominanti ai
producerii nicotinei. Analizele enzimatice ale radacinilor de la mutantele mono si dublu Nic
arata ca activitatile celor doud enzime: chinolat fosforibozil transferaza (QPRT-aza) si metil
transferaza de putrefactie (PMT-aza), sunt direct proportionale cu nivelele de biosinteza a
nicotinei. O comparatie a activitatii enzimatice din tesuturile plantei de tutun (radacina si
calus) cu diferite capacitati de sinteza a nicotinei arata ca activitatea QPRT-azei este strict
corelata cu continutul in nicotind (Wagner and Wagner, Planta 165:532 (1985)). Saunders
si Bush (Plant Physiol. 64:236 (1979) au aratat ca nivelul QPRT-azei din radacinile
mutantelor cu continuturi scazute de nicotina este proportional cu nivelele de nicotina din
frunze.

Prezenta inventie cuprinde o noua secventa a unui cCADN (SECV ID NR:1) care co-
difica o chinolat fosforibozil transferaza (QPRT-aza) vegetala avéand SECV ID NR:2. Cum
activitatea QPRT-azei este strans corelata cu continutul de nicotina, construirea de plante
transgenice de tutun in care nivelele QPRT-azei sa fie scazute in radéacinile plantei
(comparativ cu nivelele din plantele de tip sélbatic) duce la plante cu nivele reduse de ni-
cotina in frunze. Prezenta inventie furnizeaza metode si constructe de acid nucleic pentru
producerea unor asemenea plante transgenice, ca si astfel de plante transgenice. Asemenea
metode includ exprimarea ARN-ului antisens pentru gena NtQPT1, prin aceasta re-
ducandu-se cantitatea de QPRT-az4 din radacinile de tutun. Nicotina a mai fost descoperita
si in alte specii i familii de plante decét tutunul, desi cantitatea prezenta este, de obicei, mult
mai scazuta decat in Nicotiana tabacum.

Prezenta inventie mai prevede gi molecule de ADN recombinant sens gi antisens care
codifica QPRT-aza sau molecule antisens de ARN corespunzator QPRT-azei, si vectori
continand acele molecule de ADN recombinant; precum gi celule vegetale transgenice si
plante transformate cu acele molecule de ADN si vectori. Celulele si plantele de tutun
transgenice din prezenta inventie sunt caracterizate printr-un continut mai scazut sau mai
ridicat de nicotina fata de celulele si plantele de tutun martor, netransformate.
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Plantele de tutun cu niveluri extrem de scazute ale producerii de nicotind, sau fara
producere de nicotina, sunt atractive ca primitori pentru transgenele care exprima produse
valoroase din punct de vedere comercial cum ar fi: produsele farmaceutice, componentele
cosmetice sau aditivii alimentari. Tutunul este atractiv ca plantd gazda pentru o transgena
care codificd un produs dorit, deoarece este ugor de manipulat prin inginerie genetica si
produce o cantitate foarte mare de biomasa per acru; plantele de tutun cu resurse scizute
destinate producerii de nicotina vor avea, in consecinta, resurse suplimentare disponibile
pentru producerea de produse transgenice. Sunt cunoscute in domeniu metode de
transformare a tutunului cu transgene producatoare de produse dorite; orice tehnicé
adecvata poate fi utilizatd in cazul plantelor de tutun avand un continut scazut de nicotina,
din aceasta inventie.

Plantele de tutun conforme prezentei inventii, cu o expresie reduséd a QPRT-azei si
cu niveluri scazute de nicotina, vor fi de dorit in obtinerea de produse pe bazé de tutun avand
un continut redus de nicotina. Plantele de tutun conforme prezentei inventii vor fi adecvate
utilizarii in orice produs traditional pe baza de tutun, incluzand, dar nelimitdndu-se la pip3,
tigara sau tutun de tigareta si la tutunul de mestecat, ci pot fi sub orice forma, inclusiv frunze
de tutun, tutun tocat sau tutun taiat.

Constructele din prezenta inventie pot fi, de asemenea, utile in furnizarea de plante
transgenice avand o expresie crescutd a QPRT-azei si un continut ridicat de nicotin3 in
planta. Asemenea constructe, metode care utilizeaza aceste constructe, precum si plantele
obtinute in acest fel pot fi dezirabile in realizarea de produse pe baza de tutun avand un
continut de nicotina alterat, sau Tn producerea de plante cu un continut ridicat de nicotina,
folosite datorité efectelor insecticide ale nicotinei.

Prezentii inventatori au descoperit cd gena TobRD2 (a se vedea Conkling si colab.,
Plant Phys. 93, 1203 (1990)) codifica o QPRT-aza din Nicotiana tabacum si au furnizat
secventa de cADN a NtQPT1 (denumita formal TobRDZ2), precum si secventa de aminoacizi
a enzimei codificate. Comparatiile secventei de aminoacizi corespunzatoare genei NtQPT1
cu bazele de date din Banca de Gene releva o similaritate de secvente limitata cu proteinele
bacteriene care codificd chinolat fosforibozii transferaza (QPRT-aza) (figura 3).

Chinolat fosforibozil transferaza este necesard pentru biosinteza de novo a
nicotinadenindinucleotidului (NAD) atat la procariote, cat si la eucariote. In cazul tutunului au
fost detectate cantitati mari de QPRT-aza in radacini, dar nu in frunze. Pentru a determina
daca gena NtQPT1 codifica QPRT-aza, prezentii inventatori au utilizat tulpina bacteriana de
Escherichia coli (TH265) - o mutantd cu deficientd de chinolat fosforibozil transferaza
(nadC"). Aceasta mutanta nu poate creste pe mediu minimal lipsit de acid nicotinic. Cu toate
acestea, expresia proteinei NtQPT1 in aceasta tulpina bacteriana a conferit fenotipul NadC*
(figura 4), confirmand faptul ca NtQPT1 codifica QPRT-aza.

Prezentii inventatori au examinat efectele mutantelor Nic1 i Nic2 in tutun, precum
si efectele retezarii partii superioare a plantelor de tutun asupra nivelelor stationare ale
ARNmM-ului corespunzator genei NtQPT1 si asupra nivelelor de nicotina. (Este bine cunoscut
faptul ca indepértarea dominantei apicale prin sectionarea partii superioare n stadiul de in-
florire are ca rezultat nivele crescute ale biosintezei si transportului nicotinei in tutun, si ea
constituie o practica standard in producerea tutunului). Daca gena NtQPT1 este intr-adevar
implicata in biosinteza nicotinei, atunci este de asteptat ca: (1) nivelele ARNm-ului co-
respunzator genei NtQPT1 s& fie mai mici la mutantele duble Nic1/Nic2 si (2) nivelele
ARNm-ului corespunzator genei NtQPT1 sa fie crescute dupa sectionarea partii superioare.
S-a constatat ca nivelele ARNm-ului corespunzator genei NtQPT7 in cazul mutantelor duble
Nic1/Nic2 sunt de aproximativ 25 % din cele ale tipului salbatic (fig. 5). Mai mult, dupa 6 h
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de la retezarea partii superioare, nivelele ARNm-ului corespunzator genei NfQPT1 din
plantele de tutun au crescut de aproximativ 8 ori. De aceea, s-a stabilit ca gena NIQPT1 este
0 gena reglatoare cheie din calea de biosinteza a nicotinei.

Celule vegetale si plante transgenice

Reglarea exprimarii genei in genomurile celulare vegetale poate fi realizata prin inte-
grarea ADN-ului heterolog sub controlul transcriptional al unui promotor care este functional
Tn gazda, si in care, catena transcrisa a ADN-ului heterolog este complemetara catenei de
ADN care este transcrisa din gena endogena care trebuie reglata. ADN-ul introdus, sub
forma de ADN antisens, ofera o secventa de ARN care este complementara ARNm-urilor
produse in mod natural (endogene) si care inhiba exprimarea ARNm-ului endogen. Me-
canismul unei astfel de reglari a exprimarii genei prin antisens nu este complet inteles. Cat
timp nu se doreste limitarea la o singura teorie, s-a remarcat ca o teorie a propunerilor de
reglare antisens a acelei transcrieri a ADN-ului antisens produce molecule de ARN care se
leaga de/ si impiedica sau inhiba transcrierea moleculelor endogene de ARNm.

In metodele prezentei inventii, produsul antisens poate fi complementar cu portiunile
codificatoare sau necodificatoare (sau cu ambele) ale ARN-ului tinta existent Tn mod natural.
Constructia antisens poate fi introdusa in celulele vegetale prin orice modalitate adecvata
si poate fi integratd in genomul plantei pentru transcrierea inductibila sau constitutiva a
secventei antisens. A se vedea, spre exemplu, brevetele US5453566 si US5107065 ale lui
Shewmaker si colab.

Asa cum au fost utilizate aici, denumirile de ADN (sau ARN) heterolog se refera la
ADN-ul (sau ARN-ul) care a fost introdus Tntr-o celuld (sau Tn stramosul celulei) prin eforturile
oamenilor. Un asemenea ADN heterolog poate fi o copie a unei secvente care se gaseste
in mod natural in celula astfel transformata, sau fragmente ale acesteia.

Pentru producerea unei plante de tutun cu niveluri scazute de QPRT-aza si, prin
urmare, cu continut mai mic de nicotin fata de o plantd martor de tutun netransformata, se
poate transforma o celuld de tutun cu o unitate transcriptionald antisens pentru QPRT,
exogena, continand: o secventa partiala din cADN-ul pentru QPRT; o secventa intreaga din
cADN-ul corespunzator pentru QPRT; o secventad cromozomiala partiala pentru QPRT; sau
o secventa cromozomiala intreaga pentru QPRT aflata in orientare antisens cu secventele
reglatoare adecvate legate operational. Secventele reglatoare adecvate includ o secventa
de initiere a transcrierii (promotor) operabila in planta supusa transformarii gi o secventa de
terminare a poliadenilrii/transcrierii. In continuare, pentru identificarea clonelor purtatoare
ale secventelor pentru QPRT-aza in orientare antisens, legate operational de secventele re-
glatoare, au fost folosite tehnicile standard cum ar fi: realizarea de harti de restrictie,
hibridizarea Southern blot si analiza secventelor nuclectidice. Plantele de tutun sunt apoi re-
generate din celulele transformate cu succes. Cel mai convenabil este ca secventa antisens
utilizata sa fie complementara secventei endogene; cu toate acestea, pot fi tolerate variatii
minore in secventele exogene si endogene. Este preferabil ca secventa antisens de ADN
sa aiba o similaritate a secventei suficienta incat sa fie capabila sa se lege de secventa
endogena din celula care trebuie reglata, in conditii stricte, aga cum s-a descris mai jos.

Tn diferite laboratoare a fost utilizats tehnologia antisens pentru crearea de plante
transgenice caracterizate prin cantitati mai mici decat normalul din unele enzime specifice.
Spre exemplu, au fost obtinute plante cu nivele scézute de calcon sintaza - o enzima dintr-o
cale de biosinteza a unui pigment floral, prin inserarea unei gene antisens corespunzatoare
calcon sintazei in genomul plantelor de tutun si petunie. Aceste plante transgenice de tutun
$i petunie produc flori cu o coloratie mai slaba decat cea normala (Van der Krol si colab.,
An Anti-Sense Chalcone Synthase Gene in Transgenic Plants Inhibits Flower Pigmentation,
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Nature, 333, pp. 866 - 869 (1988)). De asemenea, tehnologia ARN antisens a fost utilizata
cu succes pentru inhibarea producerii enzimei poligalacturonazei la tomate (Smith si colab.,
Antisense ARN Inhibition of Polygalacturonase Gene Expression in Transgenic Tomatoes,
Nature, 334, pp. 724 - 726 (1988); Sheehy si colab., Reduction of Polygalacturonase Activity
in Tomato Fruit by Antisense ARN, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, pp. 8805 -8809 (1988)),
si a subunitatii mici a enzimei ribulozo bisfosfat carboxilaza din tutun (Rodermel si colab.,
Nuclear-Organelle Interactions: Nuclear Antisens Gene Inhibits Ribulose Bisphosphate
Carboxylase Enzyme Levels in Transformed Tobacco Plants, Cell, 55, pp, 673 - 681 (1988)).
Tn mod alternativ, pot fi create plante transgenice caracterizate prin cantitati mai mari decat
cele normale dintr-o enzima data, prin transformarea plantelor cu ajutorul genei pentru acea
enzima in orientare sens (adica normald). Nivelele de nicotina din plantele transgenice de
tutun din prezenta inventie pot fi detectate prin determinarile standard de nicotina. Plantele
transformate n care nivelul QPRT-azei este redus, comparativ cu cel din plantele martor
netransformate vor avea, ca urmare, un nivel de nicotina redus, comparativ cu martorul;
plantele transformate in care nivelul QPRT-azei este crescut comparativ cu plantele martor
netransformate vor avea, in consecinta, un nivel de nicotina crescut, comparativ cu martorul.

Secventa heteroloaga utilizata in metodele antisens din prezenta inventie poate fi se-
lectionatd Tn aga fel incat s& conduca la obtinerea unui produs ARN complementar cu
ntreaga secventa de ARNm pentru QPRT-aza, sau cu o portiune a acesteia. Secventa poate
fi complementara oricarei secvente invecinate a ARNm-ului natural, adica, poate fi com-
plementaré cu secventa de ARNm endogen invecinata capatului 5' terminal sau capatului
care este izolat in timpul procesului de maturare a ARNm, in aval fata de acest ultim capat
mentionat, sau intre acest capat si codonul de initiere si poate acoperi intreaga/ sau doar o
portiune din regiunea necodificatoare, poate uni, printr-o punte, regiunea necodificatoare cu
cea codificatoare, poate fi complementara cu toatd/ sau cu o parte a regiunii codificatoare,
complementard cu capatul 3' terminal al regiunii codificatoare, sau complementara cu
regiunea 3' - netradusad a ARNm-ului. Secventele antisens adecvate pot fi alcatuite din cel
putin 13 pané la 15 nucleotide, cel putin 16 pana la 21 de nucleotide, cel putin 20 de
nucleotide, cel putin aproximativ 30 de nucleotide, cel putin aproximativ 50 de nucleotide, cel
putin 75 de nucleotide, cel putin 100 de nucleotide, cel putin 125 de nucleotide, cel putin 150
de nucleotide, cel putin 200 de nucleotide, sau mai multe. in plus, secventele pot fi extinse
sau scurtate la capetele lor 3' sau 5'.

Secventa particulara antisens si lungimea secventei antisens vor varia in functie de
gradul de inhibare dorit, de stabilitatea secventei antisens si de alte criterii asemanatoare.
Cineva care este expert in domeniu va fi ghidat in selectia secventelor antisens pentru
QPRT-aza, adecvate, cu ajutorul tehnicilor disponibile in domeniu si al informatiilor furnizate
in prezenta descriere. Cu referire la figura 2A si la SECV ID NR:1 din prezenta inventie, o
oligonucleotida a prezentei inventii poate fi un fragment continuu al secventei pentru
QPRT-aza din cADN fin orientare antisens, de orice lungime care sa fie suficientd pentru
realizarea efectelor dorite la transformarea intr-o celula vegetala gazda.

Prezenta inventie poate fi, de asemenea, utilizata in metodele de co-supresie a pro-
ducerii de nicotind. ADN-urile sens folosite in realizarea prezentei inventii au o lungime su-
ficienta pentru a suprima (atunci cand se exprima intr-o celula vegetala) exprimarea nativa
aproteinei vegetale QPRT-aza, asa cum s-a descris aici, in acea celuld vegetald. Asemenea
ADN-uri sens pot fi, in esentd, un intreg ADN genomic sau complementar care codifica
enzima QPRT-aza, sau un fragment din el, cu asemenea fragmente tipice de cel putin
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15 nucleotide, ca lungime. La indeména expertilor in domeniu exista metode de stabilire a
lungimii ADN-ului sens care au drept rezultat suprimarea exprimarii unei gene native intr-o
celula.

Intr-o prezentare alternativa a prezentei inventii, celule vegetale de Nicotiana sunt
transformate cu ajutorul unui construct ADN contindnd un segment de ADN care codificd o
molecula de ARN enzimatica (adica un ribozim ), molecula de ARN enzimatic care este
directionata spre (adica cliveaza) transcriptul ARNm al ADN-ului care codifica QPRT-aza
vegetald, aga cum s-a descris aici. Ribozimele contin domenii de legare a substratului care
se leaga la regiuni accesibile ale ARNm-ului {intd, precum gi domenii care catalizeaza
clivarea ARN-ului, evitand traducerea si producerea proteinei. Domeniile de legare pot
contine secvente antisens complementare secventei ARNm-ului tintd; motivul (desenul) ca-
talitic poate fi un motiv cap de ciocan sau alte motive, cum ar fi motivul agrafa. Situsurile de
clivare dintr-o tintd ARN pot fi identificate, mai intai, prin scanarea moleculei tinta din punct
de vedere al situsurilor de clivare ale ribozimului (ex.: secventele GUA, GUU sau GUC).
Odaté identificate, secventele ARN scurte de 15, 20, 30 sau mai multe ribonucleotide,
corespunzatoare regiunii din gena tintd care contine situsul de clivare pot fi evaluate in
scopul prevederii caracteristicilor structurale. Cu ajutorul testelor de protectie ribonucleazica
cunoscute Tn domeniu, poate fi evaluata si potrivirea (asemanarea) tintelor candidate, prin
testarea disponibilitatii lor pentru hibridizare cu oligonucleotide complementare. ADN-ul care
codificd molecule de ARN enzimatic poate fi produs in conformitate cu tehnicile cunoscute.
A se vedea, spre exemplu, T. Cech si colab., US 4987071; Keene si colab., US 5559021;
Donson si colab., US 5589367; Torrence si colab., US 5583032; Joyce, US 5580967; Gold
si colab., US 5595877; Wagner si colab., US 5591601; si US 5622854. Producerea unei
asemenea molecule de ARN enzimatic intr-o celuld vegetala si intreruperea producerii
proteinei QPRT-aza duc la reducerea activitatii QPRT-azei in celulele vegetale in aceeasi
maniera (in esentd) ca si producerea unei molecule de ARN antisens: adica, prin
intreruperea traducerii ARNm-ului in celula care produce enzima. Termenul de ribozim este
utilizat aici pentru a descrie un acid nucleic contindnd ARN care functioneaza ca o enzima
(asemenea unei endoribonucleaze) si poate fi utilizat in locul termenului de moleculd de ARN
enzimatic. Prezenta inventie include si: ADN care codifica ribozime; ADN care codifica
ribozime care a fost inserat intr-un vector de expresie; celule gazda continand asemenea
vectori, precum $i metode care utilizeaza ribozime, de reducere a productiei de QPRT-aza
in plante.

Secventele de acid nucleic utilizate in realizarea prezentei inventii le includ pe acelea
care au o similaritate a secventei cu SECV ID NR:1 si care codifica o proteind avand
activitate de chinolat fosforibozil transferaza. Aceasta definitie intentioneaza sa includa va-
riatile naturale alelice din proteinele QPRT-azice. Astfel, secventele de ADN care
hibridizeaza cu ADN-ul avand secventa SECV ID NR:1 si codificd exprimarea QPRT-azei,
in particular enzimele QPRT-azice vegetale, pot fi si ele utilizate in realizarea prezentei
inventii.

Pot exista forme multiple ale enzimei QPRT-aza din tutun. Aceste forme multiple ale
unei enzime pot fi datorate modificarii post-transiationale a unui singur produs al genei, sau
formelor multiple ale genei NtQPT1.

Conditiile ce permit altor secvente de ADN care codifica exprimarea unei proteine
avand activitate QPRT-azica sa hibridizeze cu ADN-ul avénd secventa SECV ID NR:1 sau
cu alte secvente de ADN care codifica proteina reprezentata prin SECV ID NR:2, pot fi deter-
minate printr-o modalitate de rutind. Spre exemplu, hibridizarea unor asemenea secvente
poate fi derulatd in conditii de rigurozitate redusa, sau chiar in conditii riguroase (ex. conditii

10




RO 121968 B1

reprezentate de o spalare riguroasa cu NaCl 0,3 M, citrat de sodiu 0,03 M, SDS 0,1%, la
60°C sau chiar 70°C pentru ADN-ul care codificd proteina reprezentatd aici prin
SECV ID NR:2, intr-un test standard de hibridizare in situ. A se vedea J. Sambrook si colab.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual (2d Ed. 1989) (Cold Spring Harbor Laboratory)). in
general, asemenea secvente vor fi cel putin 65% similare, 75% similare, 80% similare, 85%
similare, 90% similare, sau chiar 95% similare, sau chiar mai mult, cu secventa reprezentata
aici prin SECV ID NR:1, sau cu secventele de ADN care codificd proteinele avand
SECV ID NR:2. (Determinarile de similaritate a secventelor au fost facute cu cele doua
secvente aliniate pentru potrivire maxima; pentru sporirea gradului de potrivire sunt permise
brege in oricare dintre cele doud secvente ce sunt asemanate. Sunt preferate lungimi ale
bregelor de 10 sau mai putin, mai preferate sunt lungimile breselor de 5 sau mai putin, iar
lungimile bregelor de 2 sau mai putin sunt si mai convenabile).

Exista proceduri de hibridizare diferentiala care permit izolarea clonelor de cADN ale
caror nivele de ARNm sunt de aproximativ 0,05% poli(A*)ARN. A se vedea M. Conkling si
colab., Plant Physiol. 93, 1203 - 1211 (1990). Pe scurt, bancile de cADN sunt supuse
screeningului, folosind sonde de cADN mono-catenar, din punct de vedere al ARNm-ului
revers transcris din tesutul vegetal (ex. radacini si/sau frunze). Pentru screeningul diferential
se procedeaza astfel: 0 membrana de nitroceluloza sau de nylon este imbibata de 5 ori in
SSC, plasata intr-un colector sub vid avand 96 de godeuri, 150 uL din cultura stationara
peste noapte sunt transferati dintr-o placa stoc (mama) in fiecare godeu si supusi presiunii
sub vid pana cand tot lichidul trece prin filtru. 150 pL din solutia denaturantd (NaOH 0,5 M,
NaCl 1,5 M) sunt plasati in fiecare godeu, cu ajutorul unei pipete si lasati sa stea aproxi-
mativ 3 min. Se aspira ca si mai sus, iar filtrul este indepartat si neutralizat in Tris-HCI 0,5 M
(pH 8,0), NaCl 1,5 M. Filtrul este uscat apoi 2 h in vacuo si incubat cu sondele relevante. Prin
utilizarea filtrelor membranare din nylon si pastrarea placilor principale depozitate la -70°C
in DMSO 7%, filtrele pot fi supuse screeningului de mai multe ori, cu multiple sonde, iar clo-
nele particulare pot fi recuperate dupa cativa ani de depozitare.

Dupa cum a fost utilizat aici, termenul de “gena” se refera la o secventd de ADN care
incorporeaza: (1) semnale reglatoare, incluzand promotorul, situate in amonte de capétul 5',
(2) o regiune codificatoare specificand produsul (proteind sau ARN) al genei, (3) regiuni
situate in aval de capatul 3', incluzand semnale de poliadenilare gi de terminare a transcrierii
$i (4) secvente asociate, necesare unei exprimdri eficiente si specifice.

Secventa de ADN conform prezentei inventii poate fi constituitd, in esentd, din
secventa furnizata in prezenta descriere (SECV ID NR:1), sau din secvente nucleotidice
echivalente reprezentand variante alele sau polimorfe ale acestor gene, sau din regiuni
codificatoare, ale acestora.

Utilizarea frazei “similaritate substantiald a secventelor” in prezenta descriere si in
revendicéri se refera la faptul c& ADN-ul, ARN-ul sau secventele de aminoacizi care au va-
riatii ugoare si lipsite de consecinte de la secventele reale descrise si revendicate in prezenta
cerere sunt considerate a fi echivalente cu secventele prezentei inventii. Din acest punct de
vedere, “variatii secventiale ugoare si lipsite de consecinte” inseamna ca secvente “similare”
(adica, secventele care au o similaritate substantiala a secventelor cu ADN-ul, ARN-ul sau
cu proteinele descrise si revendicate in prezenta cerere) vor fi echivalente din punct de ve-
dere functional cu secventele descrise si revendicate in prezenta inventie. Secventele
echivalente functional vor functiona, in esenta, in aceeasi maniera pentru a produce, in prin-
cipal, aceleasi compozitii ca si compozitiile de acizi nucleici $i de aminoacizi descrise si
revendicate Tn prezenta lucrare.
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Secventele de ADN furnizate n prezenta inventie pot fi transformate intr-o varietate
de celule gazda. In domeniu exista si sunt usor accesibile o varietate de celule gazda po-
trivite, avand proprietatile de cultivare si de manipulare dorite.

Utilizarea expresiei “izolat” sau “substantial pur’ in prezenta descriere si in
revendicari ca un modificator al ADN, ARN, polipeptide sau proteine inseamna ca ADN-ul,
ARN-ul, polipeptidele sau proteinele astfel desemnate au fost separate de mediile lor
celulare in vivo, prin eforturile oamenilor. Aga cum a fost utilizata aici, o “secventa de ADN
nativ” sau “secventa de ADN natural” inseamna o secventa de ADN care poate fi izolata din
tesuturi sau celule netransgenice. Secventele de ADN nativ sunt acelea care nu au fost
alterate artificial, cum ar fi prin mutageneza directionata catre un anumit situs. Odata iden-
tificate secventele de ADN nativ, moleculele de ADN avand secvente de ADN nativ pot fi
sintetizate chimic sau produse cu ajutorul procedeelor de ADN recombinant, dupa cum se
cunoaste in domeniu. Asa cum este folosita in prezenta inventie, o secventa de ADN vegetal
nativ este aceea care poate fi izolata din tesuturi sau celule de plante netransgenice. Aga
cum s-a folosit in prezenta inventie, o secventa de ADN nativ din tutun este aceea care
poate fi izolata din tesuturi sau celule netransgenice de tutun.

Constructele ADN, sau “casetele de transcriere” din prezenta inventie includ, de la
capatul &' pana la capatul 3' in directia transcrierii: un promotor, asa cum s-a discutat an-
terior, 0 secventa de ADN, asa cum s-a discutat anterior in descriere, asociata operational
cu promotorul; si optional, o secventa de terminare care include semnalul stop pentru ARN
polimeraza si un semnal de poliadenilare pentru poliadenilaza. Toate aceste regiuni
reglatoare trebuie sa fie capabile sa opereze in celulele tesutului care trebuie transformat.
Orice semnal de terminare adecvat poate fi folosit in realizarea prezentei inventii, exemple
de acest fel incluzand, dar nelimitandu-se la: terminatorul pentru nopalin sintaza (nos),
terminatorul pentru octapin sintaza (ocs), terminatorul CaMV sau semnalele native de ter-
minare derivate din aceeasi gena ca si regiunea de initiere transcriptionala sau derivate
dintr-o gena diferitd. A se vedea, spre exemplu: Rezian si colab., (1988) de mai sus, si
Rodermel si colab. (1988), de mai sus.

Termenul de “asociat in mod operativ’, asa cum a fost intrebuintat In prezenta
descriere, se refera la secventele de ADN de pe o singura moleculad de ADN, care sunt aso-
ciate in asa fel incat functionarea uneia sa fie afectata de catre cealalta. Astfel, un promotor
este asociat In mod operativ cu un ADN atunci cand este capabil sa afecteze transcrierea
acelui ADN (adica ADN-ul se afla sub controlu! transcriptional al promotorului). Se spune ca
promotorul este in amonte fata de ADN, despre care se spune, la randul sdu, ca este “in
aval” fata de promotor.

Caseta de transcriere poate fifurnizata intr-un construct ADN care are, de asemenea,
cel putin un sistem de replicare. Pentru comoditate, se obignuiegte sa se foloseasca un
sistem de replicare functional in Escherichia coli, cum ar fi ColE1, pSC101, pACYC184, sau
altele de acest fel. In aceastd manier3, lafiecare stadiu, dupa fiecare manipulare, constructul
rezultant poate fi clonat, secventializat i determinata corectitudinea manipularii. inplus, sau
n locul sistemului de replicare E.coli, poate fi intrebuintatd o gama larga de sisteme gazda
pentru replicare, cum ar fi sistemul de replicare al plasmideior P-1 de incompatibilitate, spre
exemplu, pRK290. In afara sistemului de replicare, exista Tn mod frecvent cel putin un marker
prezent, care poate fi util in una sau mai multe gazde, sau markeri diferiti pentru gazde di-
ferite. Adica, un marker poate fi utilizat pentru selectia intr-o gazda procariota, in timp ce un
alt marker poate fi intrebuintat pentru selectia intr-o gazda eucariota, in particular, gazda
vegetalda. Markerii pot oferi protectie impotriva unui biocid, cum este cazul antibioticelor,
toxinelor, metalelor grele, sau al altora de acest tip; pot oferi complementaritate prin
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impartirea prototrofiei cu o gazda auxotrofd; sau pot oferi un fenotip vizibil, prin producerea
unui compus nou in planta.

Diferite fragmente contin&nd diversi constructi, casete de transcriere, markeri si altele
de acest tip, pot fi introduse consecutiv, prin clivarea enzimei de restrictie a unui sistem de
replicare adecvat gi inserarea constructului sau fragmentului particular in situsul disponibil.
Dupa ligare si clonare, constructul ADN poate fi izolat pentru manipularea ulterioara. Toate
aceste tehnici sunt amplu exemplificate in literatura, asa cum au facut J. Sambrook si colab.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual (2d Ed. 1989) (Cold Spring Harbor Laboratory).

Vectorii prevazuti in prezenta inventie care pot fi utilizati pentru transformarea
tesutului vegetal cu constructi de acizi nucleici, includ atat vectori Agrobacterium, cat si
vectori balistici, precum si vectori adecvati transformarii mediate de ADN.

Termenul de “promotor” se refera la o regiune a unei secvente de ADN care
incorporeazé semnalele necesare pentru exprimarea eficientd a secventei codificatoare.
Acesta include secvente la care se leaga o ARN polimeraza, dar nu se limiteaz3 la ase-
menea secvente si poate include regiuni la care se leaga alte proteine reglatoare, impreuna
cu regiuni implicate in controlul traducerii proteice, precum gi secvente de codificare.

Promotorii utilizati in realizarea prezentei inventii pot fi promotori activi constitutiv.
Suntaccesibili numerosi promotori activi constitutiv care sunt operabili in plante. Un exemplu
convenabil este promotorul 35S al virusului mozaicului conopidei (CaMV = Cauliflower
Mosaic Virus ) care este exprimat constitutiv in majoritatea tesuturilor vegetale. Ca alter-
nativa, promotorul poate fi un promotor specific radécinii, sau promotor specific cortexului
raddcinii, aga cum se explica mai detaliat, mai jos.

Au fost exprimate secvente antisens in plante transgenice de tutun, utilizand
promotorul 35S al virusului mozaicului conopidei (CaMV). A se vedea, spre exemplu,
Cornelissen gi colab., “Both RNA Level and Translation Efficiency are Reduced by
Anti-Sense RNA in Transgenic Tobacco”, Nucleic Acids Res. 17, pp. 833 - 843 (1989);
Rezaian si colab., “Anti-sense RNAs of Cucumber Mosaic Virus in Transgenic Plants
Assessed for Control of the Virus”, Plant Molecular Biology 11, pp. 463 - 471 (1988);
Rodermel si colab., “Nuclear-Organelle Interactions: Nuclear Antisense Gene Inhibits
Ribulose Bisphosphate Carboxylase Enzyme Levels in Transformed Tobacco Plants”, Cell
55, pp. 673 - 681 (1988); Smith si colab., “Antisense ARN Inhibition of Polygalacturonase
Gene Expression in Transgenic Tomatoes”, Nature 334, pp. 724 - 726 (1988); Van der Krol
si colab., “An Anti-Sense Chalcone Synthase Gene in Transgenic Plants Inhibits Flower
Pigmentation”, Nature 333, pp. 866 - 869 (1988).

Se prefera utilizarea promotorului 35S CaMV pentru exprimarea QPRT-azei in plan-
tele si celulele de tutun transformate ale acestei inventii. Utilizarea promotorului CaMV pentru
exprimarea altor gene recombinante Tn radacinile de tutun a fost bine descrisa (Lam si
colab., “Site-Specific Mutations Alter In Vitro Factor Binding and Change Promoter
Expression Pattern in Transgenic Plants”, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86, pp. 7890 - 7894
(1989); Poulsen si colab., “Dissection of 5' Upstream Secquences for Selective Expression
of the Nicotiana plumbaginifolia rbcS-8B Gene”, Mol. Gen. Genet. 214, pp. 16-23 (1988)).

De asemenea, si alti promotori care sunt activi doar in tesuturile radiculare (promotori
specifici radacinii) sunt adecvati, in mod particular, metodelor din prezenta inventie. A se
vedea, spre exemplu, brevetul US 5459252 de Conkling si colab.; Yamamoto si colab., The
Plani Cell, 3: 371 (1991). Poate fi utilizat, de asemenea, promotorul specific cortexului ra-
décinii - TObRD2. A se vedea, spre exemplu, cererea de brevet americand SN 08/508.786,
admisa lui Conkling et al; PCT WO 9705261. Toate brevetele citate aici vor fi incorporate in
intregime aici, ca referinte.
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Moleculele de ADN recombinant pentru QPRT-aza si vectorii utilizati pentru pro-
ducerea celulelor si plantelor de tutun transformate din prezenta inventie pot contine, in plus,
o gena marker selectabild dominanta. Markerii selectabili dominanti potriviti pentru utilizarea
la tutun includ, intre altele, gene de rezistentd la antibiotice care codificd neomicin
fosfotransferaza (NPTI!), higromicin fosfotransferaza (HPT) si cloramfenicol acetiltransferaza
(CAT). Un alt marker selectabil dominant bine cunoscut, adecvat utiliz&rii la tutun este o gena
mutanta pentru dihidrofolat reductaza, care codifica dihidrofolat reductaza rezistenta la me-
totrexat. Vectori de ADN contindnd gene adecvate pentru rezistenta la antibiotice, precum
si antibioticele corespunzatoare sunt disponibile comercial.

Celulele de tutun transformate sunt separate de populatia inconjuratoare a celulelor
netransformate prin plasarea populatiei amestecate de celule intr-un mediu de cultura
continand o concentratie corespunzétoare din antibioticul (sau din alt compus toxic pentru
celulele de tutun) la care produsul genei marker dominant selectabila ii confera rezistenta.
Astfel, doar acele celule de tutun care au fost transformate vor supravietui si se vor
multiplica.

Metodele de obtinere a plantelor recombinante ale prezentei inventii implica, in ge-
neral, in primul rand, furnizarea unei celule vegetale capabile de regenerare (celula vegetala
aflandu-se, n mod tipic, intr-un tesut capabil de regenerare). Celula vegetala este trans-
formata apoi cu un construct ADN continand o caseta de transcriere din prezenta inventie
(asa cum a fost descrisa anterior) iar din celula vegetala transformaté este regenerata o
planta recombinanta. Asa cum este explicat mai jos, etapa de transformare a fost efectuata
prin tehnici care sunt cunoscute in domeniu incluzand, dar nelimitdndu-se la: bombardarea
celulei vegetale cu microparticule care poarta caseta de transcriere; infectarea celulei cu un
Agrobacterium tumefaciens continand o plasmida Ti care poarta caseta de transcriere; sau
orice alta tehnica adecvata de producere a unei plante transgenice.

Sunt cunoscute numeroase sisteme vectoare de Agrobacterium, utile Tn realizarea
prezentei inventii. Spre exemplu, brevetul US 4459355 descrie o metoda pentru trans-
formarea plantelor susceptibile, incluzand dicotiledonatele, cu o tulpind de Agrobacterium
continand plasmida Ti. Transformarea plantelor lemnoase cu un vector de Agrobacterium
este prezentata in brevetul US 4795855. Mai mult, brevetul US 4940838 al lui Schilperoort
si colab. descrie un vector binar de Agrobacterium (adica un vector in care Agrobacterium
contine o plasmida avand regiunea vir a unei plasmide Ti, dar nu i regiunea T, si 0 a doua
plasmida avand o regiune T, dar nu si regiunea vir) util in realizarea prezentei inventii.

Microparticulele purtdtoare ale unui construct ADN din prezenta inventie - micro-
particule care sunt adecvate transformarii balistice a unei celule vegetale sunt utile, de
asemenea, $i pentru obtinerea plantelor transformate din prezenta inventie. Microparticula
este propulsata intr-o celuld vegetala pentru a produce o celuld vegetala transformata din
care se regenereaza o planta. Pentru realizarea practica a prezentei inventii pot fi utilizate
orice metodologii si orice aparatura de transformare balistica a celulei. Aparatura gi procedee
exemplare au fost descrise de catre Sanford gi Wolf in brevetul US 4945050 si de catre
Christou si col., in brevetul US 5015580. La utilizarea procedeelor de transformare balistic3,
caseta de transcriere poate fi incorporata intr-o plasmida capabila de replicare in/ sau de
integrare in celula care trebuie transformata. Exemple de microparticule potrivite pentru a
fi utilizate in asemenea sisteme includ sfere de aur de 1 - 5 um. Constructul de ADN poate
fi depozitat pe microparticula cu ajutorul oricérei tehnici adecvate, cum ar fi precipitarea.

Specii de plante pot fi transformate cu constructul de ADN din prezenta inventie prin
transformarea mediatd de ADN a protoplastilor de celule vegetale si regenerarea ulterioara
a plantei din protoplastii transformati, in conformitate cu procedeele bine cunoscute in
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domeniu. Este cunoscuta in domeniu fuziunea protoplagtilor de tutun cu lipozomi continand
ADN sau via electroporare (Shillito si colab., “Direct Gene Transfer to Protoplasts of
Dicotyledonous and Monocotyledonous Plants by a Number of Methods, Including
Electroporation”, Methods in Enzymology 153, pp. 313 - 336 (1987)).

Asa cum a fost utilizata in prezenta inventiei, transformarea se refera la introducerea
de ADN exogen in celule ca sa produca celule transgenice transformate in mod stabil cu
ADN-ul exogen.

Celulele transformate suntinduse pentru a regenera plante intacte de tutun prin apli-
carea tehnicilor de culturi de celule si de tesuturi de tutun -tehnici care sunt bine cunoscute
in domeniu. Metoda regenerérii vegetale este aleasa in aga fel incat sa fie compatibila cu
metoda de transformare. Prezenta stabila i orientarea secventei QPRT-azei in plantele
transgenice de tutun pot fi verificate prin mostenirea Mendeliana a secventei QPRT-azei, asa
cum s-arelevat prin metodele standard ale analizei ADN-ului aplicate descendentului rezultat
din incrucigari controlate. Dupa regenerarea plantelor transgenice de tutun din celule
transformate, secventa de ADN introdusa este transferata rapid altor varietati de tutun prin
practicile conventionale de ameliorare a plantelor si fara o experimentare excesiva.

Spre exemplu, pentru a analiza segregarea transgenei, plantele transformate rege-
nerate (R,) pot fi crescute pana la maturitate, testate din punctul de vedere al continutului de
nicotina si refacute pentru a produce plante R,. Un procent de plante R, purtatoare ale
transgenei sunt homozigoti pentru transgena. Pentru identificarea plantelor homozigote R,,
plantele transgenice R, sunt crescute pana la maturitate si refacute. Plantele homozigote R,
vor produce descendentul R, unde fiecare planta descendenta este purtatoare a transgenei;
descendentul plantelor heterozigote R, va segrega 3:1.

Deoarece nicotina serveste drept pesticid natural, ea ajuta la protectia plantelor de
tutun de atacul d&unatorilor. De aceea, poate fi de dorit o transformare suplimentara a plan-
telor cu continut redus/ sau lipsite de nicotind produse prin metodele prezente, cu ajutorul
unei transgene (cum ar fi Bacillus thuringiensis) care va conferi o protectie suplimentara
impotriva insectelor.

O plant3 preferata pentru utilizare in prezentele metode este specia Nicotiana, sau
tutunul, incluzand: N. tabacum, N. rustica si N. glutinosa. Poate fi utilizata orice tulpina sau
varietate de tutun. Sunt preferate tulpinile care au deja un continut scazut de nicotina, cum
ar fi mutantele duble Nic1/Nic2.

Orice tesut vegetal capabil de propagare clonala ulterioars, fie prin organogeneza,
fie prin embriogeneza, poate fi transformat cu un vector din prezenta inventie. Termenul de
“‘organogeneza”, aga cum a fost el utilizat in prezenta lucrare, desemneazé un procedeu prin
care, din centri meristematici se dezvoltd in mod secvential (in etape) tulpini si radacini;
termenul de embriogeneza, asa cum a fost utilizat aici, inseamna un procedeu prin care
tulpinile si radacinile se dezvolta impreuna, in mod concertat (nu secvential), fie din celule
somatice, fie din garneti. Tesutul particular ales va varia in functie de sistemele de propagare
clonala disponibile pentru/ si cele mai adecvate pentru speciile particulare care sunt supuse
transformarii. Tesuturi tintd exemplare includ: discuri din frunze; tesut de: polen, embrion,
cotiledoane, hipocotile, calus; tesut meristematic existent (ex. meristeme apicale, muguri
axilari gi meristeme radiculare); precum si tesut meristemic indus (ex. meristem de cotiledon
si meristem de hipocotil).

Plantele din prezenta inventie pot lua o varietate de forme. Plantele pot fi himere de
celule transformate si celule netransformate; plantele pot fi transformanti clonali (ex. toate
celulele transformate Tn sensul sa contind caseta de transcriere); plantele pot contine altoi
de tesuturi transformate sau netransformate (ex. un trunchi de radacina transformata altoita
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pe un butas netransformat, in cazul speciilor de citrice). Plantele transformate pot fi pro-
pagate printr-o varietate de modalitati, cum ar fi propagarea clonala sau tehnicile clasice de
ameliorare. Spre exemplu, prima generatie (sau T1) de plante transformate poate fi re-
generata pentru a da a doua generatie homozigotata (sau T2) de plante transformate, iar
plantele T2 propagate ulterior prin tehnici clasice de ameliorare. Un marker selectabil
dominant (cum ar fi nptll) poate fi asociat cu caseta de transcriere pentru a ajuta ame-
lioararea.

Avand in vedere cele spuse anterior, este evident ca plantele care pot fi utilizate in
realizarea practica a prezentei inventii le includ pe cele din genul Nicotiana.

Specialistii familiarizati cu metodele de ADN recombinant descrise anterior vor
recunoagste ca pentru a construi celule si plante transgenice de tutun se poate folosi 0 mo-
leculd intreagéd de cADN pentru QPRT-aza sau o gena cromozomala completa pentru
QPRT-aza, unita in orientare sens, cu secventele reglatoare corespunzétoare legate
operational. (Expertii in domeniu vor admite si faptul ca secventele reglatoare potrivite pentru
exprimarea genelor in orientare sens includ oricare dintre secventele eucariote de initiere a
traducerii, in afara promotorului si a secventelor de terminare a poliadenilarii/transcrierii -
secvente descrise anterior). Asemenea plante de tutun transformate sunt caracterizate prin
nivele crescute de QPRT-az4 si, ca urmare, prin continuturi mai mari de nicotina fata de
plantele martor de tutun, netransformate.

De aceea, trebuie inteles faptul ca utilizarea secventelor de ADN care codifica
QPRT-aza pentru a scidea sau pentru a creste nivelele enzimei QPRT-aza si, in felul acesta
pentru a reduce sau a spori continutul de nicotina din plantele de tutun, corespunde scopului
prezentei inventii.

Asa cum s-a folosit aici, o culturd contine o multime de plante ale prezentei inventii
apartinand aceluiasi gen, plantate Tmpreuna intr-un camp agricol. Prin termenul de camp
agricol se infelege o bucata de teren, sau o sera. Astfel, prezenta inventie furnizeaza o me-
toda de producere a unei culturi de plante avand alterata activitatea QPRT-azica i, in felul
acesta, avand nivele crescute sau scazute de nicotind, comparativ cu o cultura similara de
plante netransformate apartindnd aceleiasi specii si varietati.

Se dau in continuare exemple nelimitative care ilustreaza prezenta inventie.

Exemplul 1. [zolarea gi secventializarea

cADN-ul genei TobRD2 (Conkling si colab., Plant Phys. 93, 1203 (1990)) a fost
secventializat si furnizat in prezenta descriere sub forma SECV ID NR: 1, iar secventa de
aminoacizi a fost dedusa ca SECV ID NR: 2. S-a presupus ca secventa de aminoacizi de-
dusa ar fi o proteina citosolica. Desi nu au fost raportate gene pentru QPRT-aza vegetala,
comparatiile intre secventa de aminoacizi a NtPT1 si baza de date a Bancii de Gene (fig. 3)
au relevat o similaritate secventiald limitatd cu anumite proteine bacteriene sau cu alte
proteine; activitatea chinolat fosforibozil transferazica (QPRT-azica) a fost demonstrata
pentru gene de la S. typhimurium, E. coli si N. tabacum. QPRT-aza codificata de gena
NtQPT1 a fost aseméanétoare fragmentului peptidic dedus si codificat de o secventa de
expresie EST (expression sequence tags) de la Arabidopsis (avand numarul de acces la
Banca de gene F20096), care poate reprezenta o parte din gena pentru QPRt-aza de la
Arabidopsis.

Exemplul 2. Hibridizari in situ

Pentru a determina distributia spatiala a transcriptilor TobRD2 ai ARNm-ului in diferite
tesuturi ale radacinii, au fost efectuate hibridizari in situ in plante netransformate. Hibridizarile
in situ ale catenei antisens pentru TobRD2 cu ARNm-ul pentru TobRD2 in tesut radicular au
fost facute cu ajutorul unor tehnici ca acelea descrise de Meyerowitz, Plant Mol. Biol. Rep. 5,
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242 (1987) si Smith si colab., Plant Mol. Biol. Rep. 5, 237 (1987). Rad&cini provenind de la
plantule de tutun (Nicotiana tabacum) de 7 zile au fost fixate in glutaraldehida tamponata in
fosfat, introduse in Paraplast Plus (Monoject Inc., St. Louis, MO) si sectionate la 8 mm
grosime pentru obtinerea de sectiuni, atat transversale, cét si longitudinale. Transcriptii
TobRD2 antisens, sintetizati in vitro in prezentd de ATP-35S au fost intrebuintati drept
sonde. ARN-ul marcat a fost hidrolizat prin tratament alcalin, cu producerea unei
obtindnde-se 0 masa cu lungime medie, inainte de utilizare, de 100 - 200 de baze.

Hibridizarile au fost facute in formamida 50%, timp de 16 h, la 42°C, cu ARN marcat
- aproximativ 5 x 10° unitati per minut (cpm = “counts-per-minute”) per mililitru din solutia de
hibridizare. Dupa expunere, lamele au fost developate si vizualizate prin microscopie optica
(in cAmp luminat si neluminat).

Semnalul de hibridizare a fost localizat la nivelul stratului cortical al celulelor din ra-
dacini (nu sunt prezentate rezultatele). Compararea imaginilor in camp luminat si neluminat
a aceloragi sectiuni a dus la localizarea transcriptilor TobRD2 in celulele parenchimatoase
ale cortexului radacinii. In epiderma sau in stern nu a fost vizibil nici un semnal de
hibridizare.

Exemplul 3. Nivelele ARNm-ului corespunzétor TobRD2 in mutantele de tutun Nic1
§i Nic2 si corelarea lor cu nivelele de nicotina

Au fost examinate nivelele stationare ale ARNm-ului corespunzator genei TobRD2
in plantele de tutun mutante Nic1 si Nic2. Se cunoaste faptul ca genele Nic1 i Nic2 regleaza
activitatea chinolat fosforibozil transferazei si activitatea metil transferazei de putrefactie si
suntreglatori co-dominanti ai producerii nicotinei. Prezentele rezultate sunt ilustrate in figurile
5A si 5B si arata ca exprimarea genei TobRD?2 este reglata de catre Nic1 si Nic2.

ARN-ul a fost izolat din: radacini de plante de tutun de tip saibatic Burley 21
(Nic1/Nic1 Nic2/Nic2); radacini ale Nic1-Burley 21 (nic1/nic1 Nic2/Nic2); radacini ale
Nic2-Burley 21 (Nic1/Nic1 nic2/nic2) si din radacini ale Nic1-Nic2- Burley 21 (nic1/nic1
nic2/nic2).

Au fost cultivate n sol, din seminte, patru linii de tutun Burley 21 (nic) timp de o luna,
care au fost transferate in camere hidropone in solutie nutritiva aerata, in sera, timp de o
luna. Aceste linii au fost izogene, cu exceptia celor doua locusuri corespunzatoare nivelului
scazut de nicotina si au avut genotipurile Nic1/Nic1 Nic2/Nic2, Nic1/Nic1 nic2/nic2, nic1/nic1
Nic2/Nic2, nic1/nic1 nic2/nic2). Au fost prelevate radacinile de la aproximativ 20 de plante
pentru fiecare genotip i reunite pentru izolarea ARN-ului. ARN-ul total (1 ug) de la fiecare
genotip a fost supus electroforezei intr-un gel de agaroza 1% continand formaldehida 1,1 M
si transferat pe o membrana de nylon, in conformitate cu Sambrook si colab., (1989). Mem-
branele au fost hibridizate cu fragmente de cADN pentru TobRD2, marcate cu P32.
Intensitatea relativa a transcriptilor TobRD2 a fost masurata prin densitometrie. Figura 5
(bare pline) ilustreaza nivelele relative ale transcriptului (comparativ cu Nic1/Nic1 Nic2/Nic2)
pentru fiecare dintre cele 4 genotipuri. Continutul relativ al nicotinei (comparativ cu Nic1/Nic1
Nic2/Nic2) al celor 4 genotipuri este reprezentat prin bare hasurate.

Fig. 5 compara grafic nivelul relativ, al starii stationare, al ARNm-ului corespunzator
genei TobRD2, utilizand drept cantitate de referintd nivelul gasit in tipul salbatic de tutun
Burley 21 (Nic1/Nic1 Nic2/Nic2). Nivelele de ARNm corespunzétor TobRD2 in mutantele
duble Nic1/Nic2 au fost de aproximativ 25% din cele al tutunului de tip salbatic. Fig. 5B
comparé suplimentar nivelele relative de nicotina din liniile aproape izogene de tutun studiate
in acest exemplu (barele solide indica nivelul transcriptului lui TobRD2barele hagurate indica
nivelul de nicotind). A existat o corelatie stransa intre nivelele de nicotind si nivelele
transcriptului corespunzator lui TobRD2.
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Exemplul 4. Efectul retezérii apicale asupra nivelelor de ARNm corespunzaétor lui
TobRD2.

Este bine cunoscut in domeniu faptul ca indepartarea capatului floral al unei plante
(cArnirea) accelereazd cresterea radacinii i sporegte continutul de nicotina al frunzelor
acelei plante. Carnirea plantei constituie o practica standard in cultivarea de tutun comercial,
iar momentul optim pentru carnirea unei anumite plante de tutun, intr-un set cunoscut de
conditii de cregtere, poate fi determinat rapid de catre un cunoscator din domeniu.

Din seminte au fost obtinute plante de tutun (N. tabacum SR1) care au fost cultivate
n sol timp de o lun3, apoi transferate in vase cu nisip. Plantele au fost crescute in sera timp
de inca 2 luni, pana cand a inceput inflorirea. Capetele florale si inca 2 noduri au fost
indepartate de la 4 plante (carnite). Dupa timpul indicat s-a prelevat cate o parte din
radacinile fiecarei plante care au fost reunite in scopul extragerii ARN-ului. Plantele martor
nu au fost decapitate. ARN-ul total (1 pg) din fiecare moment de timp a fost supus
electroforezei intr-un gel de agaroza 1% continand formaldehida 1,1 M, apoi transferat pe
o membrana de nylon, dupa recomandarea lui Sambrook si colab., (1989). Membranele au
fost hibridizate cu fragmente de cADN pentru TobRD2 marcate cu P*, Intensitatea relativa
a transcriptilor TobRD2 a fost masurata prin densitometrie. Fig. 6 ilustreaza nivelele relative
ale transcriptului (comparativ cu momentul zero) pentru fiecare moment de timp, cu cérnire
(bare solide), sau fara carnire (bare hagurate).

Au fost determinate nivelele relative ale TobRD2 in tesutul radicular dupa 24 h; rezul-
tatele sunt prezentate in fig. 6 (barele solide indica nivelele transcriptului lui TobRD2 in
plantele carnite; barele hasurate indica nivelele transcriptului lui TobRD2 in martorii
necarniti). In 6 h de la carnirea plantelor de tutun, nivelele de ARNm pentru TobRD2 au
crescut de aproximativ 8 ori in plantele carnite; dupa aceeasi perioada de timp, in plantele
martor nu s-a inregistrat nici o crestere.

Exemplul 5. Complementarea mutantei bacteriene cu deficientd de QPRT-aza cu
ADN avand SECV ID NR: 1

Tulpina TH265 de Escherichia coli este o mutantd cu deficientd de chinolat
fosforibozil transferaza (nadC") care, drept urmare, nu poate creste pe medii lipsite de acid
nicotinic.

Celulele TH265 au fost transformate cu un vector de exprimare (pWS161) continand
ADN cu SECV ID NR:1, sau transformate doar cu vectorul de exprimare (pKK233). Cresterea
bacteriei transformate a fost comparata cu cresterea transformantilor TH265 (pKK233) si cu
cresterea mutantului netransformat TH265 nadC. Cresterea a fost comparata pe mediu mini-
mal ME (lipsit de acid nicotinic) cu cea de pe mediu minimal ME cu adaos de acid nicotinic.

Tulpina TH265 de E. coli cu mutatia QPTaza (nadC) a fost oferitd cu amabilitate de
catre Dr. KT. Huges (Huges si colab., J. Bact. 175: 479 (1993). Celulele au fost pastrate pe
mediu LB, iar celulele competente au fost preparate dupa metoda lui Sambrook si col.
(1989). O plasmida de exprimare a fost construitd in pKK2233 (Brosius, 1984) cu cADN-ul
pentru TobRD2 clonat sub controlul promotorului Tac. Plasmida rezultantd pWS161 a fost
transformata in celule TH265. Celulele transformate au fost trecute apoi pe pléci agarizate
continand mediu minimal (Vogel si Bonner, 1956) cu sau fara acid nicotinic (0,0002%) ca
supliment. Celulele TH265 singure si celulele TH265 transformate cu pKK2233 au fost
trecute pe placi similare, pentru a fi utilizate ca martori.

Rezultatele sunt prezentate in fig. 4. Doar celulele TH265 transformate cu ADN
avand SECV ID NR:1 au crescut pe mediu lipsit de acid nicotinic. Aceste rezultate arata ca
exprimarea ADN-ului avand SECV ID NR:1 in celulele bacteriene TH265 a conferit acestor
celule fenotipul NadC’, confirmand faptul cd aceastd secventd codificd QPRT-aza.
Nomenclatura TobRD2 a fost schimbata astfel in NtQPT1.
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Exemplul 6. Transformarea plantelor de tutun

ADN-ul avand SECV ID NR:1, aflat in orientare antisens, este legat operational de
un promotor vegetal (CaMV 35S sau promotorul TobRD2 specific cortexului radacinii) pentru
a produce doua casete de ADN diferite: promotor CaMV35S/ SECYV ID NR:1 antisens si pro-
motor TobRD2 / SECV ID NR:1 antisens.

Au fost selectionate pentru transformare o linie de tutun de tip silbatic si o linie de
tutun cu continut redus de nicotind, spre exemplu, linia Burley 21 de tip saibatic
(Nic1+/Nic2+) si linia Burley 21 homozigota nic1-/nic2-. O multime de celule de tutun de la
fiecare linie au fost transformate cu ajutorul fiecarei casete ADN. Transformarea a fost
efectuatd cu ajutorul unui vector de Agrobacterium, spre exemplu un vector binar de
Agrobacterium purtator al secventelor Ti-granita si al genei nptll (care confera rezistenta la
kanamicina si sub controlul promotorului nos (npt 7).

Celulele transformate sunt selectionate si regenerate in plante transgenice de tutun
(Ry)- Plantele sunt cultivate pana la maturitate si testate din punct de vedere al continutului
de nicotina; un subset de plante de tutun transformate prezinta nivele de nicotina semnificativ
scazute, comparativ cu plantele martor netransformate.

Sunt apoi regenerate plantele R,, iar segregarea transgenei este analizata in cadrul
generatiei urmatoare, R,. Generatia R, este cultivatd pana la maturitate i regenerats;
segregarea transgenei printre descendentii R, indica care plante R, sunt homozigote in ceea
ce priveste transgena.
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(A) TELEFON: 919-420-2200
(B) TELEFAX: 919-881-3175
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CAMAACTAT TTTCCACAAA ATTCATTTUA CAACCCOCCC AAMAAMAAL C ATG TTT 57

Met Phe

1

CCT TTC ACT GCT ACA GYG CAT CCT TAT GCA ATT ACA GCT
ro Fhe Thr Ala TI]\E Val s Pro Tyr A}g [le Thr Ala

GTG GTG AAA ATG TCA GCA ATA GCC ACC AAG AAT ACA AGA
Leu Val Val Lys Mgg Ser Ala [la Ala ng Lys Asn Thr Arg

=8
»—
53

—
»
0

g 38
&
2d o

B =3

G
G1

[

Ser Leu Glu Val Lys Pro Pro Ala H}‘g Pro Thr Tyr Asp tgg

GAA GTT ATG AMA CIT GCA CTC TCT GAA GAT GCT GGG AAT TTA GGA
u Val Met ng Leu Ala Leu Ser Gég Asp Ala Gly Asn L% Gly

5E x5
foy]

GAT GTG ACT TGT AAG GOG ACA ATT CCT CTT GAT ATG GAA TLC GAT GCT
Asp Val Thr C g Lys Ala Thr [le P;g Leu Asp Mat Glu Sgg Asp Ala

CAT TTT CTA GCA AAG GAA GAC GGG ATC ATA GCA GBA ATT GCA CTT GCT
Hs Phe ng Ala Lys Glu Asp G;s Ile Ile Ala 6ly Igg Als Leu Ala

CAG ATG ATA TTC GCG GAA GTT GAT CCT TCA TTA AAG GIG GAG TGG TAT
Glu ﬁg ITe Phe Ala Glu ¥8§ Asp Pro Ser Leu Lﬁ Yal Glu Trp Tyr

GTA AAT GAT GGC GAT AAA GTT CAT AAA GGC TTE AAA TTT GGC AAA GTA
Val Asn Asp Gly Asp Lga Val His Lys Gly Leu Lys Phe Gly Lys VYal
115 1 125 130

CAA GGA AAC GCT TAC AAC ATT GTT ATA GCT GAG AGG GTT GIT CTC AAT
GIn Gly Asn Ala T{g Asn Ile Val Ile A;g Glu Arg val Val %gg Asn

TIT ATG CAA AGA ATG AGT. GGA ATA GCT ACA CTA ACT AAG GAA ATG GCA
Phe Met Gln i\gg Met Ser Gly lle ﬂg Thr Leu Thr Lys ?}3&6 Met Ala

GAT GCT GCA CAC CCT GCT TAC ATC TTG GAG ACT AGG AMA ACT GCT CCT
Asp Ala i%s a His Pro Ala Tyr I;e Leu Glu Thr Arg L g Thr Ala Pro

21

TCA TTA GAG GYG AAA CCA CCA GCA CAC .CCA ACT TAT GAT TTA
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BGA TTA CAT TTG GTG GAT AAA TGG GOG GTA TTG ATC GGT GhG GGG AAG
Gly Lgu Arg Leu Val Asp ; Trp Ala val Leu {198 Gty Gly Gly Lys

Lys
MT CAC AGA ATG GGC TTA TTT GAT ATG GTA ATG ATA AAA GAC AAT CAC
l;:;g His Arg Met Gly IéDO Phe Asp Met Val 51% [1e Lys Asp Asn lhg

eu
ATA TCT GCT GCT GGA GGT GT’CGGCAMGCT CTA AAA TCT GTG GAT CAG
I1e Ser Ala Ala GIg y Yal Gly Lys gég Leu Lys Ser Val Asg GIn

TAT TIG GAG CAA AAT AAA CTT CAA ATA GGB GTY GAG GFT GAA ACC AGG
Tyr Leu Glu 5%3 Asn Lys Leu Gin %g Gly val Glu Val (23}‘3 Thr Arg

ACA ATT GAA GAA GTA CGT GAG GTT CTA GAC TAT GCA TCT CAA ACA AAG
Thr 1le (2512 Glu Val Arg Glu gg}’ Leu Asp Tyr Ala ggg Gin Thr Lys

ACT TCG TTG ACT AGG ATA ATG
Thr Ser Leu Thr Arg Il1e Met
260 265

MNC GGA GAT ATT GAT GTA TCC ATG

AT ATG GTT GTT CCA TTA TCT

CTB GAC A
Leu Asp Asn Met Yal Val Pro Leu Ser
270
C1T
t Leu

AAG GAG GCT GTA GAA TTG ATC

Asn Gly Asp Ile Asp Val Ser Met Lys Glu Ala Val Glu Leu [le
Zi5 280 285 290
MTGGGMGW&TMNH 7 ETT ACC CTT GAA ACA
Asn Gly Arg Phe As Thr Glu

n val Thr Leu Glu Thr
5 308

GTA CAC MG ATT GGA CAAA{ITGGTGTTACC TAC ATT TCT AGT GGT &CC

¥al His Lys Ile Gly 61n Thr &1y Val Thr Tyr Ile Ser Ser Gly Ala
310 320

CTG ACG CAT TCC GTG AAA GCA CTT GAC ATT TCC CTG AAG ATC GAT ACA

Leu Thr gég Ser Val Lys Ala 530 Asp Ile Ser Leu LS%S e Asp Thr

GAG CTC GCC CTT GAA GTT GGA AGE (BT ACA AMA CGA GCA TGAGCGCCAT
B6lu Leu Ala Lau Glu Yal g‘g Arg Arg Thr Lys Arg Ala

340 350
TACTTCTGET ATAGGETTGS AGTAMAGLA GCTGAATAGS TRAMGATEL MATAAGAAT
CATTTIACTA GTTRTCAML AMMAGATCCT TCACTGTGTA ATCAMACAAA MAGATRTAMA
TIGCTGGAAT ATCTCAGATG GCTCTTTTCC AACCTTATTSG CTTGAGTTGG TAATTTCATT
ATAGCTTTGT TTTCATRTTT CATGGAATTT GTTACAATGA AMTACTTGA TTTATAAGTT

TGETGTATET AAMTTCTGT GTTACTTCAA ATATTTTGAG ATGTT

22
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(2) INFORMATII REFERITOARE LA SECV. ID. NR:2:
(i) CARACTERISTICILE SECVENTEIL:
(A) LUNGIMEA: 351 aminoacizi
(B) TIPUL: aminoacid
(C) TOPOLOGIE: lineara
(i) TIPUL MOLECULEI: proteina
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SECV. ID. NR:2

Met Phe Arg Ala Ile Pro Phe Thr Ala Thr Val His Pro Tyr Ala lle
1 5 10 15
Thr Ala Pro Arg Leu Val Val Lys Het Ser Ala 1le Ala Thr Lys Asn
28 % 30
Thr Arg Val 6lu Ser Leu Glu Val Lys Pro Pro Ala His Pro Thr Tyr
35 40 45
Asp Leu Lys Glu Val Met Lys Leu Ala Leu Ser Glu Asp Ala Giy Asn
50 5% 60
Leu Gly Asp Val Thr Cys Lys Ala Thr 1le Pre Leu Asp Met Glu Ser
65 70 75 80
Asp Ala His Phe Ley Ala Lys Glu Asp 6ly [le [7e Ala Gly Ile Ala
B g 85
Leu Ala Glu Het Ile Phe Ala Glu Val Asp Pro Ser Leu L¥s val Glu
100 105 110
Tep Tyr Val Asn Asp Gly Asp Lys Val His Lys Gly Leu Lys Phe Gly
pTyr Yal p Gly Asp Lys ys Gy Leu ‘
Lys Yal GIn Gly Asn Ala ng Asn Ile Val Ile Ala Glu Arg Val Val
130 1 140
Leu Asn Phe Met Gln hsfa Met Ser Gly Ile Ala Thr Leu Thr Lys Glu
145 1 155 160
Mel Ala Asp Ala Ala His Pro Ala Tyr Ile Leu Glu Thr Arg Lgs Thr
168 170 : 175
Ata Pro Gly Eeu Arg Lou Val Asp Lys Trp Ala Val Leu Ile Gly Gly
160 P 15 100
&1y Lys Asn His Arg Met Gly Leu Phe Asp Het Val Met Tle Lys Asp
195 200 205
Asn His Ile Ser Ala Ala mg Gly Val Gly Lys IZ% Leu Lys Ser vai

210 21

Aszg GTn Tyr Leu 6lu GIn Asn Lys Leu GIn Ile Gly Val Glu val Glu
2 230 235 240
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Thr Arg Thr Ile GTu Glu Val Arg Glu Val Leu Asp Tyr Ala Ser Gin
245 250 255
Ihr Lys Thr Ser Leu Thr Arg Tle Met Leu Asp Asn Met Val Val Pro
260 265 270

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

Leu Ile Asn Gly Arg Fhe Asg Thr Glu Ala Ser Gly Asn VYal Thr Leu
2910 29 300

Glu Thr Val His Lys Ile Gly Gin Thr Gly val Thr Tyr Ile Ser Ser
205 210 315 320

Gly Ala Leu Thr His Ser val Lys Ala Leu Asp 17e Ser leu Lys Ile
375 330 335

Asp Thr Glu Lou Ala Leu GTu val Gly Arg Arg Thr Lys Arg Ala
P 340 34% ’ &58

(2) INFORMATII REFERITOARE LA SECV. ID. NR:3:

(i) CARACTERISTICILE SECVENTEL:
(A) LUNGIMEA: 1053 perechi de baze
(B) TIPUL.: acid nucleic
(C) CATENA: mono
(D) TOPOLOGIE: lineara
(i) TIPUL MOLECULELI: cADN
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI : SECV. ID. NR:3
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ATGTTTAGAG CTATTCCTTT CACTGCTACA GTGCATCCTT ATGCAATTAC AGCTCCAAGG 60
TIGGTERTEA AMTGTCAGE AATAGCCACC AAGAATACAA GAGTGBAGTC ATTAGAGGIG 120
AAACCACCAG CACACCCANC TTATGATTTA AAGGAAGTTA TGAAALTTGC ACTCTCTGAA 180
GATGLTGGEGA ATTTAGBAGA TGTGACTTART AAGGCGACAA TTCCTCTTGA TATGGAATCC 240
GATGCTCATT TTCTAGCAAA GGAAGACEGG ATCATAGUAG GAATTGLACY TGCTGAGATG 300
ATATTCECGG MGTIGATCC TICATTAMG GTGGAGTGRT ATGTARATGA TGGLGATAAA 360
GTTCATARAG GCTTGAAATT TGGCAMGTA CAAGGAAACG CTTACAACAT TGTTATAGET 420
GAGAGGGTTG TTCTCAATTT TATGCAAAGA ATGAGTGGAA TAGCTACACT AACTAAGGAA 480
ATGGCAGATG CTGCACACCC TGCTIACATC TTGGAGACTA GGAAARLTGL TCCTGGATTA 540
CETITGETGG ATAAATGGEC GGTATTGATC GGTGGOEGGA AGAATUACAG AATGGGCTTA 60¢
TTTGATATGG TRATGATAMA AGACAATCAC ATATCTGCTG CTGEAGSIGT CRGCAARGCT 660
CTAMAATCTG TGGATCAGTA TTTGGAGCAA AATAAACTTC AMATAGEGGT TBAGGTTGAA 720
ACCAGGACAA TTGAAGAAET ACGTGAGSTT CTAGACTATG CAICTCAMAC AMBACTILG 780
TTGACTAGGA TAATECTGGA CAATATGGETT GTTCCATTAT CTAACGGAGA TATTGATGTA 3410
TCCATGCTTA AGGAGGCTBT AGAATTCATC AATGBGAGGT TTGATACGRA GGCTTCAGGA 900
ANTGTTACCC TTGAAACAGT ACACAAGATT GGACAAACTG GTGTTACCTA CATTTCTAGT 960
GETGLCCTGA CGCATTCCET GAAAGCACTT GACATTTLCC TGAAGATCGA TACAGAGCTC 1020
GCCCTTGAAG TTGGAABGCG TACAAAALGA GCA 1053

Revendicari

1. Molecula izolatda de ADN, caracterizata prin aceea ca, cuprinde o secventa
selectionaté din grupul de secvente alcatuit din:

a) secventa SECV. ID Nr.:1;

b) secvente de ADN care codifica o enzima avand secventa de aminoacizi din
SECV. ID Nr.:2;

c) secvente de ADN care au cel putin omologie de 65% cu ADN-ul izolat de la
punctele a) si b) si care codifica pentru 0 enzima chinolat fosforibozil transferaza; si

d) secvente de ADN care diferd de secventele ADN de la punctele a), b) sau c) de
mai sus, datoritd degenerarii codului genetic si care codificd pentru o enzimé chinolat
fosforibozil transferaza.

2. Construct ADN, caracterizat prin aceea ca, cuprinde, in directia 5'-3’ un promotor
functional intr-o celuld vegetala si o secventa de ADN cuprinzénd o secventa codificatoare
a chinolat fosforibozil transferazei conform revendicarii 1, pozitionata in aval fatad de pro-
motorul mentionat si asociatéa functional cu acesta.

3. Construct ADN, caracterizat prin aceea ca, cuprinde, in directia 5'-3' un promotor
vegetal si o secventa de ADN cuprinzand o secventa codificatoare a chinolat fosforibozil
transferazei conform revendicdrii 1, pozitionatd in aval fatd de promotorul mentionat si
asociata functional cu acesta, secventa ADN respectiva fiind Tn orientare antisens.
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4. Construct ADN, conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea ca, cuprinde, in
directia 5'-3' un promotor functional intr-o celuld vegetala si o secventa de ADN codificatoare
a chinolat fosforibozil transferazei vegetale, care are secventa de nucleotida din
SECV. ID NR.:1 conform revendicarii 1, ADN-ul respectiv fiind asociat functional cu pro-
motorul.

5. Construct ADN, conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca, cuprinde, in
directia 5'-3' un promotor functional intr-o celula vegetala si un ADN care codifica o chinolat
fosforibozil transferaza vegetala care are secventa de nucleotide din SECV ID NR.:1 conform
revendicarii 1, ADN-ul respectiv fiind Tn orientare antisens si asociat functional cu promatorul.

6. Construct ADN, conform revendicarilor 2, 3, 4 sau 5, caracterizat prin aceea ca
promotorul este constitutiv activ in celulele de plante.

7. Construct ADN, conform revendiciarilor 2, 3, 4 sau 5, caracterizat prin aceea ca
promotorul este activ in mod selectiv in celulele tesutului radicular al plantei.

8. Construct ADN, conform oricareia din revendicarile 2-5, caracterizat prin aceea
ca promotorul este activ Tn mod selectiv in celulele cortexului radicular al plantei.

9. Construct ADN, conform oricareia din revendicéarile 2-7, caracterizat prin aceea
ca, contine suplimentar o plasmida.

10. Construct ADN, conform oricéreia din revendicarile 2-9, caracterizat prin aceea
ca este purtat de un vector de transformare la plante.

11. Construct ADN, conform revendicérii 10, caracterizat prin aceea ca vectorul de
transformare la plante este un vector de Agrobacterium tumefaciens.

12. Celula de planta, caracterizata prin aceea ca, cuprinde un construct ADN
conform oricareia din revendicarile 2-11.

13. Planta transgenic3, caracterizata prin aceea ca, cuprinde celule de planta
definite Tn revendicarea 12.

14. Peptida, caracterizata prin aceea ca, cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV.ID Nr.: 2.

15. Peptida, conform revendicarii 14, caracterizata prin aceea ca este codificata de
0 secventa de ADN selectata din grupul de secvente cuprinzand:

a) secventa SECV. ID Nr.:1;

b) secvente de ADN care au cel putin omologie de 65% cu ADN-ul izolat de la punctul
a) de mai sus si care codifica pentru o enzima chinolat fosforibozil transferaza; si

c) secvente de ADN care difera de secventele ADN de la punctele a) sau b) de mai
sus, datorita degenerarii codului genetic si care codifica pentru o enzima chinolat fosforibozil
transferaza.

16. Procedeu de obtinere a unei celule vegetale transgenice cu o expresie diminuata
a chinolat fosforibozil transferazei, caracterizat prin aceea ca, cuprinde:

- furnizarea unei celule de planta de un tip cunoscut care sa exprime chinolat
fosforibozil transferaza,

- furnizarea unui construct ADN exogen, care cuprinde, in directia 5'-3' un promotor
functional intr-o celula vegetald si o secventa heteroloaga de ADN care contine o portiune
a secventei care codificd ARNm al chinolat fosforibozil transferazei si este selectat din
secventele ADN definite in revendicarea 1, secventa heteroloaga de ADN fiind asociata
functional cu promotorul respectiv si

- transformarea celulei vegetale respective cu constructul ADN mentionat, pentru a
produce celule transformate, respectiva celuld vegetald transformatd avand o expresie
diminuatd a QPRT-azei comparativ cu o celuld de plantd netransformata,si ADN-ul heterolog
cuprinzand cel putin 25 de nucleotide din secventa de ADN definita in revendicarea 1.
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17. Procedeu conform revendicarii 16, caracterizat prin aceea ca secventa
heteroloaga de ADN este Tn orientare antisens.

18. Procedeu conform revendicarii 16, caracterizat prin aceea cid secventa
heteroloagé de ADN este in orientare sens.

19. Procedeu conform oricareia din revendicarile 16-18, caracterizat prin aceea ca
celula de planta este Nicotiana tabacum.

20. Procedeu conform oricareia din revendicarile 16-19, caracterizat prin aceea ci
cuprinde suplimentar regenerarea unei plante din celula vegetala transformata mentionata
in revendicarea 16.

21. Procedeu conform oricareia din revendicarile 16-20, caracterizat prin aceea ca
promotorul este un promotor constitutiv activ.

22. Procedeu conform oricdreia din revendicarile 16-20, caracterizat prin aceea c3,
promotorul este activ in mod selectiv in celulele tesutului radicular al plantei.

23. Procedeu conform oricéreia din revendicérile 16-20, caracterizat prin aceea ca
promotorul este activ in mod selectiv in celulele cortexului radicular al plantei.

24. Procedeu conform oricéreia din revendicarile 16-23, caracterizat prin aceea ca
etapa de transformare este realizata prin bombardarea celulei vegetale mentionate in reven-
dicarea 16 cu microparticule care poartad constructul ADN mentionat in revendicarea 16.

25. Procedeu conform oricareia din revendicarile 16-23, caracterizat prin aceea ca
etapa de transformare este realizaté prin infectarea celulelor vegetale mentionate in reven-
dicarea 16 cu un Agrobacterium tumefaciens care contine o plasmida Ti care poarta
constructul ADN mentionat in revendicarea 16.

26. Procedeu conform oricareia din revendicarile 16-25, caracterizat prin aceea ci
secventa heteroloagd de ADN cuprinde o secventa codificatoare a chinolat fosforibozil
transferazei i este selectata din secventele ADN conform revendicérii 1 si este comple-
mentard cu ARNm-ul pentru chinolat fosforibozil transferaza exprimat in celula vegetala men-
tionaté in revendicarea 16, intr-o regiune selectata din:

a) secventa netranslatata de la capatul 5' al ARNm-ului pentru chinolat fosforibozil
transferaza ;

b) secventa netranslatata de la capatul 3' al ARNm-ului pentru chinolat fosforibozil
transferaza; si

c) regiunea translatatd a ARNm-ului pentru chinolat fosforibozil transferaza.

27. Procedeu conform oricareia din revendicarile 16-26, caracterizat prin aceea ca
secventa de ADN heteroloagd cuprinde o secventa de codificare a chinolat fosforibozil
transferazei si este selectata din secventele ADN conform revendicirii 1 gi este complemen-
tara cu cel putin 15 nucleotide ale ARNm-ului pentru chinolat fosforibozil transferaza
exprimat Tn celula de planta mentionata in revendicarea 16.

28. Procedeu conform oricéreia din revendicarile 16-26, caracterizat prin aceea ca
secventa de ADN heteroloagd cuprinde o secventd care codificd chinolat fosforibozil
transferaza si este selectata din secventele ADN conform revendicarii 1 si este complemen-
tara cu cel putin 200 nucleotide ale ARNm-ului pentru chinolat fosforibozil transferaza
exprimat in celula de plantd mentionata in revendicarea 16.

29. Procedeu conform oricéreia din revendicarile 16-25, caracterizat prin aceea ci
secventa de ADN heteroloaga cuprinde secventa de nucleotida care codificd chinolat
fosforibozil transferaza, din SECV. ID Nr.: 1, conform revendicérii 1.

30. Plantd transgenicd din genul Nicotiana avand diminuatd expresia chinolat
fosforibozil transferazei comparativ cu o planta de control netransformata, caracterizata prin
aceea ca, cuprinde celule de planta transgenica care contin:
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a) un construct ADN exogen care cuprinde, in directia 5'-3', un promotor functional
n celula vegetala mentionatd si o secventa ADN heteroloaga care cuprinde un segment al
unei secvente ADN ce codificd un ARNm al chinolat fosforibozil transferazei vegetale, se-
lectat din secventele ADN conform revendicarii 1, ADN-ul respectiv fiind asociat functional
cu promotorul;

b) planta prezentand o expresie redusa a chinolat fosforibozil transferazei comparativ
cu o planta martor netransformata, si ADN-ul heterolog cuprinzand cel putin 25 de nucleotide
ale unei secvente ADN conform revendicarii 1.

31. Plantd conform revendicarii 30, caracterizatd prin aceea ca secventa
heteroloaga de ADN este in orientare antisens.

32. Plantd conform revendicarii 30, caracterizatd prin aceea ca secventa
heteroloaga de ADN este in orientare sens.

33. Planta transgenica din genul Nicotiana, avand o expresie diminuata a chinolat
fosforibozil transferazei comparativ cu o plantd martor netransformata, caracterizata prin
aceea ca este un descendent al plantei conform revendicarii 30.

34. Procedeu de reducere a expresiei genei pentru chinolat fosforibozil transferaza
ntr-o celula vegetala, caracterizat prin aceea ca, cuprinde:

- cregterea unei celule vegetale transformate sa contina o secventé heteroloaga de
ADN selectatd din secventele ADN conform revendicarii 1, in care o catena transcrisa a
respectivei secvente heteroloage de ADN este complementard cu ARNm pentru chinolat
fosforibozil transferaza endogen la celula mentionata, in care transcrierea respectivei catene
complementare reduce expresia genei chinolat fosforibozil transferazei.

35. Procedeu de obtinere a unei plante de tutun cu nivele scazute de nicotina in
frunze, caracterizat prin aceea ca, cuprinde:

- cresterea unei plante de tutun sau a unui descendent al acesteia, n care respectiva
plantd cuprinde celulele continand un construct ADN exogen, cuprinzand o regiune de
initiere a transcrierii, functionald in planta mentionata si o secventad de ADN heteroloaga,
selectata din secventele ADN conform revendicarii 1, legate functional la regiunea de initiere
a transcrierii amintita, n care catena transcrisa a secventei heteroloaga de ADN mentionata
este complementara cu ARNm endogen pentru chinolat fosforibozil transferaza in celulele
respective.

36. Procedeu de obtinere a unei celule de planta transgenica cu nivel crescut al
expresiei chinolat fosforibozil transferazei, caracterizat prin aceea ca, cuprinde:

- furnizarea unei celule de planta de un tip cunoscut pentru a exprima chinolat
fosforibozil transferaza;

- furnizarea unui construct ADN exogen, care sa conting, in directia 5-3', un promotor
functional Tntr-o celuld vegetala si o secventd ADN heteroloaga care codifica pentru chinolat
fosforibozil transferaza si este selectata din secventele ADN conform revendicarii 1, secventa
de ADN heteroloaga fiind asociata functional cu promotorul respectiv;

- transformarea celulei vegetale mentionate cu constructul de ADN mentionat pentru
a produce o celula vegetala transformata, celula vegetala transformata respectiva avand o
expresie crescuta a chinolat fosforibozil transferazei comparativ cu o celula vegetala ne-
transformata.

37. Planta transgenicd din genul Nicotiana avand o expresie crescuta a chinolat
fosforibozil transferazei comparativ cu o planta martor netransformata, caracterizata prin
aceea ca, cuprinde celule de planta transgenica care contin:
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a) un construct ADN exogen care cuprinde, Tn directia §'-3’, un promotor functional
in celula vegetald mentionata si o secventa heteroloaga de ADN care codifica o chinolat
fosforibozil transferaza vegetala selectata dintre secventele ADN definite in revendicarea 1,
ADN-ul heterolog respectiv fiind functional asociat cu promotorul mentionat;

b) planta avand o expresie crescuta a chinolat fosforibozil transferazei si prin urmare
nivele crescute de nicotina in frunze, fata de o plantd martor netransformata.

38. Celula de planta transgenica din genul Nicotiana avand o expresie crescutd a
chinolat fosforibozil transferazei comparativ cu o celuld de planta netransformata, carac-
terizata prin aceea ca este un descendent al unei plantei conform revendicarii 37.

39. Procedeu pentru cresterea expresiei genei chinolat fosforibozil transferazei intr-o
celuld de planta, caracterizat prin aceea ca, cuprinde:

- cregterea unei celulele vegetale transformata pentru a contine un ADN exogen se-
lectat dintre secventele de ADN conform revendicarii 1, in care ADN-ul exogen codifica
pentru chinolat fosfaribozil transferaza.

40. Procedeu conform revendicarii 39, caracterizat prin aceea ca, celula vegetala
transformata se obtine prin procedeul care cuprinde:

- integrarea in genomul unei celule vegetale gazda a unui construct exogen de ADN
care cuprinde, in directia transcrierii, un promotor functional in celula vegetala mentionata,
o secventd heteroloagd de ADN care codificd pentru chinolat fosforibozil transferaza
functionala in celula mentionata gi este selectata dintre secventele de ADN conform reven-
dicarii 1, secventa heteroloaga de ADN fiind asociata functional la promotorul mentionat si
o regiune de terminare a transcrierii, functionalda in celula mentionata, prin aceasta
obtinandu-se o celula vegetala transformata.

41. Procedeu de obtinere a unei plante de tutun cu nivele crescute de nicotina in
frunze, caracterizat prin aceea ca, cuprinde:

- cresterea unei plante de tutun sau a unui descendent al acesteia, n care planta res-
pectiva cuprinde celule continand un construct ADN exogen cuprinzand o transcriere
functionala a regiunii de initiere in planta mentionata si o secventa heteroloaga de ADN, se-
lectatd dintre secventele ADN conform revendicarii 1, legate functional la regiunea men-
tionata de initiere a transcrierii, in care secventa heteroloagad de ADN mentionata codifica
pentru chinolat fosforibozil transferaza functionala in celulele respective.

42. Planta transgenica conform revendicarilor 30, 33 sau 37 sau celula de planta
transgenica conform revendicarii 38, in care genul Nicotiana cuprinde Nicotiana tabacum,
Nicotiana rustica si Nicotiana glutinosa.

43. Utilizarea unei celule de planta de tutun conform revendicarii 12 pentru fabricarea
unui produs de tutun cu un continut mai scazut de nicotina.

44, Utilizarea unei celule de planta de tutun conform revendicarilor 30-33 pentru fa-
bricarea unui produs de tutun cu un continut mai scazut de nicotina.

45, Utilizarea unei celule de planta de tutun conform revendicarii 38 pentru fabricarea
unui produs de tutun cu un continut crescut de nicotina.

46. Utilizarea unei celule de planta de tutun conform revendicarii 37 pentru fabricarea
unui produs de tutun cu un continut crescut de nicotina.
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caaaaactat tttccacaaa attcatttca CaaccCccce aananaanac CATGTTTAGA 60
GCTATTCCTT TCACTGCTAC AGTGCATCCT TATGCAATTA CAGCTCCAAG GTTGGTESTG 120
ABMMATGTCAG CAATAGCCAC CAAGAATACA AGAGTGGAGT CATTAGAGGT GAAACCACCA 180
GCACACCCAA CTTATGATTT AAAGGAAGTT ATGAMCTTG CACTCTCTGA AGATGCTGGE 240
TTTCTAGCAA AGGAAGALGG GATCATAGCA GGAATTGCAC TTGCTGAGAT GATATTCGCG 360
GAMGTTGATC CTTCATTAAA GGTGEAGTGE TATGTAAATG ATGGLGATAA AGTTCATAML 420
GGCTTGAAAT TTGOCAMAGT ACAAGGAAAC GCTTACAACA TTGTTATAGE TGAGAGEGTT 480
GTTCTCAATT TTATGCAAAG AATGAGTGEGA ATAGCTACAC TAALTAAGGA AATGGCAGAT 540
GCTGCACACC CTGUTTALAT CTTGRAGACT AGGAAMACTG CTCCTGRATT ALGITTGGTG 600
GATAMTGGG CGETATTRAT (GLTGGRRGE AAGAATCACA GAATGGGLTT ATTTGATATG 660
GTAATGATAA AAGACAATCA CATATCTRCT GCTGBAGGTG TCGGCAAAGE TCTAMAATCT 720
GTGGATCAGT ATTTGGAGCA AAMATAAACTT CAMATAGGGG TTGAGGTTGA AACCAGGACA 780
ATTGAAGAAG TACGTGAGGT TCTAGACTAT GCATCTCAAA CAAMAGACTTC GTTGACTAGG 840
ATAATGCTGE ACPATATGGT TGTTCCATTA TCTAACGGAG ATATTGATGT ATCCATGCTT 900
AAGGAGGCTG TAGAATTGAT CAATGLGAGG TTTGATACGG AGGLTTCAGG AAATGTTACC 960
CTTGAAACAG TACACARGAT TGGACAAACT GGTGTTACCT ACATTTCTAG TGGTGCCCTG 1020
ACGCATTCLG TGAAAGCACT TGACATTTCC CTGAAGATCG ATACAGAGCT CGCCCTTGAA 1080
GTTGRAAGGC GTACAAMCG AGCATGAgCg ccattactte tgctataggy ttggagtaaa 1140
agcagetgaa tagetgaaag gtgcaaatas gaatcattiit actagttygtc asacaaaaga 1200
tectteactg tgtaatcasa caaasagatg taaattgetg gaatatctca gatggctctt 1260
ttccascctt attgettgeg ttggtaattt cattataget ttgttitcat gtttcatgga 1320
atttgttaca atgaaaatac ttgatttata agtttogtgt atgtaaaatt ctgtgttact 1380
tcaaatattt tgagatgtt 1399

Fig. 2A

MFRAIPFTAT VHPYAITAPR LYVKMSATAT KNTRVESLEV KPPAHPTYOL 50
KEVMKLALSE DAGNLGOVTC KATIPLDMES DAHFLAKEDG IIAGIALAEM 100
IFAEVOPSLK VEWYVNDGDK VHKGLKFGKV QGNAYNIVIA ERVVLNFMOR 150
MSGIATLTKE MADAAHPAYI LETRKTAPGL RLVDKWAVLI GGGKNHRMGL 200
FOMVMIKDNH ISAAGGVGKA LKSVDQYLEQ NKLQIGVEVE TRTIEEVREV 250
LDYASQTKTS LTRIMLDNMV VPLSNGDIDV SMLKEAVELI NGRFDTEASG 300
NVTLETVHKI GQTGVTYISS GALTHSVKAL DISLKIDTEL ALEVGRRTKR 350
A 3ol

Fig. 2B
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wETMUuERE OVIMVIRE

tabacum MFRAIPFTATVHPYALTAPRLVVIMSA [ATKNTRVESLEVRPPAHFTYDL
rubrum Heeaceen RPNH- =~ memm e ecmm e aes PYRALS*F - -~ -A]
leprae LESERREES LSOC--mmemmm e m e oee EFDAAR--------
typhimurium  *--evome- PPRR¥UFDOR® - < = <o - - - = CALL*RINLDI*A----AY
coli LEEELEEES PPRRANPOTR* = wmme - o cman CELL*RINLDI*G- - - -AY
sapien Hemm oo oo - EGHAL LU PPYTLAAL VDSWLREDCAG- - - - --
. cerevisiae Ko e PYYE -HLL PYNCARRODYTMWLSEDYAS - - - - -
. tabacum KEVMKLALSEDAGNLEDYTCKAT IPLOME SDAHFLAKEDGLIAGIA- -~ -
rubrum D*AVRRAAATS| *RA%w [RS TR  AATRANFRFVSROP AL ¥+ GLA- -
leprae -DTIRR**H**LRYGL* [ATQ**V*AG TVYTGSHYPR*P=YAGVOVALL
typhimuriun  ACALREDLGGEVDAGN* [*AQL- L*A*TOAHYTY I TR*DMVF - ---CGKR
coli AOALREDLGGTVOANN= [*ARL - L*ENSRH* TV TR*NAVF - ---CGKR
sapien  -eemecmemeemeee- LNYAALVSGAGP*(AALWAKSPAYL - - - -AGOP
CErevI8iae  ~eremeemeermaanas FDFEGYYVYGSOL KEANLYCKQDML - - - - COVP
tabscum -LAEMIFAEVDPSLKVEWYYNDGDKVHKGLK - -- - - - FGKVOBHAYN TV
rubrum - -RSAF -ALLDOTVTFTTPLE**AE [AAR(T - - - - - - VAESAAMRTALA
Teprie YLDMF-GVDGYRWL Y - -R*E**ARLQS*QP- - - - - - LLTVOAA*RGLLT
syphimurium WVEAVFIQUAGDDVRLTMHAD*** AP ANQT - -~ - -~ VEELN*PARVLLY
coli WVEFYFTQLAGDDVT I THHAD -+ THANOS - -~ - - LFELE*PSRVLLT
sapien FFOAIFTOL - --NCOVS*FLPE*S*LVPVAR < == - -« VAZVR*PHHDLLL
cerevisiae  FAWSVFNIC---ELQVEALFKE*SFLEPSKNDSGKIVVAK [ TAP*Ka4LL
tabacum AERV¥LNFMORMSGIATLTKEMAD - -AAH- - PAYILETRKTAPGLRLYDK
rubrum HERTARR GHL AR RERREGXATFHT - - RERLT LA Trson &
leprae RS TR MCHM I\ AWV AVRET - - KAKIRD A b O
typnimurium  GRRTARSYRTLAVASEVRRYVGLLAGT - - QLY D* e eI *
¢cold GrPTAR PR TL # Y ASKYRHYVELLEGT - - NTQ R i AL ¥
sapien GeadAwTL ARCH ¥+ SAAAAAY EAARCGAGTGHIVAG e ¥ Tirtf AkEx
cerevigiage  eaTAR [ SROM*HATASHKT I SLARSTGYKGTIAG A +ATHAMQ| £ *
tahacun WAL 1 GGEINHRMGL FDMVMIKONHI SAMGRYEKALKSVDQYLEQNKLAL
. vubrum PARC ARSI RE ok (e Sk FtldRAY ARG ARRSRAR . AGVGRMVR
. eprae YRAQYRRAY IR K] AERTAL Ak yAwRGAY O RARR- AAAPEL -PC
typhimurtum  YserCaFafiki] kb TRAR] sokohin [ > SASRROAYE AR - (WHPD- APY
coli YRARCIAMQNNR RAGEAFY Soorkak | KGRGARCHYEKAS - HPD- APY
saplen YELAVHRRAAS Y DACGLVMLFDRAVVRP AR A ERFVRAAR] - - -AADFAL
cerevisiae YR COTA YDA SO AR+ X TAS TNV A NARA - - -VCEFAY

Fig. 3

32




RO 121968 B1

(51) Int.CI.
C12N 15/54(2006.01);
C12N 15/82 (2006.01);
C12N 15/70 (2006.01);
C12N 15/11 (2006.01);
C12N 9/10 (2006.01);
A01H 5/00 (2006.01)

N. tabscum GVEYLTRTIEEYREVLDYASQTKTSLTRIMLDNMYVPLSNGDIDYSMLKE
R. rubrum pLxwrr L AQLAAVGGAEY -~ - - - yLxkrx . L OAPT - - - - ¥TR
M. leprae PRS- L AGLDAM*A-EEPEL -~ - - *| FEAE L AGTON - - <AV
S. typhimurfum  E***N- -LDELDDAY -*GADI -~~~ - ahiaidsl TEEEY NTDQ- -~ -HR*
E. coli Eroischp. | A% DA AGAD] - - - - - FkkkAE . .. . ETEQ- - -MR¥
H. sapien Ko CSSLO*VOAAE - *GADL - =~ - = | Rt TEEEE KPEELHPTATY
S. cerevisige  KI***CLSED*AT*AIE-*GADV----- bt s TPPPP KGDGLK*CAQ
N. tabacum AVELY - -NGRFDTEASGNVTLETVHC [G-GTGVTY1 SSEALTHSVKALD
R. rubrun FRIMY - - - Aok ik GrGAD R T ARLA - ESHAD Atk doidne T T4k
M. leprae RROMR -~ - APTYLLASHGL SA*NAAL YA -GrreCYL AVrarmicn g TAx
S. typhimuriun  *MKRV-« - **CARL ®y ke AR | DFF A . EaADEhkyCadionionRiciok
E. cold $AERT - - - ¥ARALLFRASR DA QECA . P ])Ediploron e bk
H. sapien *LKAQFPSVA- - ~YEARGIT*ONLPGF - CGPHIDY*ApiMA Y (QA* Pk
5. cerevisiae  SLXNKWNGKKHFLLECHGLN*DNLEEYLCO-DIDIY*TSSIRQGTRYI®
N. takacum ISKLIDTELALEVGRRTKRA ~ “éiclontitate  %similaritate
R. rugbrum *GEEDMYA- - - -- PPKAZRA 158 43.2

H. leprze *G*OL 1€3 37.3

S. typhimurium  LSMRFC 18.2 34.8

E. coli LSMRFR 17.8 32.8

H. sapien FEEA - L FACSWAPYPATH 16.8 n.7

S. cerevisiae LAl 14.6 27.8

Fig. 3 continuare
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