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Fremgangsmade ti) ekspression af gener i planter, plantedele
og plantecellekulturer, ved hvilken der anvendes et DNA-frag-
ment, der indeholder en inducerbar plantepromotor fra rod-
knoldspecifikke gener, DNA-fragmenter, der indeholder en indu-
cerbar plantepromotor, til brug ved udevelse af fremgangsma-
den, hvilke DNA-fragmenter er identiske med, afledt af eller
indeholder en 5'-flankerende region fra rodknoldspecifikke ge-
ner af enhver oprindelse samt plasmider og transformerede
Agrobakterium rhizogenes-stammer, der kan bruges ved udevelse

af fremgangsmiden.
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Opfindelsens tekniske omrade.

Opfindelsen angar en sarlig fremgangsméde til ekspression af
gener i balgplanteceller ved transformering af cellerne med et
rekombineret DNA-fragment, der indeholder dels det gen, der
gnskes udtrykt, dels en 5'-flankerende region, hvori indgér en
promotor, og eventuelt en 3'-flankerende region, og dyrkning
af de transformerede celler i et egnet vakstmedium; et DNA-
fragment til brug i et rekombineret DNA-fragment ved frem-
gangsmaden; et rekombineret DNA-fragment til brug ved frem-

gangsmaden; samt et plasmid til brug ved fremgangsmaden.

Med begrebet "rodknoldspecifikke gener"™ menes 1 forbindelse
med den foreliggende opfindelse plantegener, som kun er aktive
i balgplanters rodknolde, eller gener, hvis udtryk er forgget
i rodknolde. Rodknoldsspecifikke plantegener udtrykkes pa be-
stemte udviklingstrin og aktiveres koordineret som led i den
symbiose, hvorved der sker en nitrogenfiksering og optagelse

af det fikserede nitrogen i plantens metabolisme.

Med begrebet "inducerbar plantepromotor" forstds generelt en
promotoraktiv 5'~flankerende region fra plantegener, som Kkan
induceres fra en lav aktivitet til en hgj aktivitet. I forbin-
delse med den foreliggende opfindelse skal der ved "inducerbar
plantepromotor” forstads en sadan promotor, som er afledt af,
indeholdt i eller identisk med en 5'-flankerende region med en
ledersekvens fra rodknoldspecifikke gener og som kan fremme og
regulere ekspressionen af et gen, som karakteriseret i forbin-

delse med den foreliggende opfindelse.

Med begrebet "ledersekvens" forstas generelt en DNA-sekvens,
som transskriberes til en mRNA, men ikke yderligere translate-
res til protein. Leder-sekvensen bestdr saledes af DNA-frag-
mentet fra transskriptionsstart til ATG-koden, som udger
translationsstart. Ved en "leder-sekvens" forstas i forbindel-
se med den foreliggende opfindelse et kort DNA-fragment, som

er indeholdt i den ovenfor beskrevne inducerbare plantepromo-
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tor, og som typisk har 40-70 basepar, og som kan indeholde

sekvenser, der er mdl for en posttransskriptionel regulering.

Med begrebet "promotorregion™ forstas i forbindelse med den
foreliggende opfindelse et DNA-fragment, som indeholder en
promotor; som omfatter maisekvenser for RNA-polymerase samt
eventuelle aktiveringsomréader, som indeholder malsekvenser for
transskriptionseffektorstoffer. I den foreliggende opfindelse
kan malsekvenser for transskriptiohseffektorer ogsa vare be-
liggende 3' for_ promotoren, dvs. i et rodknoldsspecifikt gens
kodesekvenser, dintervenerende sekvenser eller pad genets 3'-

flankerende region.

Desuden anvendes en razkke for fagfolk almindeligt kendte mole-

kylarbiologiske begreber, herunder de nedenfor anferte.

CAP-additionspunkt: Det nucleotid, hvor T7-methy1-GTP adderes

pa den tilsvarende mRNA.

DNA-sekvens eller DNA-segment: En 1linea®r rakke af nucleoti-

der, som er forbundet til hinanden via phosphordiesterbindin-

ger mellem 3'- og 5'-carbonatomer i nabopentoser.

Ekspression: Den proces, et strukturelt gen undergdr til frem-

stilling af et polypeptid. I processen indgar transskription
og translation samt eventuelle posttranslatoriske modifikati-

oner.

Flankerende regioner: DNA-sekvenser, som omkranser kodende re-

gioner. b5'-flankerende regioner 1indeholder en promotor. 3'-
flankerende regioner kan indeholde en transskriptionstermina-

tor m.m.

Gen: En DNA-sekvens bestéende af tre eller fire dele, nemlig
(1) den kodende sekvens for genproduktet, (2) de sekvenser i
promotorregionen, som styrer, hvorvidt genet vil blive ud-

trykt, (3) de sekvenser i 3'-enden, som betinger transskrip-
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tionsterminering og eventuelt polyadenylering, samt evt. (4)

intervenerende sekvenser.

Homolog rekombination: En rekombination mellem sekvenser, som

viser en hgj grad af homologi.

Intervenerende sekvenser: DNA-sekvenser, som optrader i et gen,
og som ikke koder for noget peptidfragment. De intervenerende

sekvenser transskriberes til prz-mRNA og elimineres ved modi-

fikation af prz-mRNA til mRNA. De kaldes ogséd introns.

Kimerisk gen: Gen, der er sammensat af dele fra forskellige

gener. F.eks. er det kimariske Lbcg-5'-3'-CAT sammensat af en
chloramfenicol-acetyltransferase-kodesekvens stammende fra

E.coli og 5'- og 3'-flankerende regulerende regioner fra

sojabegnnes Lbcgz-gen.

Kloning: Proces til opnaelse af en population af organismer
eller DNA-sekvenser, der hidrerer fra en sadan organisme eller
sekvens ved ukgnnet reproduktion eller narmere bestemt en
proces til isolering af en bestemt organisme eller del heraf

og opformering af denne underfraktion som en homogen popula-

tion.

Kodende sekvenser: DNA-sekvenser, der bestemmer et polypeptids

aminosyresekvens.

Krydsinokuleringsgruppe: Gruppe af balgplantearter, der kan
danne funktionelt aktive rodknolde med Rhizobium-bakterier,

som er isoleret fra rodknolde af gruppens andre arter.

Leghamoglobin (Lb): Et oxygenbindende protein, der udelukken-

de syntetiseres i rodknolde. Lb-proteinerne regulerer oxygen-
parialtrykket i rodknoldvavet og transporterer oxygen til bac-
teroiderne. Herved beskyttes det oxygenfglsomme nitrogenaseen-

zym. Lb-generne er rodknoldspecifikke gener.
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Messenger-RNA (mRNA): RNA-molekyle, der er dannet ved trans-

skription af et gen og evt. modifikation af mRNA. mRNA-moleky-
let viderebringer det genetiske budskab, som bestemmer amino-
syresekvensen i et polypeptid, ved at en del af mRNA-molekylet
translateres til dette peptid.

Nedstregms: Stedsangivelse i en DNA-sekvens. Defineres i for-
hold til transskriptionsretningen 5'-3' for det gen, i forhold
til hvilket stedsangivelsen finder sted. Den 3'-flankerende

region findes s&ledes nedstroms for genet.

Nucleotid: En monomer enhed af DNA eller RNA, som bestar af en
sukkerdel {pentose), phosphat og en nitrogenholdig heterocy-
klisk base. Basen er bundet til sukkerdelen gennem en gliycosi-
disk binding (1'-carbon i pentose), og denne kombination af
base og sukker er et nucleosid. Basen karakteriserer nucleo-
tidet. De fire DNA-baser er adenin (A), guanin (G), cytosin
(C) og thymin (T). De fire RNA-baser er A, G, C og uracil (U).

Opstreoms: Stedsangivelse i en DNA-sekvens. Defineres i for-
hold til transskriptionsretningen 5'-+3' for det gen, i forhold
til hvilket stedsangivelsen finder sted. Den 5'-flankerende

region findes sdledes opstroms for dette gen.

Plantetransformation: Processer, der fgrer til dindbygning af

gener i plantecellers genom sdledes, at disse gener nedarves
stabilt gennem mitose og meiose eller sdledes, at disse gener

kun vedligeholdes for kortere perioder.

Plasmid: En ekstra-kromosomal, dobbeltstrenget DNA-sekvens,
der omfatter et intakt replikon saledes, at plasmidet replike-
res i en vartscelle. Nar plasmidet er placeret inde i en en-
cellet organisme, @ndres eller transformeres denne organismes
egenskaber som et resultat af plasmidets DNA. F.eks. transfor-
merer et plasmid, som barer genet for tetracyklinresistens
(TcR), en tidligere tetracyklinfelsom celle til en celle,
som er resistent over for tetracyklin. En celle, som er trans-

formeret af et plasmid, kaldes en transformant.
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Polypeptid: En linear rakke af aminosyrer, som er forbundet
til hinanden ved hjalp af peptidbindinger mellem a-amino- og

carboxygrupper i naboaminosyrer.

Rekombination: Dannelse af et nyt DNA-molekyle ved kombination

af DNA-fragmenter med forskellig oprindeise.

Replikation: Proces, hvorved DNA-molekyler reproduceres.

Replikon: Et selvreplikerende genetisk element med et origin
til initiering af DNA-replikation og gener, der specificerer
de funktioner, som er ngdvendige for repliikation og regulerin-

gen heraf.

Restriktionsfragment: Et DNA-fragment, som er resultatet af

dobbeltstrenget kigvning med et enzym, som genkender en speci-

fik m&81-DNA-sekvens.

RNA-polymerase: Enzym, der bevirker transskription af DNA til

RNA.

Rodknold: Specialiseret vev, der dannes efter infektion af
fortrinsvis balgplantergdder med Rhizobium-bakterier. Selve
vavet dannes af vartsplanten og bestar derfor af planteceller,
mens Rhizobium-bakterierne efter infektionen bliver omgivet af
en plantecellemembran og differentierer til bacteroider. Rodk-
holde dannes pa andre plantearter efter infektion af nitrogen-
bindende bakterier, der 1ikke tilherer Rhizobium-slagten. I
disse knolde udtrykkes ogséa rodknoldspecifikke plantegener.

Southern-hybridisering: Denatureret DNA overfores efter stor-

relsesseparering 1 agarosegel til en nitrocellulosemembran,
Overfort DNA analyseres for en given DNA-sekvens eller et gi-
vet gen ved hybridisering. Denne proces tillader enkeltstreng-
ede, radioaktivt markede DNA-sekvenser (sonder) at bindes til
komplementzre, enkeltstrengede DNA-sekvenser, der er bundet pa
membranen. Beliggenheden af DNA-fragmenter pa membranen, der

binder sonden, kan derefter pavises p& rgntgenfilm.
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Symbiotisk nitrogenfiksering: Det samlivsforhold, hvorunder

bacteroider i rodknolde omdanner luftens nitrogen (dinitrogen)
til ammonium, som optages af planten, mens planten forsyner

bacteroiderne med carbonforbindelser som en carbonkilde.

Symbiont: Den ene deltager i et symbiotisk forhold, specielt

kaldes Rhizobium for microsymbionten.

Transformation: Den proces, hvorved en celle bringes til at

optage.et DNA-molekyle.

Translation: Den proces, hvorved der produceres et polypeptid

ud fra mRNA, eller den proces, hvorved den genetiske informa-
tion, som er til stede i et mRNA-molekyle, dirigerer rakkefegl-

gen af specifikke aminosyrer under syntesen af et polypeptid.

Transskription: Den proces, hvorved der med udgangspunkt 1 en

DNA-sekvens syntetiseres en komplementazr RNA-sekvens.

Vektor: Et plasmid, phag-DNA eller andre DNA-sekvenser, som er
i stand ti1l at replikere i en vartscelle, og som har et eller
et 1i1le antal endonucleasegenkendelsespunkter, pd hvilke sa-
danne ODONA-sekvenser Kkan Kklgves pa& en bestemmelig made uden

medfglgende tab af en essentiel bioclogisk funktion

Grundlaget for opfindelsen

Traditionel planteforadling bygger pa gentagne sammenkrydsnin-
ger af plantelinier, der hver 1isar barer gnskede egenskaber.
Identifikation af afkomstlinier, der barer alle de gnskede
egenskaber, er en sardeles tidskravende proces, da den bioke-
miske og genetiske baggrund for egenskaberne som oftest er
ukendt. Nye 1linier valges derfor efter deres fanotype, som

oftest efter screening af mange linier i markforsgg.

Gennem tiderne har der varet en direkte sammenheng mellem be-

folkningens ernaringstiistand og dermed sundhed og landbrugets
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mulighed for at sikre en tilstrakkelig tilfersel af assimiler-
bart nitrogen til opnaelse af tilfredsstillende afgreodeudbyt-
ter. Allerede i 1600 tallet blev man opmarksom pa, at planter
af arteblomstfamilien, hvortil foruden arter bl.a. herer bon-
ner, lupiner, sojabgnne, ka&llingetand, vikker, lucerne, espar-
gette og klegver, var i stand til at forbedre afgreder, som
blev dyrket, hvor disse planter havde staet. I dag ved man, at
dette skyldes, at arteblomstfamiliens mediemmer er i stand til
selv at opbygge nitrogenreserver. De har pad deres rgdder bak-

terier, med hvilke de lever i symbiose.

Infektion af disse balgplanters rodder med Rhizobium-bakterier
forer til dannelse af rodknolde, som er i stand til at omdanne
atmosfarisk nitrogen til bundet nitrogen, en proces, der kal-

des nitrogenfiksering.

Atmosfarisk nitrogen omsattes herved til former, der kan ud-
nyttes af vartsplanten samt-af de planter, der senere vokser

pa samme sted.

I 1800-tallet udnyttedes denne mulighed for nitrogentilforsel
til at opna en ikke tidligere set foregelse af afgredeudbyt-
tet.

De senere, yderligere afgrodeforggelser er imidlertid isar op-
naet ved hjalp af naturgedning og nitrogenholdig kunstggsd-
ning. Den heraf foigende forurening af miljget gor det gnske-
ligt at anvise andre muligheder for at sikre den ti1l opnaelse
af de bedst mulige afgredeudbytter ngdvendige nitrogentilfer-

sel.

Det ville sadledes vare vardifuldt at kunne forbedre de eksiste-
rende nitrogenfikserende systemer i balgplanter samt at ind-

fore nitrogenfikserende systemer ogsd i andre planter.

ved hjzlp af rekombinant DNA-teknik og de udviklede plante-

transformationssystemer er det nu muligt at tilfere planter
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nye egenskaber pa velkontrolleret made. Disse egenskaber kan
stamme ikke blot fra samme planteart, men fra alle andre pro-
karyote eller eukaryote organismer. DNA-teknikkerne tillader

ligeledes hurtig og specifik identifikation af afkomstlinier,

der barer de onskede egenskaber. En given plantelinie kan pa

denne made tilfeores en eller flere onskede egenskaber péd& en

hurtig og veldefineret made.

Planteceller kan pa samme médertilfzres veldefinerede egenska-
ber. og derefter vedligeholdes som plantecellelinier ved hjazlp
af kendte vavskulturmetoder. Sa&danne planteceller vil kunne
udnyttes til produktion af biologiske produkter af sarlig
interesse, sdsom farvestoffer, aromastoffer, plantehormoner,
farmaceutiske produkter, primere og sekundzre metabolitter

samt polypeptider (enzymer).

En rezkke faktorer og funktioner, som er ngdvendige for biolo-
gisk produktion af et givet genprodukt, er kendte. Bade ini-
tiering og regulering af transskription savel som 1initiering
og regulering af posttransskriptionelle processer kan karakte-

riseres. (

Pa genniveau vides det, at disse funktioner hovedsageligt ud-
fores af 6'-flankerende regioner. En lang rakke 5'-flankerende
regioner fra prokaryote og eukaryote dener er sekvensbestem-
te, og p& baggrund blandt andet heraf er tilvejebragt en om-
fattende viden om reguleringen af genekspression og om hvilke
sub-regioner og sekvenser, der er af betydning for regulering
af ekspression af genet. Der er store forskelle pad regule-
ringsmekanismen i prokaryote og eukaryote organismer, men in-

den for de to grupper er der mange felles trak.

Regulering af genekspression kan finde sted pé& transskrip-
tionsniveau og sker da fortrinsvis ved regulering af transs-
kriptionens initieringsfrekvens. Dette er velkendt og beskre-
vet af bl.a. Benjamin Lewin, Gene Expression, John HWiley &
Soens, vol I, 1974, vol. 1II, Second Edition 1980, vol. III,
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1977. Alternativt kan reguleringen finde sted pa posttranss-
kriptionsniveau, herunder ved regulering af frekvensen for
translationsinitieringen,af translationshastigheden samt af

translationstermineringen.

Den foreliggende opfindelse er baseret pa den overraskende
kendsgerning, at B5'-flankerende regioner fra rodknoldspeci-
fikke gener, eksemplificeret med den 5E'-flankerende region fra
sojabenneleghemoglobin-Lbcz-genet, kan anvendes til inducerbar
ekspression af et fremmed gen i en artsfremmed balgplante.
Promotorens induktion og regulering udeves fortrinsvis i form
af regulering og induktion pa transskriptionsniveau og ad-
skiller sig derved fra den i patentansggning nr. 4889/85 an-
givne inducerbarhed, som fortrinsvis finder sted pa transla-

tionsniveau.

Transskriptionen af savel sojabennens Lbcz-gen som et til
kezllingetand overfert kimarisk Lbcgz-gen starter pa et lavt
niveau lige efter rodknoldene bliver synlige pa pliantergodder-
ne. Derefter er der en kraftig foresgelse af transskriptionen,
lige for rodknoldene bliver rade. Transskriptionen af en rakke
andre rodknoldspecifikke gener pabegyndes pd netop dette tids-
punkt. Denne samtidige induktion af transskriptionen af Lb-
generne og andre rodknoldspecifikke gener betyder, at der ma
findes en felles DNA-sekvens/sekvenser for de forskellige gen-
er, der styrer dette udtryksmgnster. Leghamoglobin-c3-genet er
saledes en reprasentant for én klasse af gener, og Lbc3-genets
promotor og ledersekvens, malomrader for aktivering samt kon-
trolelementer for organspecificitet er saledes reprasentanter

for en hel genklasses kontroielementer.

Promotoren fra de 5'-flankerende regioner i Lb-generne funge-
rer i sojabenner og er ansvarlig for transskriptionen af Lb-
generne i rodknolde. Det er endvidere kendt, at effektiviteten
af bade transskriptionsinitering og efterfglgende translation-
sinitiering p& Lb-genernes ledersekvens er hgj, idet Lb-pro-
teinerne udger ca. 20% af det totale proteinindhold i rodknol-

de.
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Sekvensen af 5'-flankerende regioner fra de fire sojabenneleg-
heamoglobingener, Lba, Lbcy, Lbcy og Lbcg, er angivet i det ved-
lagte sekvensskema, fig. 1, hvor sekvenserne er angivet sale-
des, at det tydeligt fremgar, at der er homologi imellem de

fire 5'-flankerende regioner.

I dette sekvensskema betyder "-", at der ikke er nogen base i
pageldende position. Til hejre i sekvensskemaet er angivet ge-

nernes navne og baseposition talt opstrems for ATG-startkoden.

. Desuden_er. de betydende sekvenser understregede.

Som  det fremgar af sekvensskemaet, er der en udtalt grad af
homologi imellem de fire 5'-flankerende regioner, og i posi-
tionen 23-24 basepar opstrems for CAP-additionspunktet inde-
holder de alle en TATATAAA-sekvens, som svarer til "TATA"-
boksen, som normalt i eukaryote celler er lokaliseret et til-
svarende antal basepar opstrems for CAP-additionspunktet. Des-
uden findes en CCAAG-sekvens 64-72 basepar opstroms for CAP-
additionspunktet, hvilken sekvens svarer til "CCAAT"-boksen,
som normalt er lokaliseret 70-90 basepar opstgzms for CAP-
additionspunktet. Fra CAP-additionspunktet til translations-
startkoden, ATG, findes ledersekvenser pa& 52-59 basepar, som
udviser en udstrakt grad af homologi af storrelsesordenen ca.
75-80%.

‘Det er i forbindelse med den foreliggende opfindelse blevet

vist, eksemplificeret med Lbcz-genet, at de 5'-flankerende re-
gioner fra sojabgnneleghazmoglobingenerne er funktionelt aktive
i andre plantearter. Dette er blevet vist ved at fusionere E.
coli chloramphenicol-acetyl-transferase-(CAT)-genet med de 5'-
og 3'-flankerende regioner fra sojabenne-Lbz-genet s&dledes, at
ekspressionen af CAT-genet kontrolleres af Lb-promotoren. Det-
te fusionsfragment blev kionet 1ind i dintegrationsvektorerne
pAR1 og pAR22. Herved dannedes plasmiderne PAR2S o0g pAR30.
Sidstnavnte plasmider blev via homolog rekombination integre-

ret ind i Agrobacterium rhizogenes T-DNA-regionen. Transforma-

tion af Lotus corniculatus(kallingetand)planter (dvs. overfor-
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sel af T-DNA-regionen) blev opnaet ved sarinfektion pad kim-
stangelen. Redder, der var udviklet fra de transformerede
planteceller, blev dyrket in vitro og befriet for A. rhizo-
genes-bakterier ved brug af antibiotika. Fuldstendigt regene-
rerede planter blev dannet af disse rodkulturer p4 konventio-

hel madde gennem somatisk embryogenese eller organogenese.

Regenererede planter blev derefter inokuleret med Rhizobium
loti-bakterier, og der blev hestet rodknolde til analyse.
Tfansskription og translation af det kimazriske Lbc3z-CAT-gen
kunne herefter pavises i rodknolde pa transformerede planter

som aktiviteten af det dannede chloramphenicolacetyl-transfe-

raseenzym.

Det kan saledes konkluderes, at de promotorholdige 5'-flanke-
rende regioner fra rodknoldspecifikke gener, eksemplificeret
med sojabsnne-Lbcz-promoteren, er funktionelt aktive i arts-
fremmede planter. Dette er -en overaskende observation, idet
rodknolde kun udvikles som fzlge af en meget specifik reaktion

mellem bazlgplanten og dens tilsvarende Rhizobium-mikrosym-

biont.

Sojabgnner danner kun knolde efter infektion af arten Rhizo-

bium japonicum og Lotus corniculatus Kun efter infektion af

arten Rhizobium loti. Sojabesnne og Lotus corniculatus tilhgrer

derfor to forskellige krydsinokuleringsgrupper, der hver isar
danner rodknolde med to forskellige Rhizobium-arter. Ekspres-

sion af et kimezrisk sojabsnnegen i Lotus corniculatus paviser

derfor et uventet universelt reguleringssystem, der galder for
rodknoldspecifikke geners udtryk. De involverede regulerende
DNA-sekvenser kan placeres p& genernes 5'- og 3'- flankerende
regioner, her eksemplificeret ved de 2.0 Kb 5'- og 0.9 Kb 3'-
flankerende regioner af Lbcgz-genet. Denne overraskende obser-
vation vil muliggere brugen af rodknoldspecifikke promotorer
og regulerende sekvenser i enhver anden planteart og enhver

anden plantecellelinie.
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I andre eksperimenter blev den 5'-flankerende region af det
knoldspecifikke N23-gen sammensluttet med CAT-genet og den
3'-flankerende Lbcz-region pd en sadan made, at ekspressionen
af- CAT-genet kontrolleres af N23-promotoren. Dette fusions-
?ragment blev klonet 1ind i integrationsvektoren pAR22 til
fremstilling af plasmidet N23-CAT, der derefter blev rekombi-
neret ind i A. rhizogenes og oveffﬁrt til Lotus corniculatus

og Trifolium repens (hvid klgver) ved den ovenfor beskrevne

" metode. Den rodknoldspecifikke ekspression af det overferte

N23-CAT~gen, opndet i L. corniculatus, som var inficeret med

Rhizobjum loti og i T. repens, som var inficeret med Rhizobium

trifolii, viste yderligere, at ekspression af rodknoldspeci-
fikke gener er wuafhangig af plantearten og Rhizobium-arten.
Et universelt regulatorisk system regulerer derfor ekspres-

sionen af rodknoldspecifikke gener i de forskellige symbio-

‘tiske systemer, der dannes mellem balgplanter og Rhizobium-

arterne fra de forskellige krydsinokuleringsgrupper.

Det er kendt fra EP-patentansggning nr. 122.791.A1, at plan-

tegener fra én art ved Agrobacterium-formidlet transformation

kan overfores til en anden planteart. Det er ogsa kendt fra EP
122.791.A1, at et overfgrt gen, som koder for froglagringspro-
teinet "Phaseolin", kan udtrykkes i tobak og lucerne. Fra l1it-
teraturen er det ogsé kéndt, at denne ekspression ‘er frgspeci-
fik (Sengupta-Gopalan et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. 82,
3320-3324).

Den foreliggende opfindelse angéar derfor en hidtil ukendt
fremgangsmade til ekspression af overferte gener pa en rod-

knoldspecifik madde under anvendelse af DNA-regulatorsekvenser

fra 5'-promotorregionen, den kodende region eller den 3'-
flankerende region fra rodknoldspecifikke gener, her eksempli-
ficeret med leghamoglobin-Lbcz-genet og N23-genet. Denne me-
tode adskiller sig ba&de fra den Agrobacterium~formidlede

transformationsmetode og ekspression af genet for frz]agrihgs—

proteinet phaseolin, som er karakteriseret i EP 122.791.A1.

Ekspression af det overfgrte phaseolingen i EP 122.791.A1 vi-
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ser kun, at phaseolingenfamilien med sine serlige regulato-
riske krav kan udtrykkes i tobak og lucerne. Den hverken viser
eller antyder, at noget andet gen med dets s&rlige regulato-

riske krav kan udtrykkes i nogen anden plante eller plantevav.

Formal med opfindelsen

Et formal med den foreliggende opfindelse er at tilvejebringe
en mulighed for at udtrykke snskede gener i balgplanter, balg-

plantedele og balgplanteceliekulturer.

Det er desuden et formal med opfindelsen at kunne udtrykke ge-
ner af enhver oprindelse under kontrol af en inducerbar rod-

knoldspecifik promotor.

Yderligere form&l med opfindelsen er at forbedre de eksiste-

rende nitrogenfikserende systemer i belgplanter.

Et yderligere formal med opfindelsen er at tilvejebringe en
mulighed for i visse tilfalde at kunne anvende specifikke sek-
venser fra den 3'-flankerende region fra kodesekvensen og fra
intervenerende sekvenser til indvirkning pa rodknoldspecifikke

promotorers regulering.

Det er desuden et formadl med opfindelsen at tilvejebringe plas-

mider, der indeholder den ovennavnte inducerbare plantepromo-

tor.

Yderligere formal med opfindeisen fremgar umiddelbart af den

felgende beskrivelse.

Beskrivelse af opfindelsen

>

Disse formal opnas ved udovelse af fremgangsmaden ifolge op-
findelsen til ekspression af gener i balgplanter ved transfor-
mering af cellerne med et rekombineret DNA-fragment, der inde-

holder dels det gen, der enskes udtrykt, dels en 5'-flankeren-
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de region, hvori 1indgdr en promotorsekvens og eventuelt en
3'-flankerende region, og dyrkning af de transformerede celler
i et egnet vakstmedium, hvilken fremgangsmdde er ejendommelig
ved, at der anvendes 5'- eller i givet fald 5'- og 3'-flanke-
rende regioner fra et rodknoldspecifikt plantegen, og at pro-
motoren er en inducerbar plantepromotor, som regulerer, at
ekspressionen sker i rodkno]dene'pé bestemt udviklingstrin og
som led i den symbiotiske nitrogenfiksering. Om gnsket regene—

reres de transformede celler til planter.

Ved fremgangsméden ifglge opfindelsen er det muligt pa velde-
fineret made at udtrykke fremmede gener i balgplanter, balg-
plantedele og balgplantecellekulturer. Her tankes isar pa
gener, som vil tilfere planter snskede egenskaber, som f.eks.
resistens mod plantesygdomme og foreget indhold af vardifulde

pelypeptider,

En anden anvendelse vil vare fremstillingen af vardifulde pro-
dukter som f.eks. farvestoffer, aromastoffer, plantehormoner,
farmaceutiske produkter, primere og sekundzre metabolitter og
polypeptider ved brug af fremgangsmaden ifelge opfindelsen i

plantecellekulturer og planter.

Ved anvendelse af?fremganQSméden ifz]ge 6pfinde1en til eks-
pression af rodknoldspecifikke gener bliver det muligt at ud-
trykke rodknoldspecifikke gener, der er ngdvendige for dannel-
se af et aktivt nitrogenfikserende system i bade balgplanter
og andre planter. Den korrekte wudviklingsmassige kontrol
(eksempel 8) muligger etablering af et symbiotisk nitrogenfik-
serende system i ikke-balgplanter. Herved bliver det overras-
kende muligt at forbedre de eksisterende nitrogenfikserende
systemer i balgplanter samt at indfere nitrogenfikserende sy-

stemer i andre planter.

Ved anvendelse af fremgangsmaden ifelge opfindelsen til eks-
pression af fremmede gener i rodknolde er det muligt at bi-
bringe balgplanter forbedrede egenskaber, sasom herbicidresi-

stens og resistens mod sygdomme og skadedyr.

Il
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Ved en sarlig udferelsesform for fremgangsmaden ifelge opfin-
indeholder en inducerbar

afledt af eller

delsen anvendes et DNA-fragment, der

identisk med, inde-

plantepromotor, og som er

holder 5'-flankerende regioner fra
opnas udtryk af et hvilket som helst gen.

leghamoglobingener. Herved

Eksempler pad sadanne DNA-fragmenter er DNA-fragmenter fra de

fire b5'-flankerende regioner fra sojabenne-leghamoglobin-

generne, nemlig

Lba med sekvensen:

GAGATACATT ATAATAATCT

GATATATACC
TCTTTTATTT
ATTTTGAAAA
GGTTAAATCT
TAGAGTCTA
AAAGTTGGT

mmmmomme o

- -k oa

TAACCATAT
TAATTAAAAA
TCATCATGCT
TGGTTTTCIC
TTGTTGCATA

AAAGAAATAT

TTCTCTTAAT
AATCTCTAGT
TTTAATATT
TTTCCAAACC
ACTTCAGAAA
TAATAAACTT
TATTGGGTGA
TTATTAGTAA
GAAAGGGAGC
TAATTATGTT
AATACTTAAA
TAGGATTTTG
CACAAGCCA
ATATAAACAT
TAGAAAATAA

CTCTAGTGTC

TTCTCGTATA CTGTTATTTT

TTATAAAAAA
CATGCTCTTT
CATAGTGCCT
CATAAAATTT
TTTCTCGAGG
ATTAATAGTT
TAAATTTAGA
ATTATTTGAT
GATTGACACC
ACTCTCCAAG

ACTTGCATCS

G.

Lbcqy med sekvensen:

ACAATGGAGT
GTCTATTTAC
ATTATATCCT
TGTAGATTTA
AGTAATTACA
TAAAATCAAA
AATCTCATAG
AGTCTGCATG
GAATGTTAAA
TACATGAAAA
ATATTTATTT
AAAAGATCAT
GAGAAACTTA
GTATTGGATG
CAAAAAAAAG

GACTTTATTT
GACAATTTTC
CTATTCAATA
ACCTTAATAG
AAGAAAGGAA
ATGTTTATAT
ACAACACTTC
TAAATTTTTT
CTCCACAAGC
CCCTCTATAT
AACAATTAAT

TTTTGTTGAA
CCGGTGAGAA
CAACCCCACA
TTTATTTATT
TARAGATAGT
CTTTTTTATA
TGAAGCCATT
AAATTTAACT
AAGTGTGATA
CATACAAAAA
GCTTAATTG

TGGCTCTTCG
AGTTGTAAAC
TGAAGTTATT
TAAAAAAGTA

TATTTATTAT
TTCAATCTTG
TTTTAAAAAA
TGTTTCCTT
ATTTGGGCTC
TAGAGAATAG
TGTTAAAAA
GAAAACTGAA
AATTATTTTT
AAAAGATCGT
CAAGAGAAAC
AAACAAATAT
AGAAATAACA

CATACATACA
GCCTTCTCGT
AAAAAGAATA
TATTTATTIT
GAACATCATT
TTTTTTGIT

AAATAATTIG
TEACAATAGA
TTATATTTTA
AATACTTTTA
TTAACTGAAA
TCATGCCGAT
TTTCTCACTC
GCATAACTTG
GAAAAGAAAT

TTTATCTGGT
TAGATTTACT!
AATAAAGTGA
TTCATCATTG!
AATTTAATTA|
AGAGTCTTGG!
CTGTGATATT!
AATAAATAAA
TTAATTTGAT
TGTTTCTTCT!
ACATAAGCTT!
TGGAGTGAAG
GAAAATTAAA

TAAAAAAA
GTTTTACACA
CTGTTATATC
TACAAAGGAG
TTATTTATTA
CCCTTTTCAT
GGCTCAAGTT
GAGAGTTTTC
TTTCGATTAA
AATTCAGAAT
ATTATTTGAT
TGACACCCTC
CAAGCCTTCT,
CATTGAACAA
ATG.
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TCGAGTTTTT
TTTATTCGGS
ATCCCCACCC
TTATTTCTTA
ATAGTGAACA
TTATATTTTT
ACTATTAAAT
TTAACTTAAT
GTGATATTAT
TTGACAATTT
TTTAAGATTT
CTCCACAAGT
TCTATATA]

CAATAGAAAT

ATGAAGATT

GTACTATTTA

TAGATTTAT

ATAAAAATAG
AAATATAATT
TTGTTTAAAT
TATAAAAAAA
CATTATATTA

AATTTTAACT

GTGATATTAG
CTAAAARAAT
TTATTTACTG
TTCACCATAC
GTTTTATTAG

dalains s

MM/ smesm~s
daOUnAlO LGN

CAGAAAAGTA

Lbco med sekvensen:

ACTGAACATA
GAGAAGCCTT
CCACCAAAAA
TTTTTACAAA
TCATTTITIT
TTGTTACCCT
AGTTTGGGC

AATAGAGAGA
TATAGTTTT

ATTTTTAAAA
TGAAAAGATC
CAAGAGAAAC
CACGTATTGG
AACAACAAAG

og Lbc3 med sekvensen:

AAAAAATACA
AGAAAAGAAA
TTCTTTTATT
TGAACATCGT
TTTTTGTCTA
TGGATAAGAT
ATTGTTTCCC
AAAAAATTAG
TAAAAATAGA
AAATTTGTCG
ATATATTAAA
AAAATGAGTT
CAATTGATCA
TTATTCTGAT
AGTTGTTGCA
GAAAAGAAAT

16

CATTTATTAA
CTCGTGCTTT
AAAAAAAACT
GGAAACTTCA
AGTTAAGATG

MY my AMm
EY &\-."\LTHJ.

CAAGTTTTAT

GTTTTGGA

TTTAGATTAA
TTCAGAGTAA

TTTGGCTCT
TTAAGTTGTA
ATGTGAAGTT

AAAATAAGTG

CTCATATATA
AAAAAAACCT
TTTATAAAGG
CTAAGCATTIT
AATCGTATGT
CACACTATAA
TTTTGATTAT
GGCTCAATTT
GAAAATCTGG
GATATATTAA
ATTTTAAATT
GATTTAAGTT
CCCTCcCTCCAa
CACTCTTCAA
TAACTTGCAT
ATG.

AAAAAACTCT
ACACACTTTA
GTTATATCTT
CGAAAGTAAT
AATTTTAAAA
GGGTGAAATC
TAGTAAAGTC
GGTAACGAAT
TAATTATGTT
TACTTAAATT
TCATCATGCC
ATTTTTCTAA
GTTGCATAAC
ARAAAAGAAA

TGCCATAAGA
GCTACATAA

AGAGTTAAAA
TTATATAAGA
ATCTTGTCTT
AGTTCTTCCT
TGGATAAAAT
TTATTAGTAT
AAAAGGGACT
TATTTTATTT
CAGAATAATA
TTTGAAAAGA
ACAAGCCAAG
GCCTTCTATA

"~ d e

DK 1623

CTAGTGTCCA
ATATTATTAT
TCCAGTACAT
TACAAAAAAG
TCACACTTTT
TCATAGTG
TGCATGAAAT
GTTAGAAAGT
TACATGAAAA
ACTTATTTAC
GATTGACACT
CTCCAAGCCT
TGCATTGAA

TATG,

ACCAACAAAA
TTCCAATCTT
AAATTACAAA
TGAATTTTAA
AGAGCCATTT
CCGAGTTTGA

CTCGTAGTGA

AGTTTGCATA
GTTAAAAAGT

Tﬂm\mf"‘" hh]
alalgsuoann

laalan b T Wael » vy
CTTAAATTAT

N e N e N o) LY
nun\)n\,nTnn

TAAATAAGTA

TGAACAATTA

S~~~ S M
AlnLrnninn

99 B

Ved en vyderligere udfereisesform for fremgandsmaden 1ifglge

opfindelsen anvendes et som er identisk med,

afledt af

Lbc3-5"-3'-CAT-genet med sekvensen:

DNA-fragment,

eller indeholder b5'-flankerende regioner fra
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TATGAAGATT
GTACTATTTA
GTAGATITAT
ATAAAAATAG
AAATATAATT
TTGTTTAAAT
TATAAAARAA
CATTATATTA
AATTTTAACT
GTGATATTAG
CT23ARAAAAT
TTATTTACTG
TTCACCATRC

FRTTITY N M A
Lwawind &

TTGGATGTGA

AAAAAATACA
AGAAAAGAA

TTCTTTTATT
TGAACATCGT
TTTTTGTICTA
TGGATAAGAT
ATTGTITITCCC
AAAAAATTA

TAAAAATAGA
AAATTTGTCG
ATATATTARA
AAAATGAGTT
CAATTGATCA
TTATTCTGAT

AGTTGTZCCA

17

CTCATATATA
AAAAAAACCT
TATAAAGG
CTAAGCATTT
AATCGTATGT
CACACTATAA
TTTTGATTZ

~rGaian

ot aleel o merm
[CTORR ORI 3 )
- n Ao/ alssladed
GAAAATCTGG
- e Naab Roelaah i
GATATATTAS
- PPIITIPTI R N R ATV
Al b e o -

e alealeatn BN orlaaland
Y 2 P e A

alalasesl alal]
CCC-\.»-\-CA

M el aietaslal i)
Cnc-v.-uan
L L BV adslealadaln sy
P VARG P s T

ATG.

1

TGCTATAAGA
GCTACATAAT
AGAGTTAAAA
TTATATAAGA
ATCTTGTCIT
AGTTCTTCCT
TGGATAAAAT
mms s mms

PP WP AN FY Y

W WY N s e
Pa¥aVa o AN AN AN P g

fF\ laalaaiaalaa A Wealsale
B S A N

C~ e o TN o
DA B Y B P ]

oS %y S -
R S 2 Y

ACAAGCoRAG
SN NS
——
et .
e e at o

DK 1623993

ACCAACAAAA
TTCCAATCIT
AAATTACAAA
TGAATTTTAA
AGAGCCATTT
CCSAGTITGA
CTCGTAGTGA

h Y odeaisalslodat e a k)
AU b el A

"R SN W
G&--\AAAGT
MMM .
PV PR BREICY T

taal AR RN ot R Y
C.-nﬁn&-nr

N VO Y P ey gy
TU(\‘.-QLC;\.
L R e e L
AU AUALD L AN
MR N LN -~
LIRSl AMNILN

TGAATAATTA

AMmN SN

N
S AU L WY

CAGAAAAGTA GAATTCTAAA

Vved en sarlig foretrukket udfsrelsesform for fremgangsmaden
ifolge opfindelsen anvendes der yderligere en 3'-flankerende
region fra rodknoldspecifikke gener, isar sekvenser fra den
3'-flankerende region, som kan indvirke p& styrken eller regu-
leringen hos en promotor fra rodknoldspecifikke gener eller pa
eller som pa

transskriptionsterminering, anden made Kkan pa-

virke udbyttet af det onskede genprodukt.

Eksempler pa sadanne 3'-flankerende regioner er de fire 3'-
flankerende regioner fra sojabsnneleghamoglobingenerne, nemlig

Lba med sekvensen:

1590 1620
TAA TTA GTA TCT ATT GCA GTA AAG TGT AAT AAA TAA ATC TTG

1650 1580
TTT CAC TAT AAA ACT TGT TAC TAT TAG ACA AGG GCC TGA TAC AAA ATG TTG GTT AAA ATA

1710 1740
ATG GAA TTA TAT AGT ATT GGA TAA AAA TCT TAA GGT TAA TAT TCT ATA TTT GC8 TAG GTT

1770
. — 1800
TAT GCT TGT GAA TCA TTA TCG GTA TTT TTT TTC CTT TCT GAT AAT TAA TCG GTA AAT TA

1830
ACA AAT AAG TTC AAA ATG ATT TAT ATG TTT CAA AAT TAT TTT AAC AGC AGG TAA M‘I‘lg'f‘g

ATT TGG TAC GAA AGC TAA TTC GTC GA
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1320
T. TT AGG ATC TAC TGC ATT GCC GTA
Lbc, med sekvensen: i
. 1350 1380

AAG TGT AAT AAA TAA ATC TTG TTT CAA CTA AAA CTT GTT ATT AAA CAA GIT CCC TAT ATA

1410 1440
AAT GTT GTT TAA AAT AAG TAA ATT TCA TTG TAT TGG ATA AAC ACT TTT AAG TTA TAT ATT

-1470 ' . 1500
TCC ATA TAT TTA CGT TTG TGA ATC ATA ATC GAT ACT TTA TAA AAA TAA ATT CCA AAT AAT

TTA TAC GTT TTA AAA ATT ATT TT

... Lbcy med sekvensen:

TAG/GAT CTA CTA TTG CCG TCA AGT
: 1140

GTA ATA AAT AAA TTT TGT TTC ACT AAA ACT TGT TAT TAA ACA AGT CCC CGA TAT A‘I‘Al.;\’r
1170 co

GTT GGT TAA AAT AAG TAA ATT ATA CGG TAT TGA TAA ACA ATC TTA AGT TTT ATA TAT AGY
1230 1260

TCC ATA TAC TAA AGT TTG TGA ATC ATA ATC GA
1290

og Lbc3z med sekvensen:

TAG/GAT CTA CAA TTG CCT TAA AGT GTA ATA JAT AAA
990 1020

TAT TAT TTC ACT AAA ACT TGT TAT TAA ACC

nss AAG TTC TCG ATA TAA ATG TTG GTT AAA CcTaA

1080

AGT AAA TTA TAT GGT ATT GGA TAA ACA ATC TTA AGC TT
1110

Denne sekvens er beliggende pad den ifosige opfindelsen anvendte
0,9 kb 3'-flankerende region. En sarlig udferelsesform for op-
findelsen er derfor anvendelse af sekvenser fra denne region,
der udever eller formidler den ifglge opfindelsen karakterise-

rede regulering af rodknoldspecifikke promotorregioner.
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Ved en sarlig udfgrelsesform for fremgangsmaden ifglge opfin-
delsen anvendes en region fra rodknoldspecifikke geners kode-
sekvens eller intervenerende sekvens, isar sekvenser fra kode-
sekvensen eller den dintervenerende sekvens, som kan indvirke
pa den knoldspecifikke promotors styrke eller regulering, el-
ler som pa anden made kan pavirke udbyttet af det shskede gen-

produkt.

Eksempler p& saddanne kodesekvenser og intervenerende sekvenser
er de fire leghamoglobingener fra sojabgnne, nemlig Lba med

sekvensen:
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128
i
/0Tt
150 —— " e

ALA PHE THR GLU LYS GLN ASP ALS LEU VAL SER SEP SF2 P<E SLU ALE PuE LY BLA ASH
GCP TIC ACT GAG AAG CAM GAT GCT TTG GTG AGT 2CC TCE TVE GIK LLX VYT aaG GCA Aac
210 288

ILE PRO GLN TYR SER VAL VAL PHE TYR TG SE®
ATT CCT CAA TAC AGC GTT GTG TTC TAC ACT YC\G TAS GIT TIC ¥CT CTA ACC ATC FGT CTV

270 30
CCA YIC TAT GTT TYT CTT TTG GAA ATY TGP TGY GTY YGA AAA 84G ATA TaT TCT T2k 73

332 368
ILE LEU GLU LYS ALA PRO ALA BLA LYS 8SP,
GAG TGS TTT TGG TYT GAT YAA AAR TGA AVAG/G ATE CYG GAS A2 GC& CUT GCA GCA AAGC CAC

= 399 28
LEU PME SER PHE LEU ALA ASN GLY VAL 2SP PRO TMR ASN PR3 LYS LEU TMR GLY KIS ALA
TIC TIC TCA TTY CT& GCA AAT GGA GTA GAC CCC ACT AAT CCT A4S CTC ACG GGL CAT SCT

&58 (11
CLM LYS LEU PeE ALR LEU
GAA A8C CTT TTT GCA TYG/GTAA GTA TCA C(CC AAC TAA AAT VAT RAC Ta7 YTV ATG TCA

518 588
TYA ATT TUYA AGA TTA AGC ATC ATC VAT TUT AAC ACT CTT AdA ACA TCR ATG RAC ATY ARV

578 688
TET TG AAT TGT ATT TTA TAY TYT VGC CAT ATC TIGC AAC TAG Gaa TiG TAT ATA AAY TIC

(3. 660
TAT TAC TAT TTC TIC ATA ATT ATV JVY CYT TCA VAA CTA TCT TGT CAC ATA TTA VAV ATY

(1] r28
. VAL ARG ASP SER ALA QY CLN LEU LYS ALA SER QLY TWR VAL VAL ALA
TTIT TCA ATT GTAG/GTC COV GAC TCA CCY GGT CAA CTT AL GCA ACT COX ACA GTG CTC GCT

58 788
ASP ALA ALA LEU GLY SER VAL WIS ALA GCIN LYS ALA VAL THR ASP PO CLN PME VAL
GAT GCC GCA CTIT GGT TCT GTT CAT GCC CAA AAA GCA GVC ACT GAT CCT CAG TTC CIG/6T

818 _ 368
ATC ATA AAT AAY CAA ATG VYA TAR VAA ATT AYG CAT ACT TCA AYY TTT CAT GG& GCA 6Ta

87 988
TAA TGX TCA ACA CAC ACT TCY TTT GTT TCA TGC AYT TGA VAA CVA CAL YCOT TAA AAT GTT

33 bl
SCA ATC TTA AAA ATA GTA TTA AAR ATA TAL CAT TTA ATT AGC TCA TCA ATR TYT TIC Y67

99 7 d 1023
TGS 55T TYT TTA TGA AAA AT TAT AAT YAT GAA TIC TTT "GAG CAA TGT TTA ATT SAL AAS

1850 1088 ‘.
TIGC ATT TAA YAA TGA AAT ARC TAA GCT ACC TCT GTC TCG YTY TYC AVY TAX ACT ATS ACA

1118 ) 2148
YAA ACA ATG AAT AAR GTA AAC TAA ACC ATG ACA YGT TTA TIT TYG AAT SAC GTT ATT AAT

117¢ 12108
AST TTT TTY TCA CTA TCT &TT GCA ATG TIC ATT GAT TAT CAM TYA TCT TCG TTG CAT Tea

1230 -
TIC TCT CCA TYT TTV TCT TGA GGT TAA GCT TCA GTT CAA TAT ATA TTC ATY TIT TcA son

1290

B8A AAA ATA CYA CAA TAT ATT TTC ATT TAG CYG ATC ATA VTV ATT VAL CTV Caa 1328

CTT Aaa

13%

AYT TTA YAG ATG TTA ATT GAV ATA ATT TGT TGA GAT GAT GAG AAG ACC MAT ACC 1380

ATY ACG

1610

TAC TCT TTT GAA AGY GYT ATA TGG ATT TVA ATT ATA AGG ASA AT GTa £Ga GCT 1eed

AAR CCa

1470 .
VAL VAL LYS GLU ALA LEU LEU LYS THR TLE LY
YTG C1G ATG ATT TTG AAG/GTC GTT AAK CAA GCA CTG CTG Asd ACA ATs Sio ook

1588
AL vag
CCA GCa €TY

1530 .
GLY ASP LYS TRP SER ASP GLU LEU SER #RG ILA TRP GLU VAL ALA fve 1568

[314
GGG GAC AAA TGG AGT GAC GAG TTG AGC CGT GCT TGG GAA GTA GCC TAC ;i, :ﬂ ';?; :}::

ALA ALA TLE LYS LYS ALA
coa cer atr asc aac coa TAA

Lba-proteinets aminosyresekvens er angivet over den

kodende Sekver‘ls .
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Lbcy med sekvensen:

ALA
Ger

ILE
ATT

TCA

TaT

GGT

PHE
TIT

PHE
TIv

Gar
GTA

16T

LEVU
crr

AaY

[ 19

TAC

cTA

IE
ATA

TR
TAY

Lbcl

PHE
Tic

PRO
cer

116

LEY
CTA

ALA

THR
acr

GLN
CAA

ATT

ALA
GCA

LEY

GLu
GAG

TYR
TAC

GTT

ATa

ASN
AAT

LYs
AxG

SER
AGT

TIT

GLY
GGa

GLN
caa

VAL
Grr

cTY

AR

VAL
GTA

GLYU ALA
GaG GCT

VAL PHE
GIG TTC

CTG GAA

DK

21

138
o GLY
ATG\GETY
210 280
LEU VAL SER SER SER PHE GLU ALA PHE LYS ALA ASN
TTG GTG AGY AGC TCA TYC GAA GCA TIC A4G GCA AAC
278 309
TYR ASN SER
TAC AAT TC/GTAA GYT TYC YCT ATA AGC ATG TGT CTT
330 360
ATT TIT 75T GYT YGA AAA AAG ATA TAT ATA TAT ATA :
390 428
TAT ATA VAT ATA TAT TTY GVT AAT GTG AST GGT ¥IT
450 89

ILE LEU GLU LYS ALA PRO ALA LA LYS ASP t£y PHE SER
TAG/GATT CTG GAG AAA GCA CCY GCA GCA AAG GAC TIG TIC TCA

569
ASP PRO THR ASH PRO LYS LEU THR GLY HIS ALA GLU LYS LEU
GAC CCC ACT AAT CCT AAG CTC ACG GGC CAT GCT GAA AAG CTT

(14 ]

600

GCA TTG\GT AAG TAT CAG CCR ACT AAR ATT ATA ACT AVT VVA TCT GAT TAA TIT TAA

630 668
TAA ACA TCA YGY ATT TTA ACA CTC TYA AAA TAT CAA TGA ACA TTA ATY YT TGA ATT

690
TIT TAT RYT TTY ACC ATA TCY TGA AcCT

750
TGG TAA TTA CAT ATA VAT ATA TAT ATA

VAL 4RG
GYAG/GYG CGT GAC YCA

ASP SER ALA
GCY G5

VEL SER ILE KIS atA
ATC CAY GCC

GIT

CaAT

ATC

LYs
AAG

ASP
GAT

Ter

GCa

6Ly
GAA

GLu
GAA

ARA

166

GcT

TGa

ALA

GCY

LEy
176

ATG

cTa

Tak

VAL
GIY

ALA
Gca

A

TTA

6T

GLy
GGT

ALA
GCA

kodende sekvens.

810

720
AGG AAT AAT ATA TAA ATT TCT AVT AGT ATT

780
TAR TCC TTG TGA TAA TYA TTY TTC GAA TTIT
L11)

GLY GLN LEU LYS THR ASH GLY THR VAL VAL ALA ASP ALA AL

GLN LYS
CAA AAA

CAR Tax

Y vIr

TI6 TTG

TAT AAC

YIT rTA

GLY ASN
GGC AAY

ALA ILE
GCA ATY

370
ALA vaL
GCA GYC

930
ATG CAA

990
CAT ary

1050
AGA TCA

t119
6T GaT
1170
TAT TTY

1239
TRP SER
T66 AGY

1290
LYS LYS
AAA AZG

T CRA CTT BAA ACA AAT GGA ACA GTG GTG GCT GAT GCT GCA

909
THR ASP PRO GLN PHE VAL -
ACT GAT CCY CAG TTC GYG/GY ATG ATA AAT

968

ACT TAA GTT TTA CGT ACA TAG YGA TCA TGA

1020

TAT TGA AGT CAA CTT AMA ATT YTG TAA ATA

1888

TGA GAA RAC GTA CCA CTA CTC Caa TAG CAT

1240

CYA ATT ATA AGG AAA AAG TGT ATA TAA GAG
1

VAL VAL LYS GLU ALA LEU LEU LYS TH®

GFAG/GYG GIT AAA SAA GCA CYG CIG ZAA ACA

1260
ASP GLU LEU SER SER ALR TRP GLU VAL ALA
GAC GAA TTG AGC AGT GCT TGG GAA GTA GGG

&§7ﬁﬂ,

-proteinets aminosyresekvens er angivet over

1623998

den
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Lbcy med sekvensen:

5

GLY
6/GCT
180

ALA PHE THR GLU LYS GLN GLU ALA LEU VAL SER SER SER PHE GLU ALA PHE LYS ALA ASK

GCT TTC ACT GAG AAG CAA GAG GCT TTIG GTG AGT AGC TCA TTC GAA GCA TTC AAG GCA AAC

210 240

ILE PRO GLN TYR SER VAL VAL PHE TYR THR SER
ATT CCT CAA TAC AGC GTT GTG TTC TAC ACT TC/GTA AGT TTT CTC TTA AAG CAT GTA TCT
10 210 300

YTC ATT CTC TGT TTT TCC TTT CGA CAT TTT TTG TGT TTG AAA AGA GAT AGT GTC AAT GTG
330 360

ILE LEU GLU LYS ALA PROD ALA ALA LYS
AGT GGG TAT TTT TTT TTA TTA AAA ATT AAC AG/G ATA CTG GAG AAA GCA CCC GCA GCA AAG

390 820

ASP LEU PHE SER PHE LEU SER ASN GLY VAL ASP PRO SER ASN PRO LYS LEU THR GLY KIS
GAC TG TTIC TCG TTT CTA TCY AAT GGA GTA GAT CCT AGT AAT CCT AAG CTIC ACG GGC CAT
15 450 180

ALA GLU LYS LEU PHE GLY LEU
GCT GAA AAG CTT TTT GGA TTG/GTA AGT ATC ATC CAA CTA AAA TTA TAG CTA TTT TAT G676
510 5S40

ATT AAT TTT AAG ATY AAA CAT GTA TTT AAC ACT CTT AAA CAT GTA TIT AAC ACT CTT AAG
570 600

ATT AAA CAT GTA TTT AAC TAA AAC ATG TAT TTG CTG ATV ATT TTT TYY TTA TAA TTA TCT
630 660

VAL ARG ASP SER ALA GLY GLN LEU LYS ALA
TGY CAC ATA TTA TAT ATY TTT TGA ATT GTVTA G/GTG CGT GAC TCA GCT GGT CAA CTT AAA GCA

690 720

ASN GLY THR VAL VAL ALA ASP ALA ALA LEU GLY SER ILE HIS ALA GLN LYS ALA ILE THR
AAT GGA ACA GTA GTG GCT GAT GCC GCA CTT GGT TCT ATC CAY GCC CAX AAA GCA ATC ACTY
750 780

ASP PRO GLN PHE VAL .
GAY CCT CAG TTC GTG/GT ATG ATA AAT AAT AAA ATG TTA CAA TAA ATG CAC ATA 1AC TTa

810 8a¢

20

25

AAT TTT ACA TGG TGC AGT GTT ATG ATC ATC ATT TTT GVT TAG TAA TGA ATT TAC TTA AAA
870 00

TCT TAA ATT ATG TAC TTT TTG AAA GTT TTA TAT GGA ATT TTA ATT ATA GGG AAA AAT GTA
930 . 960

. VAL VAL LYS GLU ALA LEU LEU LYS THR

AGA GCT AAT CCA TTA GTG ATG TTT TGT CTG TAG/GYG GTT AAA GAA GCA CTG CTG AAA ACA
990 1020

30 ILE LYS GLU ALA VAL GLY ASP LYS TRP SER ASP GLU LEU SER SER ALA TRP GLU VAL ALA
ATA AAG GAG GCA GTT GGG GAC AAA TGG AGT GAT GAA TTG AGC AGY GCT YGG GAA GTA GCC

1050 1080

1
TYR ASP GLU LEU ALA ALA ALA ILE LYS LYS ALA PHE!
TET GAT GAA TTG GCA GCA GCT ATT AAG AAG GCA TIT'TH (@,
: 1110

Lbc,-proteinets aminosyresekvens er angivet over den

2
35 kodende sekvens.
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Lbcs med sekvensen:

LYs
AAG

SER
AGT

TAA

GGY

PHE
ITr

PHE
Y

ALA
GCY

ALA
GCC

ATA

AGT

16T

CCa

VAL
GTT

ALA
GCA

GLN
CAa

VAL
GTT

cry

176

LEU
CTa

GLY
GGA

Tcr

GLY
GGT

GLN
CAA

AAT

AAT

ACT

T16

GLY
666

ALA
GCa

GLU
GAG

VAL
GTG

1C6

ACT

ALA
GCr

LEU

ALA
GCY

PHE
e

766

AAA

ASN
AAT

LEU
176

TYR
TAC

1Y

AAT

GLY
GGA

VAL
GTG

THR
ACC

GTT

GAA

VAL
GTa

DK 162399B
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GLY ALA PHE THR AsP
G/GGT GCT TIC ACT GAT
120

SER SER SER PHE GLU ALA PHE LYS THR ASN ILE PRO GLN TYR
AGT AGC TCA TTT caa GCA TTC AAG ACA AAC ATT CET caa 1ac

150 180
SER
TC/GTA AGY atrT CTA TCT AAA TTA 767 GTC TYA TIC TAT gTT
210 280

GTG TTY GAA AAA AAG ATA TAT ATT GTT AAT GT¢ AGT GGY 11T
270 300

ILE LEU GLU LYS ALA PRO VAL ALA LYS ASP LEU PHE sgR
TAG/G ATA CTG GAG AAA GCA CCT GTa GCa AAG GAC TTG TTC ICa
330 : 300

ASP PRO THR ASN PRO LYS LEU THR GLY HIS aLA GLU LYS LEU
GAC CCC ACT aaT ccr AAG CTC ACG GGC CAT GCY GAA aaa CTT
390 k20

TYIG/GT AAG TAT CCa GCC TAC TAA AAT Taa AAT CCY ATT AGT ATT TIT TAT TaT

450 480

VAL ARG ASP sgr

TCC ATG ATT GYTC TTG 1CA CAT ATT ATA TaT 17T TTG AAT TAT aG/gTA CCT GAT tcaA

GLN
CAA

LYS
AAA

GCa

GAA

TCcY

cre

ASP
GAC

ALA
GCr

LEU
CcTY

ALA
GCa

Caa

Ty

TTA

ATG

LyYs
AAA

ILE
ATT

LYS
AAA

ILE
ATC

ATA

ACT

AAG

ATT

TRP
166

LYs
AAG

ALA
GCA

THR
ACT

cry

T

AGT

1C6

SEK
AGT

LYS
AAG

510 540

SER GLY THR VAL vaAL ILE ASP ALA ALA LEU GLY SER ILE HIS
AGT GGA ACA CTG ¢TG ATT GAT GCC GCa CTT GGT TCT ATC cav
570 600

ASP PRO GLN PHE VAL
GAT CCT CAa 11T GTG/G TAT GAT aaa TAA TGA aaa GCY ACa
630 660

AAT TTT aCA Tag TGC AGT GCT aTa TGA TCA TCaA CTTY TG CTY
690 120

TTT TIT TAC AGA AGT AAT GGA TTT ACT TAA AAT CTT AAA TTa
750 T80

TTT GTA TGG AAT TTT AAT TAT AGG aaa AAT GTA AGA GCT Aaa
810 840

VAL VAL LYS GLU ALA LEU LEU LYS THR ILE Lys GLU aLA
AAG/GTG GTT AAA GAa GCA CTG CTC AAa ACA ATa AAG GAG 6Ca
870 900

ASP GLU LEU SER SER aLa TRP GLU VAL aALA TYR ASP GLU LEU
GAC GAG TTG AGC AGT GCT TGG GAA GTa gCC TAT GAT Gaa 171G
930 960

ALA PNE’

5CA TV T A4

i over den
) s er angivet
. osyresekven
-proteinets amin
Lbc3 P

kodende gekvens.
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Den foreliggende opfindelse angar endvidere et hidtil
DNA-fragment til

ukendt

brug ved udevelse af fremgangsmaden ifglge

opfindelsen, hvilket DNA-fragment er ejendommeligt ved, at det

omfatter en inducerbar plantepromotor, som regulerer, at eks-

pressionen skKer i rodknoldene p& bestemte udviklingstrin og
som led i den symboistiske nitrogenfiksering,
afledt af eller

rodknoldspecifikke gener.

og er ddentisk

med, indeholder en 5'-flankerende region fra
Eksempler p& s&danne DNA-fragmenter
afledt af eller

- -holder_en_5'=zflankerende region .fra planteleghamoglobingener.

er DNA-fragmenter, som er identiske med, inde-

Foretrukne eksempler herpd er ifslge opfindelsen DNA-fragmen-

ter, som er identiske med, afledt af eller indeholder en 5!

flankerende region fra de fire sojabsnneleghamoglobingener,

nemlig:

15

20

25

30

35

Lba med sekvensen:

GAGATACATT
GATATATACC
TCTTTTATTT
ATTTTGAAAA
GGTTAAATCT
GTAGAGTCT

AAAGT”GGTT
TTTTTTTTGG
CTAACCATAT
TAATTAAARAA
TCATCATGCT
TGGTTTTCTIC
TTGTTGCATA
AAAGAAATAT.

ATAATAATCT
TTCTCGTATA
TTATAAAAAA
CATGCTCTTT
CATAGTGCCT
A CATAAAATTT
TTTCTCGAGG
ATTAATAGTT
TAAATTTAGA
ATTATTTGAT
GATTGACACC
ACTCT CAAG
ACTTGCATCG

CTCTAGTGTC
CTGTTATTTT
GACTTTATTIT
GACAATTTTC
CTATTCAATA
ACCTTAATAG
AAGAAAGGAA
ATGTTTATAT
ACAACACTTC
TAAATTTTTT
CTCCACAAGC

CCCTCTATAT
AACAATTAAT
Gu ..

TATTTATTAT
TTCAATCTTG
TTTTAAAAAA
TGTTTCCTTT
ATTTGGGCT

TAGAGAATAG
ATGTTAAAAA
GAAAACTGAA
AATTATTTTT
AAAAGATCGT
CAAGAGAAAC
AAACAAATAT

AGAAATAACA

TTTATCTGGT
TAGATTTACT
AATAAAGTG

TTCATCATTG
AATTTAATTA
AGAGTCTTGG!
CTGTGATATT]
AATAAATAAA
TTAATTTGAT
TGTTTCTTCT
ACATAAGCTT
TGGAGTGAAG
GAAAATTAAA

Lbcq med sekvensen:

Tmﬁmﬁmm m
PR R

AATCTCTAGT
CTTTA:\"‘%Tm
TTTCCAAACC
ACTTCAGAAA
TAATAAACTT
TATTGGGTGA
TTATTAGTAA
GAAAGGGAGT
TAATTATGTT
AAT qcﬂ'\fﬂ Bl

TAGGATTITG

CaCaAGCCAA

ACAATGGAGT
GTCTATTTAC
ATTATATCCT

MM~ mrmm
Lol1AGAL L.

AGTAATTACA
TAAAATCAAA
AATCTCATA
AGTCTGCATG
aaT mTAAA
TACATGAA

ATATTTATIT
AAAAGATCAT
GAGAAACTTA

Am;mniac
TAGHAAATA

T GTATTGGATG
CAAAAAAAAG

TTTTGTTGA
CCGGTGAGAA
CAACCCCACA

TTTATTTATT

TAAAGATAGT
CTTTTTTATA
TGAAGCCATT
AAATTTAACT
AAGTGTGATA

CATACAAAAA
GCTTAATTGA
TGGCTCTTCG
AGTTGTAAAC
TGAAGTTATT
TAAAAAAGTA

CATACATACA
GCCTTCTCGT
AAAAAGAATA

TATTTA TTTT

PR =Y

GAACATCATT
TTTTTTGTTA
AAATAATTTG
TAACAATAGA

A TTATATTTTA T

AATACTTTTA
TTAACTGAAA
TCATGCCGAT
TTTCTCACTC
GCATAACTTG
GAAAAGAAAT

TTTAAAAAAA|
GTTTTACACA|
CTGTTATATC |
TACAAAGGAG:!
TATTTATTA
CCCTTTTCAT
GGOTCAAGTT
GAGAGTTTTC
TTCGATTE
AATTCAGAAT
ATTATTT
TGACACCCTC
CnAGCCTTCT'
CATTGAACAA
ATG,

ﬂ&
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TCGAGTTTTT
TTTATTCGGC
ATCCCCACCC
TTATTTCTTA
ATAGTGAACA
TTATATTTTT
ACTATTAAAT
TTAACTTAAT

Lbcop med sekvensen:

ACTGAACATA
GAGAAGCCIT
CCACCA

TTTTTACAAA
TCATTTTTTIT
TTGTTACCCT
AGTTTGGGIT

AATAGAGAGA

25

CATTTATTAA
CTCGTGCTTT
AAAAAAAACT
GGAAACTTCA
AGTTAAGATG
TTTCATTATT
CAAGTTTTAT
GTTTTGGA

AAAAAACTCT
ACACACTTTA
GTTATATCTT
CGAAAGTAAT
AATTTTAAAA
GGGTGAAATC
TAGTAAAGTC
GGTAACGAAT

DK 1623998

TAGTGTCCA
ATATTATTAT
TCCAGTACAT
TACAAAAAAG
TCACACTTTT
TCATAGTGAA
TGCATGAAAT
GTTAGAAAGT

GTGATATTAT TATAGTTTTA TTTAGATTAA TAATTATGTT TACATGAARA
TTGACAATTT ATTTTTAAAA TTCAGAGTAA TACTTAAATT ACTTATTTAC
TTTAAGATTT TGAAAAGATC ATTTGGCTCT TCATCATGCC GATTGACACC
‘CTCCACAAGC CAAGAGAAAC TTAAGTTGTA ATTTTTCTAA CTCCAAGCCT
TCTATATAAA CACGTATTGG ATGTGAAGTT GTTGCATAAC TTGCATTGAA
CAATAGAAAT AACAACAAAG AAAATAAGTG AAAAAAGAAA TATG.

og Lbcg med sekvensen:

TATGAAGATT
TACTATTT
TAGATTTAT

ATAAAAATAG

AAATATAATT

TTGTTTAAAT

TATAAAARAA

CATTATATTA

AATTTTAACT

GTGATATTAG

CTAAAAAAAT

TTATTTACTG

TTCACCATAC

GTTTTATTAG

TTGGATGTGA

CAGAAAAGTA

AAAAAATACA
AGAAAAGAAA
TTCTTTTATT

TGAACATCGT

TTTTTGTCTA
TGGATAAGAT
ATTGTTTCCC
AAAAAATTAG
TAAAAATAGA
AAATTTGTCG
ATATATTAAA
AAAATGAGTT
CAATTGATCA
TTATTCTGAT
AGTTGTTGCA

GAAAAGAAAT

CTCATATATA
AAAAAAACCT
TTTATAAAGG
CTAAGCATTT
AATCGTATGT
CACACTATAA
TTTTGATTAT
GGCTCAATTT
GAAAATCTGG
GATATATTAA
ATTTTAAATT
GATTTAAGTT
CCCTCCTCCA
CACTCTTCAA
TAACTTGCAT
ATG.

TGCCATAAGA
GCTACATAAT
AGAGTTAAAA
TTATATAAGA
ATCTTGTCTT
AGTTCTTCCT
TGGATAAAAT
TTATTAGTAT
AAAAGGGACT
TATTTTATTT
CAGAATAATA
TTTGAAAAGA
ACAAGCCAAG
GCCTTCTATA

ACCAACAAAA
TTCCAATCTT
AAATTACAAA
TGAATTTTAA
AGAGCCATTT
CCGAGTTTGA
CTCGTAGTGA
AGTTTGCATA
GTTAAAAAGT
TATATGGAAA
CTTAAATTAT
TGATTGTCTC
AGAGACATAA

TAAATAAGTA

TGAACAATTA

ATAGAAATAA

Et andet eksempel pa et foretrukket DNA-fragment ifelge opfin-
delsen er et DNA-fragment, som er identisk med, afledt af el-
ler indeholder 5'-flankerende regioner fra Lbc3-5'-3'-CAT-genet

med sekvensen:
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TATGAAGATT
GTACTATTTA
GTAGATTITAT
ATAAAAATAG
AAATATAATT
TTGTTTAAAT
TATAAAAAAA
CATTATATTA
AATTTTAACT
GmG‘fﬂ\ Lraiade!

aanlsn
CTAAAAARAT
TT:

meema C—nf-
TTCACC

- aan

ATAC

- G-—mm-r!\ mem s G

i M e eaidh s

Opfindelsen

brug ved fremgangsméaden

det 1
til

som er ejendommeligt ved det i

anferte.
og pAR30 (eksempel
bination ind i A.

Til

dehold

ke gener

til
Egnede

AR1127,

som be

Det er velkendt,

har samme funktion,

trogen

pany,

TTGGATGTGA

CAGAAAAGTA

krav 21's kendetegnende del

angar

AAAARATACA
AGAAAAGAAA
TTCITTTATT
TGAACATCGT
TTTTITGTCTA
TGGATAAGAT
ATTGTTITCCC
AAAAAATT AG
TAAA-\ \f"l\

AAATTTGTCG

b} RATIN N o
f\T.‘\Tn- -
S ANV Sy

R AR A SN

CAATTGATCA
TTATTCTGAT

A tansealaleal Tolad )
PR R R )

GAATTCTAAA

desuden

26

CTCATATATA
AAAAAAACCT
TITATAAAGG
CTAAGCATTT

TCGTATGT
CACACTATAA

b aGna. -:’.T

SCTCAATTT
Gu\.-\..-v.n

-~
G ‘\ - \3%\3
G e Kaelaa B
SNAhSNadha oV

A AT 3 N e

R -

TGCTATAAGA
GCTACATAAT
AGAGTTAAAA
TTATATAAGA
ATCTTGTCIT
AGTTCTTCCT
TGGA”nAAAT
b anJa

AN aXetataies ]
L2 2 Ve VNN AN (XK Vo Ay

TS Mmrren 8 remes
b w b ath e

C. G‘ G P Keede)
AL SALAD

DK 1623998

ACCAACAARA
AAATTACAAA
TGAATTTTAA
AGAGCCATTT

CCGAGTTTGA
CTCGTAGTGA
AGTTTGCATA
CToAA AGT

sl IaGand

taalo s BN 1
CTTAMATTAT

GATTTRAGTT TTTGAMAAGA TGATTSICTC
CCCTCTTCCA ACRAGCCiAG AGAGACATAA
CRCTCTTCAA GCCTTCTATA TAJATAAGTA
TAACTTGCAT TGANCAATTA ATAGAAATIAA
ATG.

et rekombineret DNA-fragment

brug ved udgvelse af fremgangsméden

anfgrte,

Egnede plasmider ifglge opfindelsen er pAR11,
3 og 4).

rhizogenes~T-DNA-regionen.

ende en

at transformere den

udgvelse af opfindelsen anvendes f.eks.

inducerbare promotor

bakteriestammer er f.eks.
som barer pAR29, AR1134,
rer pAR11.

Fixation,

Amsterdanm,

at
jvf.

Quispel. A.

Oxford,

havebgnne-PvLbl-genet vist,

mologi med sekvenserne af sojabenne-Lbcg-genet.

Appleby

leghemogiobingenerne i
(1974) 1
Ed. North-Holland Publishing Com-
side 499-554,

at der er en udstrakt grad af ho-

ifolge opfindelsen karakteriseret ved
samt et plasmid,
ifelge opfindeisen,
krav 22's kendetegnende del
pAR29,
Disse plasmider tillader rekom-

en Agrobakterium-

T-DNA~-regionen og som derfor er i

A. rhizogenes-stammerne

ind 1

stamme, som er karakteriseret ved at have et DNA-fragment in-

inducerbar plantepromotor fra rodknoldspecifik-
indbygget 1

som barer pAR30,

og det er desuden for

alile balgplanter
The Biology of Ni-

Det er l1jgele-

stand

planter.

og AR1000,
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des velkendt, at ekspressionen af andre rodknoldspecifikke
gener reguleres pad lignende madde som leghamoglobingenerne. Op-
findelsen omfatter saledes anvendelsen af 5'-flankerende regi-
oner fra leghamoglobingener eller andre rodknoldspecifikke
gener fra alle planter, safremt anvendelsen af sadanne DNA-
fragmenter ger ekspressionen af et ensket genprodukt til gen-
stand for den i forbindelse med den foreliggende opfindelse

karakteriserede regulering.

Det er velkendt, at det er muligt at #ndre nucleotidsekvenser
i ikke-betydende subregioner i 5'-flankerende regioner uden,
at dette indebazrer @ndret promotoraktivitet og -regulering.
Det er ogsad velkendt, at det, ved at #ndre sekvenser i betyd-
ende subregioner i 5'-flankerende regioner, er muligt at andre
bindingsaffiniteter imellem nucleotidsekvenser og de til trans-
skriptionsinitiering og translationsinitiering negdvendige el-
ler ansvarlige faktorer eller effektorstoffer og dermed muligt
at forbedre promotoraktivitet og/eller -regulering. Den fore-
1iggende opfindelse omfatter selvsagt ogsad anvendelsen af DNA-
fragmenter, der indeholder sé&danne @ndrede sekvenser fra 5'-
flankerende regioner, og specielt kan navnes DNA-fragmenter,
der er frembragt ved at rekombinere sekvenser fra B'-flan-
kerende regioner fra vilkarlige gener med 5'-flankerende re-
gioner fra rodknoldspecifikke gener, safremt anvendelsen af
saddanne DNA-fragmenter gor ekspressionen af et ensket genpro-
dukt til genstand for den i forbindelse med den foreliggende

opfindelse karakteriserede regulering.

Det skal bemarkes, at transformation af mikroorganismer fore-
tages pa i og for sig kendt made, jf. f.eks. Maniatis et al.,
(1982), Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring

Harbor Laboratory.

Transformation af planteceller, dvs. introduktion af plasmid-
DNA i planteceller, sker ligeledes pad i og for sig kendt méade,
jf. Zambryski et al., (1983), EMBO J. 2, 2143-2150.
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Klgvning med restriktionsendonucleaser og digestion med gvrige
DNA-modificerende enzymer er velkendt teknik og udfgres som

anbefalet af leverandgrerne.

Den i forbindelse med den foreliggende opfindelse anvendte

Agrobacterium rhizogenes 15834-rif R anvendtes som en typisk
repraesentant for A.rhizogenes, se White et al., J. Bact. Vol.
141 (1980), 1134-1141, og er 1isoleret af J.A. Lippincott, De-

partment of Biological Sciences, Northwest University, Evan-

..ston,..I.11inois..G0201, USA.

P4 tegningen viser

fig. 1 nukleotidsekvenserne for 5'-flankerende regioner fra

generne Lba, Lbcqy, Lbcy og Lbcg,
fig. 2 skema for subkloning af Lbcg-genet,

fig. 3 skema for subkloning af 5'-flankerende sekvenser fra

Lbcz-genet,

fig. 4 skema for subkloning af 3'-flankerende region fra Lbcg-

genet, og konstruktion af Lb-promotorkassette,
fig. 5 skema for konstruktion af Lbc3-5'-3'-CAT-genet,

fig. 6 skema for kloning og integrering af sojabgnne-Lbcz-5'-
3'-CAT-genet,

fig. T skema for kloning og integrering af sojabsnne-Lbcz-ge-
net,

fig. 8 pavisning af sojabsnne-Lbc3-5'-3'-CAT-genet i transfor-
merede kallingetandplanter, som beskrevet i eksempel
4a),

fig. 9 pavisning af sojabgnne-Lbcg-genet i transformerede keal-

Tingetandplanter som beskrevet i eksempel 4b),

:
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fig. 10 ekspression af Lbc3-5'-3'-CAT-genet i forskellige vav
fra kallingetand som beskrevet i eksempel 5a),

fig. 11 transskriptionsanalyse pa vav fra Lbc3-5'-3"-CAT-
transformerede og Lbcz-transformerede Lotus-planteli-

nier, som beskrevet i eksempel 6,

fig. 12 bestemmelse af transskriptionsinitieringssted for so-
jabenne-Lbcg-promotoren i transformerede kallingetand-

rodknolde som beskrevet i eksempel 7,

fig. 13 pavisning af Lbcz-protein i kallingetandplanter med en
transformeret sojabenne-Lbcz-gen som beskrevet i ek-
sempel 8, og

fig. 14 viser den N-terminale aminosyresekvens fra Lbcg-trans-
formerede planter sammenlignet med tilsvarende fra Lo-
tus corniculatus-leghamoglobiner.

Opfindelsen belyses af de efterfolgende eksempler.

I eksemplerne gennemfogrtes transformation af Lotus cornicula-

tus(kallingetand)planter som tidligere beskrevet ved sarinfek-
tion pa kimstangelen. Redder, der var udviklet fra de trans-
formerede planteceller, blev dyrket in vitro pa Gamborg-B-5-
medeium fra Sigma, St. Louis, Missouri, USA, og befriet for A.
rhizogenes-bakterier ved brug af antibiotika. Fuldstandigt re-
genererede planter blev dannet af disse rodkulturer pa konven-
tionel made spontant gennem somatisk embryogenese eller orga-

nogenese under lys og uden brug af plantehormoner.

Transformation af planteceller gennemfortes som beskrevet af
Zambryski et al., (1983) EMBO J. 2. 2143-2150.

Mobilisering af plasmider ind i A. rhizogenes-bakterier gen-
nemfertes under anvendelse af et plasmidhj®lpersystem, se E.
Van Haute et al., (1983), EMBO J., 3, 411-41T7.
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Eksempel 1.

Sekvensbestemmelse af 5'-flankerende regioner fra sojabsnne-

leghazmoglobingener.

Fra en sojabsnne-genbank er, som beskrevet af E. ©. Jensen et
al., Nature Vol. 291, nr. 3817, 677-679 (1981) tilvejebragt de
fire sojabgnneleghamoglobingener, Lba, Lbcqi, Lbca og Lbcz. Den
genetisk stabile, indavlede, invariable sojabegnneart "Glycine
max.. var. Evans" anvendtes som udgangsmateriale for det DNA,
der anvendtes til opbygningen af denne genbank. De 5'-flan-
kerende regioner fra de fire sojabenneleghamoglobingener er
isoleret, som beskrevet af E. @. Jensen, Licentiatafhandling,
Institut for Molekylar Biologi, Arhus Universitet (1985), og
DNA-sekvenserne er bestemt ved anvendelse af didesoxymetoden,
som beskrevet af F. Sanger, J. Mol. Bio. 143, 161-178 (1980),

og angivet i sekvensskemaet, fig. 1.

Eksempel 2.

Konstruktion af Lbc3-5'-3'-CAT.

Konstruktionen er foregdet i en rakke delprocesser, som er

beskrevet i det fglgende:

Subkloning af Lbcz-genet.

Lbcz-genet blev isoleret pa et 12 kb EcoRI-restriktionsfrag-
ment fra et sojabesnne-DNA-bibliotek, hvilket er beskrevet i
Wiborg et al., Nucl. Acids. Res. (1982) 10, 3487. Et udsnit af
dette fragment er vist gverst i vedlagte fig. 2. Dette frag-
ment blev fordejet med de opgivne enzymer for derefter at

blive ligeret til pBR322, som vist pa figuben. De resulterende

plasmider, LbczHH og LbczHX, blev derefter fordojet med Pvull

og religeret, hvilket resulterede i to plasmider, der benavnes

som pLpHH og pLpHX.
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Subkloning af 5'-flankerende sekvenser fra Lbcz-genet.

Til dette anvendtes pLpHH, som vist i vedlagte fig. 3. Dette
plasmid blev &bnet med Pvull og behandliet med exonuklease
Bal31l. Reaktionen blev stoppet pad forskellige tidspunkter, og
de afkortede plasmider blev ligeret til fragmenter fra pBR322.
Disse var i forvejen blevet behandlet, som vist i fig. 3, sé&-
ledes at de i den ene ende havde en DNA-sekvens

TTC

AAG

Efter ligeringen blev der fordojet med EcoRI, og de fragmen-

ter, der indeholdt 5'-flankerende sekvenser, blev ligeret til

EcoRI-fordsjet pBR322. Disse plasmider blev transformeret ind

i E. coli K803 (som er en typisk reprasentent for E. coli
Ki2-recipientstammerne), og plasmiderne i transformanterne

blev undersogt ved sekvensanalyse. Et plasmid, p213 5'Lb,

isoleret fra en af transformanterne, indeholdt en 5'-flanke-

rende sekvens, der slutter T basepar for Lb ATG-startkoden,

sadledes at sekvensen er som fglger:

2kb

- b'-flankerende --- AAAGTAGAATTC

Lbcg-sekvens

Subkloning af 3'-flankerende region fra Lbcz-genet.

Til dette anvendtes pLpHX, der blev fordejet med XhoIl. Ender-
ne blev delvis udfyldt, og overskydende enkeltstrenget DNA
blev fjernet med Sl-nuklease som vist i vedlagte fig. 4. Det
viste fragment blev ligeret til pBR322, der var forbehandlet
som angivet pad figuren. Konstruktionen blev transformeret ind
i E. coli K803. En af transformanterne indeholdt et plasnmid,
der blev benavnt Xho2a-3'Lb. Da XholI-genkendelsessekvensen er
beliggende umiddelbart efter Lb-stopkoden (se fig. 2), inde-
holdt plasmidet ca. 900 af den 3'-flankerende regions basepar,
og sekvensen startede med GAATTCTACAA---.
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Konstruktion af Lb-promotorkassette.

162399B

Et EcoRI/SphI-fragment fra Xho2a-3'Lb blev blandet med et

BamHI/EcoRI-fragment fra p213-5'Lb.

Disse to fragmenter 1lige-

redes via BamHI/SphI-klegvningspunkterne til et pBR322-derivat,

hvor EcoRI-genkendelsessekvensen var blevet fjernet (fig. 4).

De ligerede plasmider

blev transformeret ind i E. coli K803.

Et plasmid i en af transformanterne indeholdt de korrekte frag-

menfer, og det blev benevnt pEJLb 5'-3'-1.

Konstruktion af Lbcg-5'-3'~CAT~-genet.

CAT-genet fra pBR322 bilev

tionsfragmenter,

som angivet

isoleret p& flere mindre restrik-

pad vedlagte fig. 5. Den 5'-~kod-

ende region blev isoleret som et Alul-fragment, der efterfolg-

ende blev Tigeret

til pBR322,

der er behandlet som angivet pa

figuren. Dette blev transformeret ind i E. coli K803. Adskil-

lelige transformanter indeholdt det korrekte plasmid. Der blev

udtaget et, som blev benavnt Alull.

isoleret pa et TaqI-fragment. Dette fragment blev

med exonuklease Bal31i,

lere. Dernast blev det fordejet med EcoRI og 1i

EcoRI-fordgjet pB

R322. Dette

blev transformeret ind

Den 3'-kodende region blev

behandlet

hvorefter der blev adderet EcoRI-kob-

geret til

i E. coli

K803, og transformanterne blev analyseret. Et plasmid (Tag 12)

indeholdt den 3'-kodende region fra CAT-genet plus 23 basepar

3'~-flankerende sekvenser for

sekvens

derefter at slutte i

CCCCGAATTC. Herefter blev foglge
menter ligeret samlet til EcoRI-fordejet pEJLb 5'-3'-1: EcoRI/

Pvull-fragment fra Alul, Pvull/Ddel-fragment fra

folgende

nde frag--—

pBR322 og

DdeI/EcoRI-fragment fra Tagq 12. Denne ligeringsblanding blev

transformeret ind

i E. coli

K803. Adskillelige transformanter

indeholdt det korrekte plasmid. Der blev udtaget et,

kaldt pEJLb 5'-3°

CAT 15.

som blev
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Eksempel 3.

a.

Kloning og integrering af sojabenne-Lbc3-5'-3'~CAT-genet.

To EcoRI-fragmenter (nr. 36 og nr. 40) fra T -DNA-regionen af
A. rhizogenes 15834 pRi-plasmidet anvendtes som "integrations-

steder". Lbcg-5'-3'~CAT~genet blev derfor underklonet (som 3,6
kb BamHI/Sall-fragment) i to vektorer pARl1 og pAR22, som barer
ovenstdende EcoRI-fragmenter. De resulterende plasmider, pAR29

0og pAR30, mobiliseredes separat ind i A. rhizogenes 15834-rif

R under anvendelse af et plasmidhj®lpersystem, se E. Van Haute
et al., (1983), EMBO J., 3, 411-417. Hverken pAR29 eller pAR30
kan repliceres i Agrobakte-rium. Selektion med rifampicin 100

pg/ml og plasmidmarkgrerne spectinomycin 100 pg/ml, streptomy-
cin 100 pg/ml1 eller kanamycin 300 pug/ml1 vil derfor selektere

A, rhizogenes-bakterier, der har 1integreret plasmiderne via

homolog rekombination gennem EcoRI-fragmenterne 36 eller 40.
Strukturen af de herved dannede T -DNA-regioner - overfart til
de transformerede plantelinier L5-9 og L6-23 - er angivet ned-
erst pa vedlagte fig. 6. Der er tillige for L6-231inien vist
de EcoRI- og HindIII-fragmenter, der barer Lbc3-5'-3'-CAT-gen-
et og derfor hybridiserer til radioaktivt market Lbc3-5'-3'-
CAT-DNA, der anvendes som en sonde, jf. eksempel 4a.

b.

Kloning og integrering af sojabsnne-Lbcz-genet.

EcoRI-fragmentet nr. 40 er her brugt som "integrationssted".
Lbcz-genet blev derfor underklonet (som 3,6 kb BamHI-fragment)
i pARl-vektoren under dannelse af plasmidet pAR11l, som blev
overfgrt til T_ -DNA-regionen, som anfegrt i a.. Strukturen af
TL-DNA-regionen, overfert til den transformerede plantelinie
L8-35, er vist nederst pad vedlagte fig. 7. Der er tillige

vist de EcoRI- og HindIII-fragmenter, der barer Lbcz-genet og
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derfor hybridiserer til radioaktivt market Lbc3-DNA, der an-

vendes som en sonde, jf. eksempel 4b.

Eksempel 4.

a.

Pavisning af sojabenne-Lbc3-5'-3'-CAT-genet i transformerede

kallingetandplanter (Fig. 8)

DNA,..der .var ekstraheret fra transformerede linier (L6-23) el-

‘ler utransformerede kontrolplanter, og som er skaret med re-

striktionsenzymerne EcoRI og HindIII, blev analyseret ved
Southern-hybridisering. Resultatet ses pa fig. 8. Radioaktivt
market Lbc3-5'-3'-CAT-gen blev anvendt som en sonde til at
pavise tilsvarende sekvenser i de transformerede linier. De
med tal markerede band svarer til restriktionsfragmenter, som

udger dele af Lbcg-5'-3'-CATgenet, som angivet i eksempel 3a's
restriktionskort (fig. 6).

b.

Pavisning af sojabgnne-Lbcgz-genet i transformerede k&llinge-

tandplanter (Fig. 9)

DNA, der var ekstraheret fra transformerede linier (L8-35) el-
ler utransformerede kontrolplanter, og som var skaret med re-
striktionsenzymerne EcoRI og HindIII, blev analyseret ved
Southern-hybridisering. Resultatet ses pad fig. 9. Radioaktivt
Lbcg-gen blev anvendt som en sonde til at pévise tilsvarende
sekvenser i de +transformerede 1linier. De med tal markerede
band svarer til restriktionsfragmenter, som udger dele af
Lbcg-genet, som angivet i eksempel 3b's restriktionskort (fig.
7).
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Eksempel 5.

a. Ekspression af Lbcg-5'-3'-CAT-genet i forskellige vav

fra kellingetand (Fig. 10)

Aktiviteten af chloramphenicol-acetyltransferase (CAT)-enzymet
madltes som maengden af acetyleret chloramphenicol (AcCm), dan-
net fra 14c-chloramphenicol. P& fig. 10 ses de acetylerede
former 1AcCm og 3AcCm, der blev adskilt fra Cm ved tyndtlags-
kromatografi i chloroform/methanol (95:5). Kolonne 1-3 viser,
at der ikke er CAT-aktivitet i rod (R), knold (N) samt blad+
stengel (LS) af utransformerede kellingetandplanter. Kolonne
4-6 og 7-9 viser CAT-aktiviteten i tilsvarende vav af Lbcg~-5"-
3'-CAT-transformerede L6-23- og L5-9-planter. Omdannelse af
chloramphenicol i kolonne 5 og 8 viser den organspecifikke
ekspression af Lbc3-5'-3'-CAT-genet i rodknolde. Kolonne 10-12

viser manglen pa CAT-aktivitet i planter, der er transformeret

med Lbcg-genet.

b.
Tabel
L6-23 L5-9
CAT-aktivitet CAT-aktivitet
Rod 0 0
Knold 68830 cpm/ug 154.000 cpm/ug
protein-time protein-time
Blade + stangel 0 0

1 tabellen (b) er CAT-aktiviteten i Lbc3-5'-3"'-CAT-transfor-
merede LB-9- og L6-23-planter opgjort som den mangde af
l4c-chloramphenicol, der er omsat til acetylerede derivater.
Mangden af radioaktivitet i de acetylerede derivater er optalt

ved vaskescintillation og angivet i cpm/pg protein.time.

Ekspression af leghamoglobin-Lbcg-5'-3'-CAT-genet i Trifolium _

repens (hvidklever) viser den bevarede mekanisme, som regule-
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rer ekspressionen af rodknoldspecifikke gener.

CAT-aktivitet i transformeret
T. repens cpm/ug protein/time.

Rod . 0
Knold 50.000

Eksempel 6.

Transskriptionsundersegelse {(Northern-analyse) pa vav fra

Lbc3-5'-3'-CAT-transformerede og Lbc3-transformerede Lotus-

plantelinier (Fig. 11)

5 pg totalt RNA, der var ekstraheret fra rod (R), knold (N)
eller blad + staengel (LS), og adskilt i formaldehydagarosege-
Ter, overfgrtes til nitrocellulose. Resultaterne ses pa fig.
11. Kolonne 1 indeholder 5 ug totalt RNA fra 20 dage gamle
sojabsnneknolde som kontrolplanter. Kolonne 2-4 og 5-7 inde-
holder totalt RNA fra henholdsvis rod, knold eller blad +
stengel fra de Lbc3-5'-3'-CAT-transformerede 1linier L5-9 og
L6-23. Kolonnerne 8-10 indeholder RNA fra tilsvarende vav af
kellingetand, der var transformeret med A. rhizogenes barende
Lbc3-genet i T -DNA. I (a) er radioaktivt DNA fra CAT-kodese-

kvensen anvendt som en sonde til hybridisering. Den organspe-

cifikke transkription af Lbc3-5'-3'-CAT-genet i rodknolde fra
L5-9- og L6-23-1inierne ses i kolonne 3 og 6. I. (b) er vist
transskriptet for konstitutive under anvendelise af en cDNA-
sonde for det humane ubiquitingen til hybridiseringen. I {c)
er vist den organspecifikke transskription af kallingetands
egne leghamoglobingener. En cDNA-sonde fra sojabgnnens Lba-gen

er brugt til denne hybridisering.
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Eksempel 7.

Bestemmelse af transkriptionsinitieringssted (CAP site) for

sojabenne~Lbcz-promotoren i transformerede kaz11lingetandrodknol-

de (Fig. 12)

Beliggenheden af "CAP site" bestemmes pa& nucleotidniveau ved
hjelp af primer-forlangelse. Et syntetisk oligonucleotid,5'’
CAACGGTGGTATATCCAGTG 3', som er komplementar til nucleotiderne
15 - 34 i CAT-genets kodesekvens, anvendtes som primer for en-
zymet omvendt transskriptase. Herved dannes et enkeltstrenget
DNA, hvis lazngde svarer til afstanden mellem primerens 5'-ende
og det primede mRNA's 5'-ende. En 83 nucleotider Tlang DNA-
streng ville forventes ud fra kendskab til sojabsnne-Lbcg-~gen-
ets transskriptionsinitieringssted. Resultaterne ses pa fig.
12. I kolonne 2, 3 og 4 - talt fra venstre mod hojre - er vist
de dannede DNA-strenge, nar primer-forlangelsen er Kkeort pa
polyA*toprenset mRNA fra henholdsvis transformerede kallinge-
tandrodknolde, transformerede kallingetandblade + stengel og
utransformerede kallingetandrodknolde. De i kolonne 2 viste
85, 86, 87, 88 og 90 nucleotider lange cDNA-strenge paviste
korrekt Lbcg-promotorfunktion i ke@llingetand. CAP-stederne
("CAP sites"), svarende til de dannede cDNA-sekvenser, er an-
givet med * pa den givne delsekvens af Lbc3-5'3'~CAT-regionen.
1 sekvensen er Lbcg-promotorens TATA-box og den tilsvarende

translationsinitieringskode for CAT-kodesekvensen markeret ved

understregning.
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Eksempel 8.

Pavisning af korrekt udviklingsmassig kontrol af Lb03-5{—3‘—

CAT-genet i transformerede kellingetandplanter (L6-23).

g 3
A —
s
3 2 g
. T . @ 9
i N >0 M g ,q:fg n 5
S [+ I:S :4%3- H
- A o8 Q «Hed O -5 org '5 %
0 H EQ ud>g 4 = 4 2
H o= B M HZd B0 -3
CAT-aktivitet
i cpm/pg protein-time 0 0 32,6 342,3 1255%
Nitrogenaseaktivitet
nmol ethylen/ug protein 0 0 0 0,5 2,1

time.

* substratbegranset reaktion, faktisk aktivitet ca. 68000

cpm/pg protein -time.

Chloramphenicol-acetyltransferase- og nitrogenaseaktivitet

maltes pa afskarne rodstykker med knolde i de angivne forskel-
Tige udviklingstrin. CAT~-aktivitet kan pdvises i de hvide, di-
stinkte knolde, mens nitrogenaseaktivitet forst kan pavises i
smd rgde knolde. Dette forlgb svarer'til det udviklingsforigb,
der er kendt fra sojabgnnekontrolplanter og beskrevet af
Marcker et al. EMBO. J. 1984, 3, 1691-95. CAT-aktiviteten be-
stemtes som i eksempel 5. Nitrogenaseaktiviteten mé&ltes som
knoldenes acetylenreduktionsevne med pafglgende gaskrométogra—

fisk bestemmelse af ethylen.
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Eksempel 9.

Pavisning af Lbcz-protein i kallingetandplanter med indtrans-

formeret sojabesnne-Lbcg-gen (Fig. 13)

Proteiner, der var ekstraheret fra rodknolde af Lbcz-trans-
formerede (L8-35), Lbcg-5'-3'-CAT-transformerede og utransfor-
merede planter adskiltes ved isoelektrisk fokusering ved en
pH-gradient pa 4 til 5. Resultaterne ses p& fig. 13. Kolonne
1, 3, 5, 7T og 9 viser Lbcq-, Lbcp-, Lbcz- og Lba-proteiner,
der er syntetiseret i sojabennekontrolrodknolde. Kolonne 2
viser proteiner fra rodknolde af Lbc3-5'-3'-CAT-transformerede
L6-23-kallingetandplanter, mens kolonnerne 6 og 8 viser pro-
teiner fra utransformerede planter. I kolonnerne 4 og 10 ses
sojabgnne-Lbcg-protein, der er syntetiseret i rodknolde af
kellingetandplanter, (L8~35), der er transformeret med Lbc3-

genet. Lbcg-proteinbandet er markeret med pil.

Det protein, som vandrer som Lbcg, markeret med pile i spalte
4 og 10, blev elueret fra gelen til isoelektrisk fokusering og
analyseret ved automatisk aminosyreanalyse. Den N-terminale
aminosyresekvens af proteinet blev sammenlignet med den N-ter-
minale aminosyresekvens for totalt leghamoglobin, der var eks-

traheret fra rodknolde fra utransformeret Lotus corniculatus.

Fig. 14 viser overensstemmelsen mellem de to opnéede sekven-
ser. Den gverste sekvens, der er opnaet fra Lbcz-transformede
planter, svarer ngjagtigt til den kendte aminosyresekvens for
sojabsnne-Lbcg-proteinet og er klart forskellig fra Lotus

corniculatus~leghamoglobinerne.




10

15

20

25 .

30

35

DK 162399B

40

Eksempel 10.

Ekspression af Lbc3-5'-3'-CAT-genet kraver 5'-Lbcg-promotor-

regionen.

Lbcgz-5'-3'-CAT-genkonstruktionen barer en 2 kb 5'—Lb03—promo;
torregion. Trinvis fjernelse af sekvenser fra 5'-enden af
denne region viste, at denne promotorregion kraves til den ka-

rakteristiske ekspression af Lbc3-5'-3'-CAT-genet.

5 Lbc3 3'Lbc3 :
b : T
Sall . Ibal — d S>all
: 2 Xb

Lbc3-5'-3'-CAT~genkonstruktionen blev &bnet i det ovenfor vi-
ste unikke Xbal-sted og fordgjet med eksonuclease Bal31l. Et
Sall-koblerfragment blev ligeret til de dannede stumpe ender,
og de forkortede Sall-fragmenter bzrende Lbcg-5'-3'-CAT-genet
blev overfert til1 L. corniculatus. Virkningen af at fjerne

promotorsekvenser blev malt som CAT-aktivitet. Slutpunkter pa
den fjernede 5'-region gives som afstanden fra CAP-stedet i

nucleotider.

CATLaktivitet

, . Cpm/4g protein/time
Lb

zogoLbC3 3 Lbey Rod - Xnold  Blad
t - 0 80000 0
LTI e — 0 10000 0
e ——— 0 3000 0
-230 —_ 0 3000 0
0 0 0
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Det drastisk reducerede niveau af CAT-aktivitet, udtrykt fra
Lbcg-promotoren, som var fjernet til nucleotid -230 og akti-
viteten pa nul fra promotoren, som var fjernet til nucleotid
-78 viser, at Lbcs-promotorregionen kraves til den rodknold-

specifikke ekspression af Lbc3-5'-3"'-CAT-genet.

Eksempel 11.

Konstruktion af N23-CAT-genet.

N23-genet blev isoleret fra en sojabenne-DNA-bank, som bes-
krevet i et fortryk til en artikel i Nucleic Acids Research,
kopi vedlagt. N23-CAT-genet blev konstrueret ud fra det modi-
ficerede Lbcz-5'-3'-CAT-gen, der bares pa plasmid pEJ-5'-3'-
CAT101, som beskrevet i ansggernes ligeledes verserende pa-
tentansegning nr. 4889/85, og et 1 kb EcoRI-, Ddel-fragment
indeholdende N23-5'-promotorregionen. Beliggenheden af EcoRI-
og Ddel-stederne i N23-promotorregionen er angivet pa& den ne-
denfor viste DNA-sekvens. Den anvendte kloningsprocedure er

vist nedenfor.

N23-CAT-genet blev overfert til planter ved hj®alp af samme me-

tode som Lbcg~5'-3"'-CAT-genet.



DK 162399 B.

42

Pt
o lg;
BamHI o= <
un a

N23-5=promoto

Klenow-endeudfyldt

BamHI/BgllI-fordgjet
Klmmw-endeudfylié\y A

- pN2310l

~ TXb

N23-CAT

~/

10,3 Xb.

a
36 o
=i
E ol

\
Ikke i korrekt mélestoksforhold.

[yo213



DK 162399 8B

43

ona —sekvens af S{rpromotorregion fra N23-genet )

P-NZ=Z3 1 o= BASER

10 a0 30 40 S0 el 70
EASTTORASCTCECCCEEEEATCERTCCTL ABAEICECTECAGLCCARGLTTEERTCAATCARTT An
Ecorl Sall
=iy g0 100 110 129 120 140
TTCTATTGAEH ACGATTTGAACAATTTTTACHHTHTG%GACnnTTTTTGﬁTTTTTTAI“GnTCunnnn
150 160 - 170 130 1e 200 210
AEATTTEARSCTTTAGATEATGATGAATTEAS MHMASTATTGTATTA Trr TEASARGTTHHMIGGETTTA
220 z30 - 240 250 e 270 280
ATEAGTECTATGATATTEATGETCTTEATRTA TTNNLGGP&TTGA&AGTATTHﬁEnCAAETGTTAAEAHA

380 279 380 330 400 410 420
CATATAEETTTTATTEHCAATCCTTATARCAGTTECTA CTGTTGARABHESTTCTTCARRSTTARAATT

430 440 459 4290 479 5420 =]
ACTTR&=TCATATCTAAART TCASCAATGET TACAABATAEAT TEAATEASTT AETTATTTTATCTATTERA

500 $19 520 530 40 552 580
A TAAE TG TTABAATTOTTTES [TATARRACTCTGA rARA TEATTTTELAETTAR ARrin T TAERAGHT
S70 58 520 60 510 g2 63
T#ATATAQAAATTGATnTTTTéTQTHnTAT%TTAPCf”T’TTTAAAﬁ:TCTTETAAA%AA;SACATTTTT

700

739 740 750 7e 770

ETTTTTASTTTO I TCTATECAATACTCAARGEETTTRARTATTTITTT

750 7e0  BOG §10 ga 82 G
TEICATTTATATETTET A TATEARTECACTAGTAATTAGT TTARTGATARRATATATTCTALAGATS

8% 8ED 874 =il =2=1y] e e 210

ATTTCTG FCTOTTGECARL [CETGAEAATTEARTATATTATARRGS TERARRETCETTACARTTTTTTTT

g3 ’::«.) Qa0 IS0
AGEm [ Ak TATTTATATAU LETTCCTAGRTTITTET TATAmraT
?C_u:u 1iyo0 104 %) 10020 1020 1 Qe li‘)";‘l
B3 C*‘rr-'!.:t::'u:-—'l‘ T fCT CrmasTY HH‘*TAFC"TE“ T rTHTTr«_" REItTo P Toeis T Jorat g thb Tr

Odei

ATTAsT S



10

15

20

25

30

35

DK 162399 B

44

Eksempel 12.

Organspecifik ekspression af sojabsnne N23-CAT-genet i rod-

knolde fra L. corniculatus og Trifolium repens.

Aktiviteten af chloramphenicolacetyltransferase (CAT) blev

malt som i eksempel 5 og er givet i Cpm/pg protein/timer.

Tabel a.
CAT ~aktivitet
N23-CAT—transformeret "Utransforameret
L.corniculatus L.corniculatus
Rodknold 86150 0
Rod = . 0 0
Tabel b. - CAT —aktivitet
N23-CAT—transformeret Utransforameret
T.reoens T.reveas
Rodknold. 148000 0
0

Rod 0

Tabel (a) og (b) viser den organspecifikke ekspression af

N23-CAT-genet i rodknolde fra L. corpniculatus og T. repens. L.

corniculatus blev podet med Rhizobium loti, mens T. repens

blev podet med Rhizobium trifolii.

Eksempel 13

Ekspression af N23-CAT-genet krever 5'-N23-promotorregionen

N23-CAT-genkonstruktionen barer ca. 1 kb af N23-5'-promotorre-
gionen. Trinvis fjernelse af sekvenser fra 5'-enden af denne
region viste, at promotorregionen er ngdvendig for den karak-

teriserede ekspression af N23-CAT-genet. Exonukleasen Bal 31
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anvendtes til frembringelse af afkortede 5'-regioner, som an-
givet i eksempel 10. Slutpunkter for N23-5'-regionerne er gi-

vet som afstanden fra CAP-stedet i nukleotider.

CAT-aktivitet
cpm/ug protein/timer

Rod Knold

913 ——5' N23 3'Lbcy— 0 97,000

-347 —_— 0 804000

-294 —_— 0 74000
R

-166 — —"1 0 0

Eksempel 14

5'-promotorregionen er tilstrakkelig ti1 rodknoldspecifik eks-

pression i stor maengde af N23-genet.

Leghamoglobin-Lbc3-3'-regionen af N23-CAT-konstruktionen blev
erstattet med 3'-regionen fra det T-DNA-afledte Octopinsyntase
(0CS)-gen. 900 bp Lb03-3'—EcorI/Sa]I—restriktionsfragment af
N23-CAT-genet blev udskiftet med et 320 bp PvulI/Ahalll-re-
striktionsfragment indeholdende 3'-0CS-polyadenylenstedet
(Gielen et al. 1984 EMBO J. 3. 835-846). Det resulterende gen
blev stadigt udtrykt specifikt i rodknolde.

CAT-aktivitet
cpm/pg protein/timer

Rod Knold

p——5 *N23———__CAT T——3'0CS- 0 60.000

I forbindelse med opfindelsen er det sdledes blevet pavist, at

rodknoldspecifikke gener kan udtrykkes organspecifikt efter
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overfgrsel til andre planter, her Lotus corniculatus og Trifo-

lium repens. Endvidere er det pévist, at de 5'-flankerende re-

gioner, der omfatter promoteren, er under kontrol af den or-

ganspecifikke reguleringsmekanisme, idet den organspecifikke

kontrol af Lbc3-5'-3'-CAT~-genet i Lotus corniculatus foregik

pd transskriptionsniveau. Det overfegrte Lbc3-5'-3'-CAT~gen

blev saledes kun transskriberet i rodknolde fra transformerede

planter og ikke 1 andre organer, sédsom rgdder, stangl
blade.

er og

Udtrykket af Lbc3-5'-3'-CAT-genet i rodknolde af transforme-
rede planter fulgte ogsd det fra sojabsnnerodknolde Kkendte

udvik1ingsmessige forlgb. Ingen CAT-aktivitet kunne pavises 1

rodder eller sm& hvide rodknolde {eksempel 8). Lav aktivitet

var til stede i de mere udviklede hvide distinkte knolde,

medens hoj aktivitet kunne males i de senere udviklede sma

rogde knolde og modne knolde.

VDen organspecifikke ekspression og korrekte udviklingsmassige

ekspression af overferte rodknoldspecifikke gener, her eksem-

plificeret med Lbcz-5'-3'-CAT-genet, vil som speciel anven-

delse muliggere funktionel ekspression af rodknoldspec

ifikke

gener ogs&d 1 andre planter end balgplanter. Overfgres alle de

rodknoldspecifikke plantegener, som er nedvendige for

rod-

knolddannelse, fra en balgplante til en ikke-rodknolddannende

planteart, vil den korrekte organspecifikke ekspression, som

~er pévist ovenfor, muliggere dannelse af funktionelt aktive,

nitrogenfikserende rodknolde pa denne plante efter infektion

med Rhizobium. Disse planter vil p& denne méde kunne vokse ud-

en tilfegrsel af eksterne uorganiske eller organiske nit

rogen-

forbindelser. Rodknoldspecifikke promotorer, her eksemplifi-

ceret med Lbcsz-promotoren, mé& 1 dette tilfalde bruges til at

regulere udtrykket af de overfeorte gener.

Ifeige den foreliggende opfindelse anvendes en rodknoldspeci-

fik promotor til at udtrykke gener. Genproduktet eller

tionen af genproduktet forbedrer rodknoldens funktion,

funk-
f.eks.
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ved at =zndre oxygentransport, metabolisme, nitrogenfiksering

eller nitrogenoptagelse.

Rodknolde anvendes saledes til syntese af biologiske produk-

ter, der forbedrer planten selv, eller som senere kan udvindes

af p1antén. En rodknoldspecifik promotor kan bruges til at ud-

trykke et gen. Genproduktet selv eller en forbindelse dannet

af genproduktet udger den/de gnskede produkter.

Det er i forbindelse med den foreliggende opfindelse ligeledes
blevet wvist, at sojabanne—LbC3—1eghamog1obinproteinet selv
(Lbcs-genproduktet) findes i stor koncentration i rodknolde af
kzllingetandplanter, der udtrykker Lbcg-kodesekvensen under
kontrol af Lbcg-promotoren. Dette er padvist ved at klone soja-
bonnens genomiske Lbcg-gen - indeholdende kodesekvens, inter-
venerende sekvenser og 5'- og 3'-flankerende sekvenser - ind i
integrationsvektoren pARl. Et 3,6 kb BamHI-fragment, LbczHH,
som vist i eksempel 2, klonedes i pARl-plasmidet og overfortes

til kallingetand, som tidligere angivet.

Det i transformerede rodknolde af kallingetand fundne hgje ni-
veau af Lbca-protein (eksempel 9), svarende til niveauet i
sojabgnnerodknolde, paviser en effektiv transskription af Lbcga-
promotoren og en effektiv bearbejdning eg translation af Lbcg-

mRNA i kallingetand.

Det heje niveau af CAT-aktivitet, der findes i transformerede
rodknolde, er ligeledes et resultat af en effektiv translation
af mRNA, som er dannet ud fra det kimeriske Lbcg-gen. Leder-
sekvensen pa Lbcz-genet er bestemmende for translationsinitie-
ringen og ma bestemme den endelige translationseffektivitet.
Denne effektivitet er af betydning for effektiv syntese af
genprodukter i planter eller planteceller. Lbcz- eller en an-
den leghamoglobin-ledersekvens kan sadledes bruges til at for-
gge det endelige ekspressionsniveau for en given plantepromo-
tor. Konstruktion af et DNA-fragment, der bestar af en Lb-

ledersekvens som forste sekvens og en vilkarlig promotor som
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anden sekvens vil, nar konstruktionen overfgres og udtrykkes 1

planter, vare en speciel anvendelse af opfindelsen.

Patentkrayv.

1. Fremgangsmade til ekspression af gener i balgplanteceller
ved transformering af cellerne med et rekombineret DNA-frag-
ment, der indeholder dels det gen, der snskes udtrykt, dels en
5'-flankerende region, hvori indgar en promotor, 0g eventuelt
en 3'-flankerende region, og dyrkningr af de transformerede
celler i et egnet vakstmedium, k e nde t e gn e t ved, at
der anvendes 5'- eller i givet fald 5'- og 3'-flankerende re-
gioner fra et rodknoldspecifikt plantegen, og at promotoren er
en inducerbar plantepromotor, som regulerer, at ekspressionen
sker i rodknoldene pd bestemte udviklingstrin og som led i den
symbiotiske nitrogenfiksering.

C 2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k e nde t e gnet ved,

at den 5'-flankerende region er indentisk med, afledt af eller
indeholder 5'-flankerende regioner fra rodkno]dspecifikke

gener.

3. Fremgangsmade ifglge krav 2, kendete g net ved,
at den 5'-flankerende region er identisk med, afledt af eller
indeholder 5'-flankerende regioner fra planteleghamoglobinge-

ner.

4. Fremgangsméde ifelge krav 3, k ende t e gnet ved, at
den 5'-flankerende region er identisk med, afledt af eller
indeholder 5'-flankerende regioner fra sojabgnneleghamoglobin-

gener.

5. Fremgangsméde ifolge krav 4, k e nd e t e gnet ved, at
den 5'-flankerende region er identisk med, afledt af eller
indeholder 5'-flankerende regioner fra Lba-genet med sekven-

sen:
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GAGATACATT
GATATATACC
TCTTTTATT
ATTTTGAAAA
GGTTAAATCT
GTAGAGTCTA
AAAGTTGGTT
TTTTTTTTGG
TAACCATAT
TAATTAAAA
TCATCATGCT
TGGTTTTCT
TTGTTGCATA

RAAGAAATAT

ATAATAATCT
TTCTCGTATA
TTATAAAAAA
CATGCTCTT
CATAGTGCCT
CATAAAATTT
TTTCTCGAGG
ATTAATAGTT
TAAATTTAGA
ATTATTTGAT
ATTGACACC
ACTCTCCAAG
ACTTGCATCS

G.

49

CTCTAGTGTC
CTIGTTATTTT

TATTTATTAT
TTCAATCTTG

GACTTTATTT
GACAATTTTC
CTATTCAATA
ACCTTAATAG
AAGAAAGGAA
ATGTTTATAT
ACAACACTT

TAAATTTTTT
CTCCACAAGC
CCCTCTATAT
AACAATTAAT

TTTTAAAAAA
TGTTTCCTTT
ATTTGGGELTC
TAGAGAATAG
ATGTTAAAAA
GAAAACTGAA
AATTATTT?TT
AAAAGATCGT
CAAGAGAAA

AAACAAATAT

AGAAATAACA

DK 162399 B

TTTATCTGGY
TAGATTTACT
AATAAAGTGA
TTCATCATTG
AATTTAATTA
AGAGTCTTGS
CTGTGATATT
AATAAATAA

TTAATTTGAT
TGTTTCTTCT
ACATAAGCTT
TGSAGTGAR

walianan

G- SN N 8.
(2 Y2 Vo AP ¥V, V.3

6. Fremgangsmade ifelge krav 4, k ende t egne t ved, at

den 5'-flankerende region er identisk med, afledt af eller in-
deholder

sen:

5'-flankerende regioner fra Lbcl-genet med sekven-

GT TTTTGTTGAA CATACATACA TTTAAAAAAA
AATCTCTAGT GTCTATTTAC CCGGTGAGAA GCCTTCTCGT GTTTTACACA
CTTTAATATT ATTATATCCT CAACCCCACA AAAAAGAATA CTGTTATATC
mrmCCAAACS TGTAGATTTA TTTATTTATT TATTTATTTT TACAAAGGAG
ACTTCAGAAA AGTAATTACA TAAAGATAGT GAACATCATT TTATTTATTA
TAATAMACTT TAAAATCAAA CTTTTTTATA ToTTTTGTTA CCCTTITTCAT
TATTGGGTGA AATCTCATAG TGAAGCCATT AAATAATTTG GGCTCAAGTT

TTATTAGTAA AGTCTGCATG AAATTTAACT TAACAATAGA GAGAGTTIT

GAAAGGGAGC GAATGTTAAA AAGTGIGATA TTATATTTTA TTTCGATTR
TAATTATGTT TACATGAAAA CATACAAAAA AATACTTTTA AATTCAGAAT
AATACTTAAA ATATTTATTT GCITAATTGA TTAACTGAAA ATTATTTGAT
TAGGATTTTG AAAAGATCAT TGGCTCTTCG TCATGTCGAT TGACACTCTC
CACAAGCCAA GAGAAACTT AGTTGTAAAC TTTCTCACTC CAAGCCTTCT
mATASSCAT GTATTGGATG TGAAGTTATT GCATAACTTG CATTGAACAA
e~

TAGAAAATAA CAAAAAAAAG TAAAAAAGTA GAAAAGAAAT ATC.

TTCTCTTAAT ACAATGGA
m

7. Fremgangsmade ifolge krav 4, k ende t egnet ved, at

den 5'-flankerende region er identisk med, afledt af eller in-
deholder

sen:

5'-flankerende regioner fra Lbco-genet med sekven-
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TTTATTCGGC
ATCCCCACCC
TTATTTCTTA
ATAGTGAACA
TTATATTTITT
ACTATTAAAT
TTAACTTAAT
GTGATATTAT
TTGACAATTT
TTTAAGATTT
CTCCACAAGC

TCTATATAAA

CAATAGAAAT

8. Fremgangsmade ifglge krav 4,

ACTGAACATA
GAGAAGCCTT
CCACCAAAAA
TTTTTACAAA
TCATTTTTIT
TTGTTACCCT
AGTTTGGGCT
AATAGAGAGA
TATAGTTTTA
ATTTTTAAAA
TGAAAAGATC
CAAGAGAAAC

CACGTATTGG

AACAACAAAG

50

CATTTATTAA
CTCGTGCTTT
AAAAAAAACT
GGAAACTTCA
AGTTAAGATG
TTTCATTATT
CAAGTTTITAT
GTTITGGAAA
TTTAGATTAA
TTCAGAGTAA
ATTTGGCTCT
TTAAGTTGTA
ATGTGAAGTT
ARAATAAGTG

AAAAAACTCT
ACACACTTTA
GTTATATCTT
CGAAAGTAAT
AATTTTAAAA
GGGTGAAATC
TAGTAAAGTC
GGTAACGAAT
TAATTATGTT
TACTTARATT
TCATCATGCC
ATTTTTCTAA
GTTGCATAAC
AAAAAAGAAA

DK 162399B

CTAGTGTCCA
ATATTATTAT
TCCAGTACAT
TACAAAAAAG
TCACACTTTT|
TCATAGTGAA
TGCATGAAAT
GTTAGAAAGT
TACATGAARA
ACTTATTTAC
GATTGACACC
CTCCAAGCCT
TTGCATTGAA
TATG.

kendetegneHt

ved,

at

den 5'-flankerende region er identisk med, afledt af eller in-

deholder

sen:

TATGAAGATT

AAJAAATACA

CTCATATATA

TGCCATAAGA

ACCAACAAAYN

5'-flankerende regioner fra Lbcsz-genet med sekven-

GCTACATARAT TTCCAATCTT

TACTATTT
GTAGATTTAT
ATAAAAATAG
AAATATAATT
TTGTTTAAAT
TATAAAAAAA
CATTATATT
AATTTTAACT
GTGATATTAG
CTAAAAAAAT

TATTTACTG
TTCACCATAC

GTTTTATTAG

AGAAAAGAAA
TTCTTTTATT
TGAACATCGT
TTTTTGTCTA
TGGATAAGAT
ATTGTTTCCC
AAAAAATTAG
TAAAAATAGA
AAATTTGTCG
ATATATTAAA
AAAATGAGTT
CAATTGATCA
TTATTCTGAT

AGTTGTTGCA

AAAAAAACCT
TTTATAAAGG
CTAAGCATTIT
AATCGTATGT
CACACTATAA
TTTTGATTAT
GGCTCAATTT
GAAAATCTGG
GATATATTAA
ATTTTAAATT
GATTTAAGTT
CCCTCCTCCA
CACTCTTCAA
TAACTTGCAT

AGAGTTAAAA

TTATATAAGA

ATCTTGTCTT

AGTTCTTCCT
TGGATAAAAT
TTATTAGTAT
AAAAGGGACT
TATTTTATTT
CAGAATAATA
TTTGAAAAGA

ACAAGSCAA

GCCTTCTATA

AAATTACAAN
TGAATTTTAA
AGAGCCATTT
CCGAGTTTGA

TCGTAGTGA
AGTTTGCATA
GTTAAAAAGT
TATATGGAAA
CTTAAATTAT
TGATTGTCTC
AGAGACATAA

s BT adsed
TAAAT

AN LAQ LS

TGAACAATTA

ATAGAAATAA

TTGGATGTGA
CAGAARAAGTA

GAAAAGAAAT ATG.

9. Fremgangsmade ifolge ethvert af kravene 1-8, ke n d e -

tegnet ved, at der anvendes en 3'-flankerende region fra

rodknoldspecifikke gener.

10. Fremgangsmade ifelge krav 9, kendetegnet ved,

at der anvendes en 3'-flankerende region fra leghamoglobinge-

ner.
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ifelge krav 9,

DK 1623998

kendeteg

net

ved,

at der anvendes en 3'-flankerende region fra sojabenneleghamo-

globingener,

12. Fremgangsmade ifelge krav 11, k ende t egnet

at der

Lbco- eller Lbcg-genet med de respektive sekvenser:

Lba

Lbecl

anvendes en

TAA

TTT CAC TAT AAA ACT TGT TAC

ATG GAA TTA TAT AGT ATT GGA
TAT GCT TGT GAA TCA TTA TCG
ACA AAT AAG TTC AAA ATG ATT

ATT TGG TAC GAR AGC TAA TTC

MGTGTMTAMTMATCTTGTNCAACTAMACTTGF‘I‘AT'I‘MACMGTTCCCTATATA

1410

1440

AAT GTT GTT TAA AAT AAG TAA ATT TCA TTG TAT TGG ATA AAC ACT TIT AAG TTA TAT ATT

1470

1500

TCC ATA TAT TTA CGT TTG TGA ATC ATA ATC GAT ACT TTA TAA ARA TAA ATT CCA AAT AAT

TTA TAC GTT TTA AAA ATT ATT TT

ved,
3'-flankerende region fra Lba-, Lbcy-,
1590 1620
TTA GTA TCT ATT GCA GTA AAG TGT AAT AAA TAA ATC TTG
1650 1680
TAT TAG ACA AGG GCC TGA TAC AAA ATG TTG GTT AAA ATA
1710 1740
TAA AAA TCT TAA GGT TAA TAT TCT ATA TTT GCG TAG GTT
1770 1800
GTA TTT TTT TTC CTT TCT GAT AAT TAA TCG GTA AAT TA
1830 1860
TAT ATG TTT CAA AAT TAT TTT AAC AGC AGG TAA AAT GTT
GTC GA
1320
TAA/TT AGG ATC TAC TGC ATT GCC GTA
1350 1380
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Lbc2
TAG/GAT CTA CTA TTG CCG TCA AGT
1140
GTA ATA AAT AAA TTT TGT TTC ACT AAA ACT TGT TAT TAA ACA AGT CCC CGA TAT ATA AAT
1170 1200
GTT GGT TAA AAT AAG TAA ATT ATA CGG TAT TGA TAA ACA ATC TTA AGT TTT ATA TAT AGT
1230 1260
TCC ATA TAC TAA AGT TTG TGA ATC ATA ATC GA
1230
Lbc3

TAG/GAT CTA CAA TTG CCT TAA AGT GTA ATA AAT AAA

990 1020
G TA
TAT TAT TTC ACT AAA ACT TGT TAT 'I‘A‘\lg(slg AAG TTC TCG ATA TAA ATG TTG GTT A.M\lggo

AGT AAA TTA TAT GGT ATT GGA TAA ACAlt‘.]l‘.g TTA AGC TT

13. Fremgangsmade ifeglge krav 1 til fremstilling af et poly-
peptid ved transformering af balgplanteceller med et rekom-
bineret plasmid, ke nde tegneHt ved, at der som det
rekombinerede plasmid anvendes et plasmid der indeholder 5'-
eller 5'- og 3'-flankerende regioner fra et rodknoldspecifikt
plantegen, og at der i den 5'-flankerende region indgar en
inducerbar plantepromotor, ‘som regulerer, at ekspressionen
sker i rodknoldene pad bestemte udviklingstrin og som led i den

symbiotiske nitrogenfiksering.

14. DNA-fragment til brug 1 et rekombineret DNA-fragment ved
fremgangsm&den ifelge krav 1, kende tegnet ved, at
det omfatter en 1inducerbar plantepromotor, som regulerer, at
ekspressionen sker i rodknoldene p& bestemte udviklingstrin og
som led i den symboistiske nitrogenfiksering, og er identisk
med, afledt af eller indeholder en 5'-flankerende region fra

rodknoldspecifikke gener.

15. DNA-fragment ifeolge krav 14, ke nde tegnet ved,
at det er didentisk med, afledt af eller indeholder en

5§'-flankerende region fra planteleghamoglobingener.
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16. DNA-fragment ifelge krav 16, kende tegne t ved,
at det er identisk med, afledt af eller indeholder en

5'-flankerende region fra sojabsnneleghamoglobingener.

17. DNA-fragment ifelge krav 16, k e n d e tegnet ved,
at det er identisk med, afledt af eller indeholder en 5'-flan-

kerende region fra Lba-genet med sekvensen:

GAGATACATT ATAATAATCT CTCTAGTGTC TATTTATTAT TTTATCTGGE
GATATATACC TTCTCGTATA CIGTTATTTT PTCAATCTTG TAGATTTACT

Bl

TCTTTTATTT TTATAAAAAA GACTTTATTT PTTTAAAAAA AATAAAGTGA
ATTTTGAAAA CATGCTCTTT GACAATTTTC TGTTTCCTTT TTCATCATTIG

- -

GGTTAAATCT CATAGTGCCT CTATTCAATA ATTTGGGCTC AATTTAATTA
GTAGAGTCTA CATAAAATTT ACCTTAATAG TAGAGAATAG AGAGTCTTGG

MmrmLmm

AAAGTTGSTT TTTCTCGAGG AAGAAAGGAA ATGTTAAAAA CTGTGATATS
TTTPTTTTGG ATTAATAGTT ATGTTTATA GAAAACTGAA AATAAATAAA
CTAACCATAT TAAATTTAGA ACAACACTTC AATTATTTTT TTAATTITSAT
TAATTAAAAA ATTATTTGAT TAAATTTTIT AAAAGATCGT TGTTTCTTICT
TCATCATGCT GATTGACACC CTCCACAAGC CAAGAGAAAC ACATAAGCTT
TCETTTTCTC ACTCTCCAAG CCCTCTATAT AAACAAATAT TGGAGTGAAG

am—

TTGTTGCATA ACTTGCATCG AACAATTAAT AGAAATAACA GAAAATTAAA

AAAGAAATAT G.

18. DNA-fragment ifolge krav 16, k e n detegnet ved,
at det er identisk med, afledt af eller indeholder en §'-flan-

kerende region fra Lbcq-genet med sekvensen:

TTCTCTTAAT ACAATGGAGT TTTTGTTGAA CATACATACA TTTAAAAAAA
AATCTCTAGT GTCTATTTAC CCGGTGAGAA GCCTTCTCGT GTTTTACACA
CTTTAATATT ATTATATCCT CAACCCCACA AAAAAGAATA CTGTTATATC
PPTCCAAACC TGTAGATTTA TTTATTTATT TATTTATTTT TACAAAGGAG
ACTTCAGAAA AGTAATTACA TAAAGATAGT GAACATCATT TTATTTATT
TAATAAACTT TAAAATCAAA CTTTTTTATA TTTTTTGTTA CCCTTTTCAT
TATTGGGTGA AATCTCATAG TGAAGCCATT AAATAATTTG GGCTCAAGTT
TTATTAGTAA AGTCTGCATG AAATTTAACT TAACAATAGA GAGAGTTTT
GAAAGGGAGT GAATGTTAAA AAGTGTGATA TTATATTTTA TTTCSATTAA
TAATTATGTT TACATGAAAA CATACAAAAA AATACTTTITA AATTCAGAAT
AATACTTAAA ATATTTATTT GCTTAATTGA TTAACTGAAA ATTATTIGAT
TAGGATTTTG AAAAGATCAT TGGCTCTTCG TCATGCCGAT TGACACCCTC
CACAAGCCAA GAGAAACTTA AGTTGTAAAC TTTCTCACTC CAAGTCTTCT
TAT2AACAT GTATTGGATG TGAAGTTATT GCATAACTTG CATTGaACAA

TIGAAAATAA CAAAAAAAAG TAAAAAAGTA GAAAAGAMAT ATG.

19. DNA-fragment ifelge krav 16, Kk e n de tegnet ved,
at det er didentisk med, afledt af eller indeholder en

5'-flankerende region fra Lbcg-genet med sekvensen:
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ATCCCCACCS

TTTAAGATIT

CAATAGAAAT

TCGAGTTTTIT A

Lol b Talelolald
;gnT-C

N N e 70 s e e

TTATTTCTTA TTTTTACAAA
TCATTTTTTT AGTTAAGAT
nrm rPlT'fr‘C‘ mmx mm GGGTGA ) TC

TAGTAAAGTC

Y el ol adh!
Tﬂ - unnCn

TTATATTTTT TTGTTA

i - - -

ACTATTAAAT AGTTTGGGCT

TTAACTTAAT

DNA-fragment

det er

PATGAAGATT
GTACTATTT
GTAGATTTAT

ATAAAAATA

AAATATAATT TTTTTGTCTA AATCGTATGT ATCTTGTCTT AGAGCCATTT
TTGTTTAAAT TGGATAAGAT CACACTATAA AGTTCTTCCT CCGAGTTTGA
TATAAAAAAA ATTGTTTCCC TTTTGATTAT TGGATAAAAT CTCGTAGTGA
CATTATATTA AAAAAATTAG GGCTCAATTT TTATTAGTAT AGTTTGCATA

A mmmma s m
Aﬂ'. - a e

PN VTS WUkt elsulade mn mm mmm A mmm N VN TSN

G G Y \G Aa.\- 3 3 ‘;A‘l'!: .3: ma T T Landatiad Y s 8
nAAr\r\n:\- ‘.‘5‘5""°““‘“5 2‘1-;.,.’ IxY2Y2 % WY Cnunn.nn&A e LLAL
-
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mmeACCATAC CAATTGALCA CCC2CCTCCA ACAAGCCAAG AGAGavaATAn
Pl AT
mmpameosm b alalalanlaTal Y Pl laa Tl U 15 T s h SN ads o 3.
TTTTATTAG TTATTCTGAT CACTCTTCAA GCCTTCTATA TAAATAAGTA
P

doa s

GGC GAGAAGTCCTT
CCACCAAAAA AAAAAAAACT

GGAAACTTCA

TGAMAAGAT

AACAACAAAG

TGAACATA
n(‘!mm

P N

-

CAAGTTTTAT

54

ATTTATTAN AAAMAACTCT C
CTCGTGCTTT ACACACTTTA A
emmsmn TCT T

m

Ad anNa -

ATAGAGAGA GTTTTGGAAA

AAAAAATACA
AGAAAAGAAA

Yalaslaslaals ¥l
TT\— - LTA.L

TGAACATCGT

TAAAAATAGA

M/~ S Amm

A;\A A0 L e

ATTTGGCTIT

AAAATAAGTG

ifglge krav 16,
identisk

5'-flankerende region fra Lbc3-genet

med,

afledt

CTCATATATA
AAAAAAACCT
TTTATAAAGG
CTAAGCATTT

GAAAATCTGG
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Sinan

CGAAAGTAAT
AATTTTAAAA TCACA
TCATAGTGRA
TGCATGAAAT

GTAACGAAT GTTAGAAAGT

GTGATATTAT TATAGTTTTA TTTAGATTAA TAATTATGTT TACATGAARA
TTGACAATTT ATTTTTAAAA TTCAGAGTAA TACTTAAATT ACTTATITA

TCATCATGCC

af eller

TACAAAS AP\G[
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CTCCACAAGC CAAGAGAAAC TTAAGTTGTA ATTTTTCTAA CTCCAAGCCT
TCTATATAAA CACSTATTGG ATGTGAAGTT GTTGCATAAC TTGCTATTGAA!

AAAAAAGAAA TATG. l

kendetegnet

indeholder

med sekvensen:

TGCCATAAGA
GCTACATAAT
AGAGTTAARA
TTATATAAGA

AAAAGGGACT

Ll 7o B R S Yo
T- ~sananun

ACZAACAAAA
TTCCAATCT?T
LRl hVaduth
ML 2NN

o Galaals sls o LN
TUF\.‘\. P X 1x}

GTTAAAAAGT

TGATTGTCTC

i
.« o LR
AT.“"\GBA’\I\ san

ved,

en

PTPGGATGTGA AGTTGTTGCA TAACTTGCAT TGAACAATTA AT
CAGAAAAGTA GAAAAGAAAT ATG. .
21. Rekombineret DNA-fragment til brug ved fremgangsmaden
ifelge krav 1 - 13, kende tegnet ved, at det omfat-

ter dels det gen, der onskes udtrykt, og dels et DNA-~fragment

ifelge et hvilket som helst af kravene 14 - 20, og eventuelt
en 3'-flankerende region fra et rodknoldspecifikt gen.
22.

Plasmid til brug ved fremgangsmaden

kendetegneHt

ifelge krav 1 - 13,

ved, at det indeholder et rekombineret
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DNA-fragment ifelge krav 21.

23.
det

24.
det

25.
det

Plasmid ifeglge krav 22, kendetegnet ved, at

er pAR29 og er fremstillet som beskrevet i eksempel 3a.

Plasmid ifelge krav 22, kendetegnet ved, at

er pAR30 og er fremstillet som beskrevet i eksempel 3a.

Plasmid ifelge krav 22, kendetegnet ved, at

er pAR11 og er fremstillet som beskrevet i eksempel 3b.
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Fig. 3
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8

LbC3-5'-3'-CAT—genet i transformerede

pavisning af sojabsnne-

ke11ingetandplanter.
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Fig. 9

Pavisning af sojabsnne-Lbcg-genet i transformerede kallinge-

tandplanter.
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Fig. 10

Ekspression af Lbc3-5'-3'-CAT-genet i forskellige vav

fra ka21lingetand.
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Fig. 11

Transskriptionsundersggelse (Northern-analyse) pad vav fra

Lbc3-5'-3'-CAT-transfor-merede og Lbc3-transformerede Lotus-

plantelinier.
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Fig. 12
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Bestemmelse af transkriptionsinitieringssted (CAP site) for

sojabenne-Lbc3-promotoren i transformerede ka1lingetandrodknol-

de (Fig.

12)
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Fig. 13

Pavisning af Lbcz-protein i kallingetandplanter med indtrans-

formeret sojabenne-Lbc3-gen.
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