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(57) Anotécia:

Gény jednokli¢nolistovych rastlin kéduji mutantny enzym
AHAS vykazujuci $pecificki rezistenciu vodi imidazoli-
nonovym herbicidom. Ako priklad tychto génov je moZné
uviest’ sekvencie DNA kukurice, ktoré k6duji substiticiu
aminokyseliny v polohe 621 enzymu AHAS divokého ty-
pu. Mutantny gén sa méZe pouZit' na transforméciu inych
rastlin, za G€elom dosiahnutia rezistencie vo&i herbici-
dom. Hostitel'ské bunky a vektory obsahujice tento gén
su uZito&né pri transforma&nych postupoch.
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Vyndlez se tykd novych sekvenci DNA, které koduji nové
variantni formy enzymu acetohydroxykyselina syntdzy (dale
AHAS) . Enzym AHAS je kritickym enzymem, ktery je rutinné
produkovdn v ruznych rostlindch a Sirokém rozsahu mikroorga-
nismd. Normd&lni funkce AHAS je inhibovéna imidazolinonovymi
herbicidy. Nové enzymy AHAS, kodované mutantnimi sekvencemi
DNA viak pUsobi normdlnim katalytickym G&inkem i za pfitomnos-
ti imidazolinonovych herbicidd a v disledku toho dodavaji-

rostlindm nebo mikroorganismim, které je obsahuji, rezisten-

ci va&i tomuto herbicidu.

Nové sekvence DNA jsou odvozeny z kukufice a obsahuji
v poloze 621 normdlni sekvence AHAS substituci aminokyseli-
ny. Tato substituce v sekvenci genu AHAS mi za ndsledek vznik
plné funk&niho enzymu, ale &ini enzym specificky rezistentnim
va&i ihibici rdznymi imidazolinonovymi herbicidy. Dostupnost
t&chto variantnich sekvenci poskytuje prostfedek pro tran-
sformaci rtznych plodin za G&elem dosaZeni rezistence vuci
imidazolinonovym herbicididm a kromé& toho, poskytuje nové se-
lektovatelné markery pro pouZiti v jinych typech experimenti

genetické transformace.

Dosavadni stav techniky

Pouzit{i herbicidd v zem&d&lstvi je v soulasné dobé velmi
rozé&iteno. A&koliv existuje znad&ny polet sloufenin, které uci-
nn& ni&i plevel, ne v3echny herbicidy Jsou schopny se selek-
tivné zam®¥it na nezidouci rostliny, ve srovndni s plodinami
a zadroveR byt netoxické via&i zvifatlm. Casto je zapotfebi se roz-
hodnout pro sloueniny, které jsou jednoduse méné toxické vaci

plodindm neZ va¢i pleveli. Aby byly tyto obtiZe odstranény,
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zaméril se zemddé&lsky vyzkum intenzivné na vyvoj plodin,

které jsou rezistentni vi&i herbicidim.

Dile?itym aspektem vyvoje herbicidni rezistence je po-
rozuméni, na jaky cil herbicid pusobi, po némZ ndsleduje ma-
nipulace postiZené biochemické drahy v plodinové rostliné
tak, aby se bylo mo%no vyhnout inhibi&nimu G&inku, za soucas-
ného zachovédni normdlni biologické funkce rostliny. Jeden
z prvnich objevi biologického mechanizmu herbicidi se tykal
série strukturn® nepodobnych herbicidnich slouéenin, t.j.
imidazolinont, sulfonylmodovin . a triazolopyrimidint. Nyni
je zn&mo ( Shaner a dal3i, Plant Physiol. 76: str. 545 az
546, 1984; US patent &. 4 761 373), Ze vSechny tyto herbicidy
inhibuji rast rostlin tim, 2e interferuji s esencidlnim enzy-
mem, ktery je dileZity pro rist rostlin, acetohydroxykyselina
syntédzou (AHAS; stejny enzym byvd n&kdy oznalovan terminem
"acetolacetdt syntéza' &i ALS). AHAS je ddle?ity pro syntézu

aminokyselin isoleucinu, leucinu a valinu.

Je zndmo, %e enzym AHAS je pfitomny ve vy$8Sich rostlinach
a zéroven byl zjist&n v riznych mikroorganismech, jako jsou
kvasinky Saccharomyces cerevisiae a enterickych bakteriich
Escherichia coli a Salmonella tiphimurium. Byl také dobfe cha-
rakterizovan geneticky zdklad produkce normdlniho AHAS v
mnohych z té&chto druhli. Tak napiiklad, jak v E. coli, tak v
S. typhimurium existuji t¥fi isosymy AHAS, pfi¢emz dva z nich
jsou citlivé va&i herbicidim, zatimco t¥eti nikoliv. Kazdy
z t&chto isosimi obsahuje jednu velkou a jednu malou podjed-
notku proteinu a mapovdnim jsou zafazeny do operoni ILvIH,
I1vGM a I1vBN. V kvasinkdch byl jediny isosym AHAS mapovan do
mista ILV2. V ka?dém p¥ipadé byly identifikovany senzitivni
a rezistentni formy a byly stanoveny sekvence ruznych alel
(Friden a dalsi., Nucl. Acid Res. 13: 3979-3993, 1985; Lawther
a dal3i., PNAS USA 78: 922-928, 1982; Squires a dal$i., Nucl.
Acids Res 811: 5299-5313, 1983; Wek a dal3i; Nucl. Acids Res
13: 4011-4027, 1985; Falco a Dumas, Genetics 109, 21-35, 985;
Falco a dal%i Nucl. Acids Res 13; 4011-4027, 1985).



V tabdku je funkce AHAS kodovéna dvéma nepfipojenymi
geny SuRA a SuRB. Tyto dva geny jsou v podstaté identické,
jak na drovni nukelotidd, tak na drovni aminokyselin maturo-
vaného proteinu, alkoliv se N-termindlni, pfedpoklédéné‘tran—
sitni oblast odliduje podstatneji (Leé a dalsi, EMBO J. 7 :
str. 1241 - 1248, 1988). Arabidopsis na druhé strané obsahuje
jediny gen AHAS, ktery byl také Uplné sekvenovadn (Mazur a
dalsi, Plant Physiol. 85: 1110 - 1117, 1987). Porovndni
sekvenci genlt AHAS ve vy33ich rostlindch ukazuje na vysoky
stupen konzervace urlitych oblasti této sekvence. Konkrétné
existuje pfinejmensim 10 oblasti konzervace sekvence. Ned4v-
no se predpoklddalo, Ze tyto konzervované oblasti jsou kri-
tické, pokud se tyle funkce enzymu a Ze zachovani této funkce

je z4vislé na podstatné konzervaci sekvence.

Neddvno bylo ozndmeno (US patent ¢. 5 013 659), Ze mu-
tanty , vykazujici herbicidni rezistenci, obsahuji mutace v
alespon jedné aminokyselin& v jedné nebo vice téchto konzer-
vovanych oblasti. Zejména se zjistilo, Ze substituce urc¢ité
aminokyseliny za aminokyselinu divokého typu v téchto speci-
fickych mistech proteinové sekvence AHAS je tolerovéna a sku-
te&n® se projevuje dosaZenim herbicidni rezistence rostliny,
kterd takovou mutaci obsahuje, p¥i zachovani katalytické fu-
nkce ezymu. Popsané mutace koduji bud kfiZovou rezistenci
va&i imidazolinonim a sulfonylmolovindm nebo specifickou
rezistenci va&i sulfonylmocovindm, nebyly vSak zvefejnény mu-
tace, které by byly specifické pro imidazolinony. Bylo pro-
kazéno, %e k takovym mutacim dochdzi u tabdku jak na misté
SuRA, tak na mistdé SuRB. Podobné mutace byly také izolovény

u Arabidopsis a kvasinek.

Imidazolinon-specifickd rezistence byla ozndmena u mnoha
riznych rostlin v jinych pramenech. V US patentu &. 4 761 373
byl obecn& popsén modifikovany AHAS, jakoZzto zdklad herbicidni
rezistence rostlin a konkrétné zde jsou uvedeny urcité imida-
zolinon-rezistentni linie kukuf¥ice. Haughn a dal3i (Mol.Gen.

Genet. 211 : 266 - 271, 1988) ozndmili p¥itomnost podobného
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fenotypu v Arabidopsis. Sathasivan a dalsi ( Nucl. Acid Res.
18: 2 188, 1990) zjistili, Ze imidazolinon-specifickd rezis-
tence u Arabidopsis je zaloZena na mutaci v poloze 653 normal-
ni sekvence AHAS. Nyni byl v souvislosti s timto vyndlezem izo-
lovan gen koédujici imidazolinon-specifickou rezistenci u jedno-
délo?nych rostlin a bylo zji3t&no, %e je zaloZen na substitu-
ci jediné aminokyseliny v sekvenci aminokyselin AHAS divo-

kého typu jednodéloinych rostlin.

Podstata vyndlezu

Pfedmétem vyndlezu jsou nové sekvence nukleovych kyselin,
kédujici{ funk&ni enzymy AHAS jednodéloZnych rostlin, které
jsou necitlivé viéi imidazolinonovym herbicidim. Tyto sekven-
ce obsahuji mutaci v kodonu, ktery koduje aminokyselinu serin
v poloze 621 sekvence AHAS kukufice nebo v odpovidajici poloze
sekvenci jinych monokotyledonl. Je zndmo, Ze jiné monokotyle-
dony, jako je pSenice, také vykazuji imidazolinon-specifické
mutace (naptiklad ATCC &. 40994 - 97). U kukufice obsahuje
tato sekvence divokého typu v této poloze serin. V pfednostnim
provedeni tohoto vyndlezu je serin nahrazen asparaginem, nic-
méné& viak existuji i alternativni moZnosti substituce serinu
kyselinou aspartovou, kyselinou glutamovou, glutaminem a tryp-
tofanem. Narokované sekvence jsou sice puvodné odvozeny 2z mo-
nokotyledont, jsou viak uzZitené i pfi zplsobech produkce imi-
dazolinon-rezistentnich buné&k rostlin jakéhckoliv typu. P¥i
t&chto metodich se bunka cilové rostliny transformuje jednou
nebo vice pozm&nénymi sekvencemi podle vyndlezu. Alternativné
se pro vytvoreni mutantd v bunkdch rostlin nebo semenech, obsahu-
jicich sekvenci nukleovych kyselin, kodujici imidazolinon-
necitlivy AHAS, pouzivd mutageneze. V pfipadé& mutantnich bu-
nék rostlin izolovanych z tkanové kultury, se pak regeneruji
rostliny, které obsahuji charakteristicky znak rezistence nebo
necitlivosti (insenzitivity) va¢i imidazolinontim. Do rozsahu
vyndlezu spadaji také bunky rostlin, bakteridlni bunky, houbo-

vé bunky, bun&&né tkanové kultury, dospélé rostliny a semena
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rostlin, které obsahuji mutantni sekvenci nukleovych kyse-
1in a které exprimuji funk&ni imidazolinon-rezistentni enzy-
my AHAS.

Dostupnost téchto novych herbicidné rezistentnich rostlin
umoZAuje vyvinout nové metody p&stovani plodin za pritomnosti
imidazolinon. Misto toho, aby se p&stovaly nerezistentni
rostliny, mohou se pole osit rezistentnimi rostlinami zi-
saknymi mutaci nebo transformac{ mutantnimi sekvencemi podle
tohoto vyndlezu, naleZ se pole obvyklym zplisobem odetfi imi-

dazolinony, ani? by do3lo k poskozeni plodiny.

Mutantni nukleové kyseliny podle tohoto vyndlezu také
poskytuj{ nové selektovatelné markery pro pouzit{ pfi trans-
formadnich experimentech. Sekvence nukleovych kyselin, ktera
kdéduje rezistentni AHAS, se pfipoji k druhému genu pfed trans-
ferem do hostitelské bunky a cely konstrukt se transformuje
do hostitele. Predpoklédané transformované bunky se potom ne-
chaji rast v kultufe za pfitomnosti inhibi&nich mnozstvi
herbicidu. U bundk, které prezijf, existuje vysokd pravdépo-
dobnost, re doflo k uUspéinému zabudovdni poZadovaného druhé-
Ho genu. Alternativné se miZe postupovat tak, e se gen rezi-
stentniho AHAS ko-transformuje na nezdvislém plasmidu s po-
adovanym genem,pfiemz p¥ibliZzné u 50 % vSech transforman-

td je mozno olekdvat, Ze ziskaly oba geny.

Nédsleduje vysv&tleni nékterych pojmi, kterych se pouzi-
vd v tomto popisu a v ndrocich. Pod pojmem "funkéni” nebo
"normdlni" enzym AHAS se rozumi enzym AHAS, ktery je schopen
katalyzovat prvni supen syntetické drahy vedouci k esencidlnim
aminokyselindm isoleucinu, leucinu a valinu. Pod pojmem se-
kvence AHAS " divokého typu" se rozumi sekvence, ktera je
pFfitomnd v imidazolinon-senzitivnim clenu daného druhu. Pod
pojmem " rezistentni" rostlina se rozumi rostlina, kterad pro-
dukuje mutantni, ale funk&ni enzym AHAS a kterad je schopna do-
sahnout zralosti p¥i rlstu za pf¥itomnosti imidazolinonid o

koncentraci, kterd normdlné vykazuje inhibi&ni d&inek. Poj-



mu "rezistentni" se v souvislosti s rostlinami pouZivad v
tomto popisu také ve vyznamu "tolerantni", t.3J. jednd& se o
rostliny, které fenotypicky vykazuji nepfiznivé, ale nikoliv
lethdlni reakce vi&i imidazolinonim.

P¥ehled obr&zkl na vykrese

Na obr. 1 je uveden graf zavislosti aktivity enzymu

AHAS u desetidennich semen&lkd kukufice ( kuku¥ice linie
(R)
a)

B) . Aktivita herbicidné rezisten-

A619 nebo XI12) ne koncentraci imazethapyru (Pursuit

nebo chlorsulfuronu (Oust(R)

tniho AHAS se vypol&itd jako procenticky podil aktivity AHAS

za nepritomnosti inhibitoru. Smérodatnd odchylka p¥i téchto
pokusech &ini 10 %.

Na obr. 2 je zndzornéna Southernova analyza geno-
movych klond ve fégu EMBL3. Fagy 12-1A (z W22), 12-7A, 18-8A,
12-11 a 12-17A (z XI12) se 5tépi Xbal nebo Sall, provede se
separace na 1% agardzovém gelu, pfenos na nitroceluldzu a hy-

bridizace s cDNA fragmentem AHAS, jako nukleotidovou sondou.

Na obr. 3 je uvedena Southernova analyza genomové DNA
2 1lini{ kukufice XI12, XAl7, QJ22, Al88 a B73. DNA se vySté-
pi Xbal, separuje na 1% agarozovém gelu, pfenese na nitro-

celuldzu a hybridizuje s cDNA fragmentem AHAS, jako nukleo-
tidovou sondou.

Na obr. 4 je zndzornéna restrik<&ni mapa plazmidu pCD8A.
Gen mutantniho AHAS z XI12 se subklonuje jako 8kb fragment
Pstl do vektoru pKS(+). Umistdni a orientace genu AHAS je
zndzorn&na Sipkou. Restrikéni mista Pstl, Xhol, HindIII, Xbal

a Clal jsou oznalena symboly.

Na obr. 5 je zn&zornén gel pro sekvenovani nukleotidd s

nekédujicim vldknem (A) a se sekvenci dvouvldknové DNA (B)



klont AHAS W22/4-4, B73/10-4 a XI12/8A v oblasti aminokyselin
614 a? 633. Umisténi pfechodu cytosin-thymidin je oznaceno

Sipkou.

Na obr. 6 jsou uvedeny nukleotidové a dedukované aminoky-

selinové sekvence mutantniho genu AHAS XI12/8A.

Na obr. 7 je uvedeno sefazeni sekvence nukleotidd geni
XII112/8A, B73/7-4 a W22/1A als 2. Znakem (x) je oznacena
zakladni zm&na zpusobujici mutaci v poloze 621, znakem (4%) jsou
ozna&eny zm&ny ve srovnidni se sekvenci B73/7-4 a znakem (>)

jsou oznaleny "tiché zmény".

Na obr. 8 je uvedeno sefazeni sekvenci aminokyselin
gentt XI12/BA, B73/7-4 a W22/1A als 2. Znakem (¥) je oznalena
zdkladni zména zpﬁsobujici_mutaci v poloze 621, znakem (%%) jsou
oznaeny zmeény ve srovndni se sekvenci B73/7-4 a znakem (>)

jsou oznaleny "tiché zmény".

Gen podle tohoto vyndlezu je izolovatelny z kukurice
linie XI12 (semena jsou uloZena v Americké sbirce typovych
kultur /American Type Culture Collection - ATCC/ pod pfirdst-
kovym &islem 75 051 ). Tento gen se vlozi do plasmidu pXI12/8A
(ulo?eného ve sbirce ATCC pod piirustkovym cislem 68 643).
Tento gen je také izolovatelny z jakéhokoliv jiného imidazo-
linon-specifického herbicidné rezistentniho mutantu, jako je
kukuFice line 0J22 (uloZeni ve sbirce ATCC pod pfirlstkovym
&{slem 40 129) nebo ruznych rostlin p3enice (semena uloZena
ve sbirce ATCC pod &isly 40 994, 40 995, 40 996 a 40 997).
Vytvofi se knihovna genomové DNA, napfiklad ve fdgu EMBL-3
s DNA z jednoho imidazolinon-rezistentniho mutantu, pfrednost-
n& takového, ktery je homozygni, pokud se tyce charakteris-
tického znaku rezistence a provede se skrining se sondou z nu-
kleovych kyselin obsahujici celou sekvenci AHAS divokého

typu nebo jeji Cast.



U kukufice se gen AHAS naléza na dvou mistech alsl a als?2

(Burr a Burr, Trends in Genetics 7: 55 - 61, 1991). Homo-

logie mezi t&mito dvéma misty je na drovni nukleotidd 95%.
Mutace v XI12 se mapovdnim zafadi na misto als2 na chromosom

5, kdeZto nemutantni gen se mapovdnim zafadi na misto alsl na
chromosom 4 (Newhouse a dal3f{., "Imidazolinone-resistant crops").
Vv The Imidiazolinone Herbicides, Shaner a 0 Connor (Eds),

CRC Press, Boca Raton, Florida, USA - Vv tisku) jsou Southernovou
analyzou identifikovény nékteré klony obsahujici mutantni

gen als2 a né€které klony obsahujic{ nemutantni gen alsl.

Oba typy se subklonuji do sekvenaénich vektord a sekvenuji se

dideoxy-sekvenaéni metodou.

Sekvenovanim a porovndnim gend AHAS divokého typu a
mutantniho se zjist{ rozdil v jediném nukleotidu v kodonu
kédujicim aminokyselinu v poloze 621 (viz obr. 5) . Konkrétné,
kodon AGT, kddujici serin v divokém typu, Je zménén na kodon
AAT, kodujici asparagin v mutantnim AHAS (viz obr. 8). Mutan-
tni gen AHAS se jinak podob& genu divokého typu, kodujicimu
protein obsahujici 638 aminokyselin, z nich? prvnich <d&tyfi-
cet tvo¥i pfechodovy peptid, o némz se predpoklddd, Ze se pfi
transportu do chloroplastu in vivo odstépi. Sekvence nemutan-
tniho genu alsl z XI12 se zd4 byt totoZna se sekvenci genu
alsl z B73.

Mutantni geny podle tohoto vyndlezu doddvaji odolnost
va&i midazolinonovym herbicidim, ale nikoliv vi&i sulfonyl-
mo&ovinovym herbiciddm. Typy herbicidl, vid&i kterym se dosa-
huje rezistence, jsou popsdny napiiklad v U5 patentech c.
4 188 487, 4 201 565, 4 221 586, 4 297 128, 4 554 013, 4 608 079,
4 638 068, 4 747 301, 4 650 514, 4 698 092, 4 701 208, 4 709 036,
4 752 323, 4 772 311 a 4 798 619,

odbornikim v tomto oboru je zfejmé, Ze sekvence nukleo -
vych kyselin, kterda je zndzornéna na obr. 6, neni jedinou se-
kvenci, které je moino pouiit pro doddni imidazolinon-speci-

fické rezistence. RovndZ se miZe pouZit takovych sekvenci nukle-



ovych kyselin, které koduji stejny protein, ale které v dus-
ledku degenerace genetického kodu maji odliSnou nukleotido-
vou sekvenci. Do rozsahu vyndlezu také spadaji geny kodujici
sekvence AHAS, v nichZ je pfitomna vySe uvedend mutace, ale
které také kéduji jednu nebo vice tichych zm&n aminokyselin v
t&ch &astech molekuly, které se nepodileji na rezistenci nebo
katalytické funkci. Do rozsahu také spadaji genové sekvence

z jinych imidazolinon-rezistentnich monokotyledonl, které ob-

sahuji mutaci v odpovidajici oblasti té&chto sekvenci.

Do rozsahu vyndlezu tedy spadaji také genové sekvence
s takovymi zm&nami, které maji za nésledek tvorbu chemicky
ekvivalentni aminokyseliny v urcitém misteé. Tak napriiklad,
kodon pro aminokyselinu alanin, coZ je hydrofobni aminoky-
selina, je moZno snadno nahradit kodonem kédujicim jiny
hydrofobni zbytek, jako napfiklad glycin nebo kodonem koduji-
cim hydrofobné&jsi zbytek, jako napfiklad valin, leucin nebo
isoleucin. Podobné& je moZno olekdvat, Ze se ziskd biologicky
ekvivalentni produkt, jestliZe se provede vymé€na jednoho ne-
gativn® nabitého zbytku za jiny, jako je napf¥iklad vyména
kyseliny aspartové za kyselinu glutamovou, nebo vyména jedno-
ho pozitivné nabitého zbytku za jiny, jako je napfiklad vymé-
na lysinu za arginin. Do rozsahu vyndlezu také spadaji chime-
rické geny, v nichZ je substituovanid C&st genu AHAS z kukufi-
ce rekombinovédna s nezmé&nénymi ¢dstmi normdlnich gend AHAS
z jinych druht. Jestli%e se tedy v tomto popisu a nérocich
pouzivd pojmu "gen AHAS imidazolinon-specifické rezistentni
kukufice", rozumi se tim kterékoliv z té&chto alternativnich

provedeni, stejné tak jako sekvence zndzornén& na obr. 6.

Izolované DNA sekvence AHAS podle tohoto vyndlezu jsou
uzite&né pro transformaci rostlin cilovych plodin, jimZ se
ma dodat rezistence vi&i imidazolinonlm . Pro dosaZeni pfi-
mé nebo neptimé transformace vy$3ich rostlin exogenni DNA
je v soulasné dob& k dispozici velkd Fada technik a do roz-
sahu tchoto vyndlezu spadd pouziti jakékoliv z nich, kterou

se mife nova sekvence zabudovat do genomu hostitele, pficemi



-~ 10 -

dochdzi k ustilené d&dilnosti. Znak imidazolinon-specificke
rezistence se d&di jakoZto jediny dominantni jaderny gen.
Oroven rezistence vu&i imidazolinonim se zvy$uje, je-1li gen
ptitomen v homozygnim stavu. Takové rostliny kuku¥ice maji
napfiklad Uroven rezistence pfiblizné 1 000 x vy88i neZ ne-
rezistentni rostliny. Rostliny, v nichZ je gen pfitomen v
heterozygnim stavu v3ak maj{ rezistenci pouze asi 50 az 500na-

sobnou ve srovnadni s nerezistentnimi rostlinami.

Transformaci rostlinnych bundk je moZno zprostfedkovat
pou?itim vektorld. Obvyklou metodou, které se pfi transforma-
ci pou?ivd je metoda, pf¥i niZi se cizi gen zavddi do bunky ci-
lové rostliny pomoci Agrobacterium tumefaciens, tak napriklad,
mutantni sekvence AHAS se vloZi do plasmidového vektoru ob-
sahujic{ lemujici sekvence v Ti-plasmidu T-DNA. Tento plasmid
se potom transformuje do E.coli. Provede se triparentdlni spojeni
(mating) tohoto kmene, kmene agrobaceterium obsahujiciho od-
zbrojeny (disarmed) Ti-plasmid obsahujici virulentni funkce
pot¥ebné pro provedeni pfenosu T-DNA sekvenci obsahujicich
AHAS do chromosomu cilové rostliny a druhého kmene E. coli,
obsahujiciho plasmid, v némZ jsou pfitomny sekvence potfeb-
né pro mobilizaci pfenosu konstruktu AHAS z E. coli do agro-
bacterium . Rekomibinantniho kmene agrobacterium, ktery ob-
sahuje potfebné sekvence pro transformaci rostliny, se po-
u?ije pro infekci listovych diskd. Disky se nechaji rist na
selek&nim mediu a identifikuji se Uspésné transformované
regeneranty. Ziskané rostliny jsou rezistentni vi&i déinkim
herbicidu, pokud se nechaji rist v jeho pritomnosti. Vhodnym

prostfedkem pro pienos exogenni DNA jsou také rostlinné viry.

MiZe se také pouZit postupu, pfinémZ bunky rostliny
p¥ijimaji DNA pfimo. Obvykle se postupuje tak, Ze se proto-
plasty cilové rostliny umisti do kultury za pfitomnosti DNA,
kterd m& byt prenesena a ¢inidla podporujiciho p¥ijimdni DNA
protoplastem. Jako uZite&nd &inidla tohoto typu je mozZno

uvést polyethylenglykol nebo fosforeCnan védpenaty.
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Alternativn® je moZno stimulovat pfijimdni DNA elektro-
poraci. P¥i této metodé& se pouzivd elektrického pulzu pro
dodasné otevieni pord v bundiné membrdné protoplastu, pfi-
gem? témito péry se potom do bunék vtdhne DNA z obkolopuji-
ciho roztoku. Podobn& se miZe pro pf¥imé dodéni DNA do bunky

a prednostné& do bun&&ného jédra, pouzit mikroinjekci.

P¥i kazdé z vy3e uvedenych technik dochdz{ k transformaci
bundk rostliny v kultufe. Po provedené transformaci je nut-
no z bunék rostliny regenerovat celé rostliny. Techniky re-
generace zralych rostlin z callu nebo protoplastové kultury
jsou nyni velmi dobfe zndmé u velkého poltu rliznych druhl
(viz nap¥iklad Handbook of Plant Cell Culture, sv.l - 5, 1983 -
1989, McMillan, New York, USA). JestliZe se tedy jiZ doséhne
transformace, regenerace zralych rostlin z transformovanych
bunék rostliny pfedstavuje postup spadajici{ do rozsahu dosavad-

niho stavu techniky.

Nyni jsou také k dispozici alternativni metody, které
nutn® nevyZaduji pouzitfi izolovanych bunék a tedy technik
regenerace rostlin, pro provedeni transformace. Tyto metody
byvaji oznacovény jako " balistické" nebo metody " urychlo-
vani CAstic", p¥i nichZ se do bunék rostliny vstfeluji ko-
vové C&stice povlelené DNA bud pomoci ndplné stfelného pra-
chu (Kleina dal8i, Nature 327 : str. 70 - 73, 1987) nebo po-
moci elektrického vyboje ( EPO 270 356). Timto zplsobem je
mo*no stabilné transformovat sekvenci DNA, kterd je pfedmétem
zdjmu, bunky rostliny v kultufe nebo reprodukéni orgény nebo
pbunky rostliny, napfiklad pyl.

U ndkterych dvojdéloinych a jednodéloiZnich rostlin je
p¥imy p¥ijem DNA p¥ednostni metodou transformace. Tak napfi-
klad, u kuku¥ice, se bund&néd sténa kultivovanych bunék roz-
§té&pi v pufru pomoci jednoho nebo vice enzymi degradujicich
stdnu bunky, jako je celuldza, hemicelulédza a pektindza, za
G&elem izolace ?ivotaschopnych protoplastd. Protoplasty se néko-

likradt promyji aby se odstranily enzymy a potom se smichaji s
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plazmidovym vektorem, obsahujicim gen, ktery je pfedmétem
z&jmu. Bunky je moZno transformovat pomoci PEG (napf¥iklad
20% PEG 4 000) nebo elektroporaci. Protoplasty se umisti na
nitroceluldzovy filtr a kultivuji na mediu s uloZenymi bun-
kami.kukufice, které slouzi jako Zivné kultury. Po dvou az
&tyfech tydnech se kultury v nitroceluldzovém filtru umisti
na medium obsahujici pfibliZné 0,32 pM imidazolinonu a na
tomto mediu se udrZuji po dobu 1 az 2 mésicu. Nitroceluldozo-
vé filtry s bunkami rostlin se kaZdé dva tydny pfendSeji na
Cestvé médium s herbicidy a Zivnymi bunkami. Netransformova-

né bunky pfestanou rust a po nékolika tydnech odumiraji.

PfedloZeného vyndlezu je moZno pouzit pro transformaci
v podstaté jakéhokoliv typu rostlin a to jak jednodé&loZnych
tak dvoudéloZnych. -Z plodin, u nichZ je moZno takové trans-
formace pro dosaZeni herbicidni rezistence pouzit, Jje napfi-
klad moZno uvést kukufici, pSenici, ryZi, proso, jelmen, oves,
&¢irok, slunecnici, batéty} vojtésku, cukrovou fepu, druhy
Brassica, rajcata, papriku, soju, tabdk, tykev, brambory, hréch,
podzemnici olejnou, bavlnik nebo kakaovnik. Novych sekvenci
je také moZno pouzivat pro transformaci okrasnych druhd rostlin,

jako jsou ruZe a d¥evnatych rostlin, jako je borovice a topol.

Nové sekvence podle vyndlezu jsou také uZitelné jako se-
lektovatelné markery pri studiich genetiky rostlin. Tak nap¥i-
klad, p¥i transformaci rostliny by bylo moZno sekvence kodu-
jici rezistenci vi¢i imidazolinonim, p¥ipojit k genu, ktery je
pfedmétem z&jmu, jehoZ se ma& pouzit pro transformaci cilové
imidazolinon-senzitivni rostlinné bunky. Do bunky rostliny se
potom zavede konstrukt, ktery obsahuje jak gen, ktery je pfed-
métem z&jmu, tak imidazolinon-rezistentni sekvence a bunky
rostliny se potom nechaji ruist za pfitomnosti ihibic¢niiho
mnozstvi imidazolinonu. Alternativné se miZe postupovat tak,
Ze se druhy gen, ktery je pfedmétem z&jmu ko-transformuje na
separdtnim plasmidu, do bun&k hostitele. Bunky rostliny, které
tento postup preziji, budou pravdépodobné obsahovat jak gen

rezistence, tak gen, ktery je pfedmétem z4djmu a tudiZ, pouze
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transformanty p¥feziji selekéni proces za pouziti herbicidu.
Potvrzeni Uspé3né transformace a exprese obou genu se miZe
provést Southernovou hybridizaci genomové DNA, PCR nebo po-

zorovdnim fenotypické exprese genu.
Vynédlez je bliZe objasnén v ndsledujicich p¥ikladech.

Tyto pfiklady maji vyhradné ilustrativni charakter a rozsah
vyndlezu v Zadaném ohledu neomezuji.

P¥iklady provedeni vynéleéu

pri{klad 1
Potvrzeni herbicidni rezistence celé rostliny na XIl2

Rostliny XI12 se oSet¥i herbicidy v dob2 10 dnu do
stadia V3 listu (4 - 5 listfl, z nichZ 3 obsahuji viditelné
liguly) . Imazethapyr se aplikuje v davce 2 000, 500, 250,
125 a 62,5 g/ha. Chlorsulfuron se aplikuje v davce 32, 16,
8, 4 a 2 g/ha. Rostliny se oZetf{i postemergentné za pouziti
objemu post¥iku 400 1l/ha. Po postfiku se rostliny umisti do
sklenfku , kde se dédle sleduji.

PY¥i v8ech stupnich o3etfeni imazethapyrem zlstavaji
rostliny XI12 neovlivnény. PY¥i tom vSak neni pozorovana
zvy%end rezistence vi&i chlorsulfuronu. Rostliny XI12 tedy
vykazuji selektivni rezistenci va¢i imidazolinonu, na drovni

celé rostliny ( viz obr. 1).

Rezistence rostlin XI12 je d&di¢nd ve formé jediné do-
minantni alely nukledrniho genu. Heterozygné rezistentni
rostliny XI12 se samoopyli . Potomstvo se rozdéli v poméru
3 : 1 (rezistentni : susceptibilni) jak lze o&ekdvat v pfi-
padé jediné dominantni alely jaderného genu. PIi této studii
se segregujici semendlky postfikaji postemergentné lethdlni

davkou imazethapyru (125 nebo 250 g/ha) za pouziti postfiko-



vacich postupd popsanych vySe, za Glelem segregace podle

rezistence.

Extrakce AHAS

Semena rostlin XI12 se zaseji do zemé ve skleniku, v
némZ se udrzuje teplota ve dne i v noci 26,7 °c pfi 15 hodi-
nové osvétlovaci periodé. Rostliny se sklidi 2 tydny po zaseti.
Pro extrakci AHAS se pouZije hlavni C&sti vyhonu. 5 g tké&né
se v kapalném dusiku rozdrti na préSek, ktery se potom homo-
genizuje s pufrem pro stanoveni AHAS, ktery sestédvd z 100 mM
pufru na bazi fosforecnanu draselného (pH 7,5), obsahujici-
ho 10 mM pyruvdtu, 5 mM chloridu hofeé&natého, 5 mM kyseliny
ethylendiamintetraoctové, 100 uM FAD {flavinadenindinukle-
otid), 1 mM valinu, 1 mM leucinu, 10 % glycerolu a 10 mM cys-
teinu. Homogendt se 10 minut odstfeduje pfi otdckdch 10 000
min—l a 3 ml ziskaného supernatantu se nanesou na ekvili-
brovany sloupec Bio-Rad Econo-Desalting (10 DG). Eluce se pro-
v4di 4 ml pufru pro zkouSeni AHAS.

Aktivita AHAS se mé¥i stanovenim obsahu produktu, acetol-
acetétu, po konverzi dekarboxylaci za pfitomnosti kyseliny
na acetoin. Standardni reakéni smési obsahuji enzym v 50 mM
pufru na bdzi fosforeCnanu draselného ( pH 7,0), ktery obsahu-
je 100 mM pyruvdtu sodného, 10 mM chloridu hofe¢natého, 1 mM
difosforednanu thiaminu, 10 uM FAD a vhodné koncentrace ruiznych
inhibitord. Ziskand smés se inkubuje p¥i 37 ¢, po dobu 1 az
3 hodin, v z&vislosti na druhu provaddéného pokusu. Na konci
této inkubaéni periody se reakce zastavi pfidavkem kyseliny
sirové v takovém mnozstvi, aby se ve zkumavce dosdhlo konel-
né koncentrace 0,85 % kyseliny sirové. Reak&ni produkt se ne-
chd dekarboxylovat pfi 60 ©Cc v prub&hu 15 minut. Vytvofeny

acetoin se stanovi inkubaci s kreatinem ( 0,17%) a l-naftolem



(1,7% roztok v 4N hydroxidu sodném). Absorpce barevného kom-

plexu, ktery vznikne, se m@&¥i pfi 520 nm.

Aktivita AHAS z linii B73, A619 nebo jinych linii ku-
kufice divokého typu je vysoce citlivd vi&i inhibici ima-
zethapyrem (Pursuit(R)) s hodnotou I50 l/uM (viz obr. 1).

V kontrastu s timto zji3té&nim vykazuje XI1l2 70 aZ 80% aktivi-
tu enzymu pfi nejvyssich koncentracich (100 uM) produktu Pur-

(R) nebo Arsenal(R)

suit (imazepyr) a pf¥ibliZné& 70% za piitom-
nosti produktu Scepter(R)(imazequin). Tento vysledek ukazuje
na stondsobné zvySeni tolerance aktivity AHAS z XI1l2 vaci
imazethapyru, ve srovndni s aktivitou AHAS .z A619 in vitro.
Senzitivita aktivity AHAS z téchto dvou linii va&i sulfonyl-
modovindm poskytuje zcela odlisny obrézek. Za pIitomnosti

(R)

produktu Oust (sulfometuron methyl) o koncentraci 100 nM

gini aktivita AHAS z XI1l2 pouze 15 aZz 20 %. Aktivita AHAS z

A619 za pritomnosti vyrobku Oust(R)

je 5 aZ 10% a za p¥itomnos-
(R)

ti vyrobku Pursuit 15 - 20% ( viz obr. 1 ).

priklad 3
Klonovadni gent AHAS XI12

Zaseji se semena mutantu XI12 ziskaného z tkanové kultury
imidazolinon-rezistentni kukufice. Rostliny ziskané z t&chto
semen jsou segregujici pro mutantni fenotyp AHAS. Aby se zis-
kalo homozygné rezistentni osivo, provede se samoopyleni popu-
lace rostlin mutantu XI12. Semena jsou homozygni, pokud se
ty&e mutantniho genu AHAS po selekci na herbicidni rezistenci
provdd&nou t¥i po sobé ndsledujici vegetacni cykly. Homozyg-
ni semena se shromd?di a pouZije se jich pro vypéstovdni seme-

nddka, které slouzi pro izolaci genu AHAS.

DNA se extrahuje ze sedm dnd starych etiolovanych seme-

nd&kd homozygni linie XI12. 60 g rostlinné tkéné& se v kapalném
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dusiku rozdrti na prések, ktery se pfevede do 108 ml ex-
trak&niho pufru pro DNA ( 1,4 M chloridu sodného, 2,0 % Ctab
/hexadecyltrimethylamoniumbromid/, 100 mM Tris-Cl o pH 8,0,

20 mM ethyldiamintetraoctové kyseliny a 2 % merkaptoethanolu)
a 54 ml vody. Suspenze se inkubuje 30 minut pfi 50 az 60 °c

a potom se extrahuje stejnym mnoZstvim chloroformu. DNA se
vysrdzi pridavkem stejného mnoZstvi srdZeciho pufru (1 % Ctab,
50 mM Tris-Cl o pH 8,0 a 10 mM ethyldiamintetraoctové kyse-
liny) . GenomovA DNA se pfelisti odst¥edovénim pfi vysoké ry-
chlosti v 6,6M roztoku chloridu cesného a ethidiumbromidu

(rotor Ti80, ot&&ky 50 000 min t, 20 ©

C, 24 hodin). Pfrelis-
tdn4 DNA se extrahuje butanolem, ktery je nasycen soli a 25
hodin dialyzuje proti 3 davkam, vidy po 1 litru dialyzacniho-
pufru (10 mM Tris-Cl o pH 8,0, 1 mM ethyldiamintetraoctové
kyseliny a 0,1M chloridu sodného). Spektrofotometricky se
stanovi koncentrace genomqvé DNA z XIl2, kterd &ini 310 mg/ml.

vytéZek je 0,93 mg.

Genomové DNA z XI12 se pouZije pro vytvofeni genomové
knihovny ve fagu EMBL-3. DNA se C4stedné rozStépi pomoci
Mbol a ziskané fragmenty se separuji na sacharozovém gradien-
tu, za Ulelem zisk&ni fragmentl 8 aZ 22 kb, které se potom
klonuji do mista BamHl EMBL-3. Po ziskdni 2,1 x lO6 nezavislych
klond se knihovna jednou amplifikuje. Titr knihovny je podle

analyzy 9 x 1010

pfu/ml.

Za G&elem ziskd&ni nukleotidovych sond pro analyzu knihov-
ny XI12 se pomoci 800 nt BamHl nukleotidovéd sondy izolované z
genomového klonu AHAS z Arabidopsis t¥id{ cDNA knihovna W22
(divokého typu) v lambda gtll (zakoupeno od firmy Clontech
Inc., California, USA ). FAgy se nanesou v hustoté 50 000 pfu/
15cm miska, pfenesou se na nitroceluldzové filtry, p¥edhybri-
dizuji se v 6 x SSC, 0,2% SDS po dobu 2 hodin a hybridizuji se
s nukleotidovou sondou AHAS z Arabidopsis v 6 x SSC, 0,2% SDS

pfes noc. Identifikuje se 1 pozitivni fdg, ktery se dale pfe-
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gisti a pou?ije se ho pro subklonovani 1,1 kb fragmentu EcoRl.
1,1kb fragment EcoRl se subklonuje do pGemA-4 a pouZije
se ho jako nukleotidové sondy pro identifikaci gend AHAS XI12.

Gencmovd knihovna XI12 se nanese na 12 15cm misek (kon-
centrace 50 000 pfu/misku) a t¥idi se pomoci nukleotidové
sondy cDNA AHAS W22. Filtry se pfedhybrizuji ( 2 hodiny) a
hybridizuji ( p¥es noc )v Churchové pufru (0,5 M fosforecnan
sodny, 1,1 mM ethyldiamintetraoctové kyseliny, 1 % BSA a 7 %
SDS pEi 65 °C, nade? se promyji pfi 65 °C dvakrat Ssc, 0,2%
SDS a 0,3 x SSC, 0,2 % SDS., Ziskd se 12 pozitivnich plakl z
celkem 7,5 x 105 zkoumanych pfu a 5 pozitivnich klonld se déle
gisti a izoluje podle Chisholma (BioTechniques 7: 21 - 23,
1989) . Southernovou analyzou (viz obr. 2) se zjisti, Ze fa-
gové klony pfedstavuji 2 typy klond AHAS. Klony typu 1 ob-
sahuji 1 velky (vét3{ neZ 6,5 kb) fragment Xbal, ktery se hy-
bridizuje se sondou cDNA AHAS. Klony typu 2 obsahuji 2,7 a 3,7
kb fragmenty Xbal, které se hybridizuji se sondou cDNA AHAS.
Southernova analyza genomu XI12 DNA ukazuje, Ze Xbal fragmen-
ty ziskané roz3tépenim genomové DNA a hybridizaci se sondou
cDNA AHAS odpovidaji Xbal fragmentim identifikovanym ve fa-
govych klonech XI12 (viz obr. 3). Restrikéni Stépeni a Souther-
nova analyza také ukazuji, Ze z 5 klonl AHAS pfedstavuje 1 mu-

tatni geny als2 a 4 predstavuji alsl gen.

Geny AHAS odpovidajici mutantnimu mistu na chromozomu 5
(klon 12/8A) a nemutatnimu mfstu na chromozcmu 4 (klon 12/17A)
se subklonuji jako fragment Pstl (klon/8A) nebo jako frag-
ment Xbal (12/17A) do sekvenalniho vektoru pBluescript II
KSml3(+) (pKS+; Stratagene). Jak 2,%b tak 3,7kb Xbal fra-
gment z fégu 12/17A obsahuje 1 Gplnou kopii gend AHAS, které
se identifikuji. Sekvence kazdé z nich se ziskd dideoxy-sekve-
novdnim (za pouZiti sekvena&nich souprav Pharmacia T7), pfi-
dem? se pouZivad primerd, které jsou komplementdrni ke koduji-
ci sekvenci AHAS).
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Metody extrakce DNA, klonovédni genomové knihovny a
t¥{d&ni knihovny jsou stejné jako metody popsané v souvislos-
ti & genomovou DNA XI12. Geny AHAS z B73 se subklonuji do
sekvena&niho vektoru pKS+ ve formé& Xbal ' fragmentd a sekve-
nuji se. Sekvence se ziskd dideoxy-sekvenovdnim, za pouZiti
primerd, které jsou komplementdrni va¢i kodujici sekvenci

AHAS, jak je to popsédno u genu AHAS z SI12.

Rozt¥{idi se genomovd knihovna W22 v EMBL3 (zakoupena
od firmy Clontech Inc., California, USA). Fadgy se nanesou na
misky p¥i hustot& 50 000 pfu/l8cm miska. Potom se pfenesou
na nitrocelulozové filtry a hybridizuji se sondou cDNA AHAS

W22, popsanou vyse (pfehybridizaéni a hybridizac-

ni podminky: 6 x SSC, 0,5% SDS, 1X Denhardova DNA z teleciho
thymu 100 mg/ml, 65 OC; promyvaci podminky : 3X x SSC, 0,2% SDS
2 hodiny p¥i 65 °C a 0,3 x SSC, 0,2% SDS 2 hodiny). Identi-
fikuji se a d4le pfelisti dva pozitivni fagy (12/1A a 12/4-4).

Genomovy klon 12/1A z W22 se subklonuje ve formé Sall
fragmentd 0,78 kb (pGemA-4) a 3,0 kb (pGemA-14 ; Promega) do
vektoru pGem-A2 a ve formé 6,5kb fragmentu Xbal do vektoru
pKS+ (pCD200) . Sekvence kodujiciho vldkna genu AHAS W22 se zis-
k4 dideoxy-sekvenovdnim hnizdovych (nested) deleci vytvofenych ze
subklont .pGem A-14 a pGem A-4 fdgu 12-1A. Této sekvence se
pou?ije pro sestaveni oligonukleotidl, které jsou komplementar-
ni va&i nekédujicimu vldknu AHAS. Sekvence nekodujiciho vlékna
se ziskd dideoxy-sekvenovédnim klonu pCD200 za pouziti prime-
ra, které jsou komplementdrni vic¢i kodujicimu vldknu.PEi komple-
mentaci sekvenovdni genu AHAS W22 se vytvori primery obou
vldken DNA a pouZije se jich pro sekvenovani genl AHAS izolo-

vanych z genomovych knihoven XI12 a B73.



P¥riklad 4
Klonovédni genu AHAS QJ22

Také se ur&i sekvence genu kodujiciho AHAS v linii
kuku¥ice QJ22, kterd je selektivné rezistentni vicéi imidazo-
linonim. Ve vektoru EMBL3 se vytvori genomovd knihovna QJ22.
Knihovna fdgu 800 000 se zkoumd& pomoci 850-nukleotidového
fragmentu SalI/Clal, izolovaného z klonu AHAS (A-4), odvoze-
ného z linie kukufice W22 divokého typu. Ziskd se 5 pozitivnich
fagl, které se podrobi druhému kolu skriningu, za GCelem Cés-
teéné purifikace fdgu. Castelné purifikovany fag se analyzuje
PCR, aby se zjistilo, zda néktery klon pfedstavuje gen alsl
QJ22. Takové klony se identifikuji jako 3,7kb fragment Xbal
s gen—specifick?m mistem SmaI v poloze 495. P¥i druhém skrinin-
gu se zjisti p¥itomnost jednoho pozitivniho klonu, ktery méa

tyto vlastnosti.

PCR produkt se purifikuje za pouZziti obchodné dostupné
soupravy (Magic PCR Preps) od firmy Promega a pfeCiSténa& DNA
se sekvenuje pomoci sekvenaéniho systému na badzi TAQ polyme-
rdzy "fmol", také od firmy Promega. Analyza sekvence obou
vldken DNA mutatni AHAS QJ22 vykazuje nukleotidovy pfechod od
G do A v kodonu pro aminokyselinu 621. Tatc mutace je totoZnd
s mutaci pozorovanou u XI12. Zbytek sekvence je typicky pro

gen alsl.
VYSLEDIKY

Sekvence mutatnich gend AHAS se porovnd se sekvencemi
ziskanymi z linii kukufice divokého typu B73 a W22 (viz obr.7).
Mutatni gen XI12 (XI12/8A) a mutatni gen QJ22 jsou shodné s
genem divokého typu, s vyjimkou zmény aminokyseliny v poloze
621, kde dosSlo k jednomu pfechodu nukleotidu od AGT k AAT
(viz obr. 8). Gen mutantu XI1l2 (XI12/8A) se 1is{ od genu divo-



kého typu B73/7-4 pfidavnym rozdilem v poloze 63. Na druhé
strané, nemutantni kmen AHAS XI12, klonovany v XI12/17A je
zcela homologicky s odpovidajicim genem B73/10-2 v oblasti

kédujici maturovany protein AHAS (data nejsou uvedena).

UloZ2eni biologickych

materialh?u

Ve sbirce American Type Culture Collection, 12301 Park-
lawn Drive, Rockville, Maryland, 20857, USA (ATCC) jsou ulo-
eny ndsledujici biologické materidly:

E. coli XLI Blue harboring plasmid pX12/8A, uloZen
3.&ervence 1991 , pod p¥irustkovym Cislem ATCC 68643;

Semena kuku¥ice XI12, uloZena 16. Cervence 1991, pod
pfirustkovym &islem ATCC 75051.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sekvence nukleovych kyselin monokotyledonu, kdédujici
funk¢éni enzym AHAS, kteryzZto enzym obsahuje v poloze 621
sekvence AHAS kukurice divokého typu substituci aminokyseliny
nebo ktery obsahuje homologickou substituci v sekvenci AHAS
jiného jednodéloZiného druhu rostliny.

2. Sekvence podle naroku 1, kde monokotyledon je Kkukurice
a substituovan je asparagin v poloze 621 enzymu AHAS Kkukufice

divokého typu.

3. Funkéni enzym AHAS monokotyledonu, ktery zahrnuje A
vzhledem k enzymu AHAS monokotyledonﬁ divokého typu substi-
tuci aminokyseliny, kterdzto substituce udéluje enzymu

imidazolinon-specifickou rezistenci.

4. Enzym podle naroku 3, kde monokotyledonem je kukurice
a substituce se naléza v poloze 621 enzymu AHAS kukurice

divokého typu.

5. Enzym podle naroku 4, kde substituovanou aminokyselinou

je asparagin.

6. Transformac¢ni vektor obsahujici nukleovou kyselinu

podle néaroku 1.

7. Hostitelska bunka obsahujici sekvenci nukleovych
kyselin podle naroku 1, nebo vektor podle nadroku 6.

8. Hostitelska bunka podle naroku 7, kterou je rostlinna

nebo bakteridlni bunka.

9. Imidazolinon-specificky rezistentni zrald rostlina
obsahujici sekvenci nukleovych kyselin podle naroku 1 nebo



jeji semena nebo pyl.

10. Zpusob udélovani imidazolinon-specifické rezistence
bunkam rostlin, vy znacujici se tim, Ze se
do bunky rostliny zavede sekvence nukleovych kyselin podle

naroku 1.

11. Zpusob péstovani imidazolinon-specifickych rezisten-
tnich rostlin, vy znacé¢ujici se tim 3e se
péstuje rostlina produkujici enzym podle naroku 3, za

pritomnosti inhibiéniho mnozstvi imidazolinonu.

12. Zpusob selekce hostitelskych bunék, které jsou'aSpééné
selektovany genem, ktery je predmétem zajmu, v y z h acu-
jici se tim Ze se do zvolenych hostitelskych bunék
zavede gen, ktery je predmétem zajmu, pripojeny k sekvenci
nukleovych kyselin podle néroku 1 nebo gen, ktery je
predmétem zajmu, nepripojeny, ale za pritomnosti sekvence
nukleovych kyselin podle naroku 1, buiky se péstuji za
pritomnosti inhibié¢niho mnoZstvi imidazolinonu, nacez se
identifikuji bunky, které prezily, jakoZto bunky obsahujici

gen, ktery je predmétem zajmu.

13. Konstrukt nukleovych kyselin obsahujici sekvenci podle
naroku 1, pripojenou ke genu, ktery kéduje agronomicky
uZitec¢ny charakteristicky znak.
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Met Ala
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*
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1660 1670 1680 1690 1700 1710
4 * ] * - ™
CAG TGG GAG GAC AGG TTC TAT AAG GCC AAC AGA GCG CRC ACA TAC TTIG GGA ARC
Gln Trp Glu AsSp Arg Phe Tyr Lys Ala Asn Arg Ala Eis Thr Tyr Leu Gly Asn

1720 1730 1740 1750 1760
* * * X -

CCA GAG AAT GAA AGT GAG ATA TAT CCA GAT TTC GTG ACG ATC GCC AAA GGG TIC

Pro Glu Asn Glu Ser Glu Ile Tyr Pro Asp Phe Vval Thr Ile Ala Lys Gly Phe

1770 1780 1790 1800 1810

* = * " ~
AAC ATT CCA GCG GTC CGT GTG ACA AAG AAG AAC GAA GTC CGC GCA GCG ATA AaAG
Asn Ile Pro Ala Vval Arg Val Thr Lys lys Asn Glu Val Arg Ala Ala Ile Lys
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- x

* x » ®

AAG ATG CTC GAG ACT CCA GGG CCG TAC CTC TTG GAT ATA ATC GTC CCA CAC CAG
Lys Met leu Glu Thr Pro Gly Pro Tyr Leu Leu Asp Ile Ile Val Pro His Gln
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* *

GAG CAT GIG TTG CCT ATG ATC CCT AAT GGT GGG GCT TTC AAG GAT ATG ATC CTG
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1930 1940 1950 1960

® k3 * *
GAT GGT GAT GGC AGG ACT GTG TAC TGATC TAAAA TCCAG CAAG
Asp Gly Asp Gly Arg Thr val Tyr
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XT12/8A AACSC TCECG CSGCC TCCGA GACAG CCGCC GCAAC CATGS CCACC GCOTEC CECIT C6TeT

W22/ 12 1CoC TCGCG CCECC TCCSA GACAG CCeCC GCAAC CATGG CCACT GCCGC CCCCG CGTeT

b o ¢ At W aeqm . v ae e @ e e s maerty.qeera vaaqa

$1r3i1 121131 1iili 13332 13I1LOLI1il LIl OLIIIL OLILIL OLIIIIC1IilLoiiiil

B73/7-14 IACAC TCGCS CoGCC TCCGA GACAG CCGCC GCAAC CATGS CCACT GCISC CECCSE CEICT

- - = - . by - . A - e e a0 e

11111 113311 231111 L3TLE 11211 3113111 RL2I1 22211 1111 12217 11i:3 LIkt

XT12/8A AACCC TCGCG CCGST TCCGA GACAG CCGCC GTAAC CATGG CCACC GCCGC CGCTG CGTICT
-4

s 70 80 90 100 1:0 120

XI12/8A ACCGC GCTCA CTGGC GCCAC TACCG CTGCE CCCAM GGCGA GGOSK CGGGC GCACT TCCTG

we2/12 ACCGC GOTCA CTGGT GCCAC TACCGE CTGCG CCTaA GGCGA GGIGC CGGGEC GTACT TCCTe

11311 11111 13113l 1311l o1:iii o111TT 11231 11iil oiilil oiiilio11iilolllill

B73/7-4 ACCGC GCTCA CTGGC GCCAC TACCG CTGCG CCCAA GGCGA GELGC CGGGT GCAacC TCCIs

11131 11311 121131 1131311 133211 13I3T 11111 O111:3 O1IIiIOlIEILY Q1111111

XIi2/82a ACCSGC GOTCA CTGGC GCCAC TACCG CTGRG CCCAA GGTGA GGIGC TGG3C GCalt TCCTG

130 140 150 16 190 8

I12/83 GCTAC CCGCSC GCOGCC CTCSC CGEGC CCATC AGETG CTTCAG CGGEIGE TCACCT CGICxh TGEICG

R22/1a GCCAC CCGCC GCGTC CTCGC CGLGT CCaTC AGGTG CTCARCG CEGECE TCACC CGCCA TEICS

11119 bl "1 111771 AR 11311 T4 1T7IvYY oY1 1YY 1111 T30 T1T1

PAEED NS N l..l.LJ. PRSESRS GES _—hmaw el Aww et has Amead: memacma Ambesn Lcmbda ewwew

273/7-4 GCCAC CCGCC GCGCC CTCGC CGCGC CCATC RAGGTG CTCAG CGGCH TCACCT CGICA TGILG

11313 13133 01313133 o:iiiiollirll o1riil olarililr olilil o1IiiOLEEIY o111l Olili

XI12/82 GCCAC CCGCC GCGTC CTCGT CGCGT CCATC AGGTG CTCAG CGGIG TCACC CGBCCA TGICG

130 200 210 220 230 240

XI12/8A ATGGC TCCCC CGGCC ACCCC GCTCC GGICG TGEGE CCCCA CCGAT CCLCG CAAGS GCGCC

¥ >
W22/.3 TGGT TCCECT CGGCC ACCCT GITCC GGCCG TGGGS CCCCA CCGAT CCCCG CAAGE GIGLC
TL137 012311 0122371 0111330331111 013131 033311 o13a1:oriiyoriliroriiiior ol
3T3/7-4 ATGGE TCCCC CGGLCC ACCCT GITCL GGCLS TGGGE CCCCA CLCAg CTLCG CAAGE GrGl:
111211 0113311 01131 0131111111 013331 O11i31 o1 oriiiorialr o1iiiiololl
Ii2/8A ATGGC TCCCEC CGGLCC ACCCC GTUTCL GBLCE TGGGG CCCCA CCGAT CCTLG CAAGE GCGCC

253 280

"
~)
(o=}
[;%]
w
o
<
w
(]
g
o
o

- -
. -~ ~ v~
XIZzZ/ %A GACAT CCOTCS TCGAG TCCCT CGAGC GCTGS GGOGT CCGCG ACGTC TTCGC CTACT CCGGC
W22/ L: GACAT CCTCS TCGAG TCCCT CGAGT GCTGC GGIGT CCGLG ACGIC TTCGC CTACC CCGEC
113111 11311 113131 11311 13:2) 1IIEI O1IIIT LTI ORLIIE OREAIY O1iiii olllll
373/7-4 GACAT CCTCG TCGAG TCCCTT CGAGC GCTGT GECGET CCGCE ACGTC TTCGEC CTACT CCGGEl
11 TITIOSIITIOTIITL OLAINIT 1AEorIALL OT3rILorIuiioTIIdyoriiiioirana
B O A A A D A S O O R D T T b T L A R 54 B ————
XI1Z/8A GACAT CCTCG TCGBAG TCCCT C3AGT GCTGT GGIGT CCGCG aCGTC TTCGC CTACT CCGGL
317 320 330
KI22/84A GGCGC GTCCAR TGEAG ATCCA CCAGG CacTC ACTls
W2T L0 GGCGC GTCTX TGGAG ATCCTA CTAGE CACIC ACTCe
LITIY OLILIIOTIIRY iTiil o o:illlloliiiioiiiil
LBTI/T-4 GGC3C GTCCA TGBAG ATCCA CTTAGE QACTC ACTCS
LI OTTILLOLILALOLInLyoLILiiroliLiiotinns
DUNDED I P R 1lo.a Lozl
XKT2.73x GECGC 53TCCA TGGAG ATCCZA CTARGG CTARCUTC ACCCC
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370 380 390 400 410 420
XI12/8A TTCCG CCACG AGCAA GGGGA GGCCT TTGCG GCCTC CGGCT ACGLG CGCTC CTCGG GCCGC
> :
w22/1A rmCCG CCACG AGCAA GGGGA GGCCT TTGCG GCCTC CGSCT ACGCG CGCTC CTCGG GCCSC
13i11 11111 11111 11121 11111 1111 12111 11111 11111 11211 11111 11111
B73/7-4 +7CCG CCACG AGCAA GGGGA GGCCT TTGCe GCCTC CGSCT ACGCG CGCTC CTCGG GCCEC
11:17 11111 11111 11131 11111 1311 11111 13121 11111 11111711111 11111
XI12/8A T7CCG CCACG AGCAA GGGGA GGCCT TTGCG GCCTC CGGCT ACGLG CGCIC CTCEG GCCeC
430 440 1450 460 470 480
XI12/8A GTCGG CGTCT GCATC GCCAC CTCCG GCCCC GGCGC CACCA ACCTT GTCTC CGCGC TCGLC
) >
W22/1A GTCGG CGTCT GCATC GCCAC CTCCG GCCCC GGCGC CACCA ACCTT GICTC CGCGE TCGCC
* 11111 23211 11311l 11311 33311 11211 11111 11112 11311 11111 11111 11111
B13/7-4 GTCGG CGTCT GCATC GCCAC CTCCG GCCCC GGCGC CACCA ACCTa GTCTC CGCGC TCGCC
' 11111 113111 11112 11111 11111 11131 11111 12311 1111 11111 11111 11111
X112/8A GTCGG CGTCT GCATC GCCAC CTCCG GCCCC GGCGC CACCA ACCIT GTCTC CGLGC TCGLC
4390 500 510 520 530 540
X112/8a GACGC GCTGC TCGAT TCCGT CCCCA TGGTC GCCAT CACGG GACAG GTGCC GCGAC GCATG
w22/1A GACGC GCTGC TCGAT TCCGT CCCCA TGGTC GCCAT CACGG GACAG GTGCC GCGAC GCATG
$13111 11111 11111 112131 11111 31111 131111 111313 11111 23111 11111 11111
B73/7-4 GACGC GCTGC TCGAT TCCGT CCCCA TGGTC GCCAT CACGG GACAG GTGCT GCGAC GCATG
£2311 11111 11111 11111 111311 33111 11113 11211 131131 11111 111131 13111
XI12/86A GACGE GCTGC TCGAT TCCGT CCCCA TGGTC GCCAT CACGG GACAG GTGCC GCGAC GCATG
550 560 - 570 580 S350 600
X112/82 ATTGG CACCG ACGCC TTCCR GGAGA CGCCC ATCGT CGAGG TCACC CGCTC CATCA CCRAG
W22/1A ATTGG CACCG ACGCC TTCCA GGAGA CGCCC ATCGT CGAGG TCACC CGCTC CATCA CCARG.
11111 11111 11111 11111 11111 11111 11311 11321 11111 11111 11111 11111
B73/7-4 ATTGG CACCG ACGCC TTCCA GGAGA CGCCC ATCGT CGAGG TCACC CGCTC CATCA CCAAG
11111 11111 11311 11113 131111 11111 11131 12221 11111 11111 11111 1111l
I112/8A ATTGG CACCG ACGCC TTCCA GGAGA CGCCC ATCGT CGAGG TCACC CGCTC CATCA CCAAG
. 610 620 6§30 640 €S0 680
X112/8a CACAA CTACC TGGTIC CTCGA CGTCG ACGAC ATCCC CCGCG TCGTG CAGGA GGCTT TCTTC
W22/:iA CACAA CTACC TGGTC CTCGA CGTCG ACGAC ATCCC CCGCG TCGTG CAGGA GGCTT TCTTC
11111 11211 121131 111311 113313 21111 111311 113111 11111 111311 11111 11211
B73/7-4 CACAE CTACC TGGTC CTCGA CGTCG ACGAC ATCCC CCGCG TCGTIG CAGGA GGCTT TCTTC
: 11111 11111 113111 111311 11113 11211 11111 33111 11317 11111 11111 11111
Xi12/8a CACAA CTACC TGGTC CTCGA CGTCG ACGAC ATCCC CCGLG TCGTG CAGGA GGCTT TCTTC
670 680 650 700 710 720
XI12/8A CTCGC CTCCT CTGGT CGACC GGGGC CGGTG CTTGT CGACA TCCCC AASGA CATCC AGCAG
. > .
W22/1a CTCGC CTCCT CTGGT CGACC GGGGC CGGTG CTTGT CSGACA TCCCC AAGGA CATCC AGCAG
11111 13111 31121 11111 1311 11113 11112 11111 11311 11111 11321 11111
B73/7-4 CTCGS CTCCT CTGGT CGACS aGGGC CGGTG CTTGT CGACA TCCCC AAGGA CATCC AGCAG
11111 11111 11311 11111 1111 212111 13111 11331 1113% 21111 11111 11111
KT12/8A CTCGC CTCET CTGGT CGACC GGGGC CGGTG CTTGT CGACA TCCCC AAGSA CATCC AGCAG
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730 740 750 760 770 780
X112/8A CAGAT GGCGG TGCCT GTCTG GGACA AGCCC ATGAG TCTGC CTGGG TACAT TGSGC GCCTT
wW22/1A CAGAT GGCGG TGCCT GTCTG GGACR AGCCC ATGAG TCTGC CTGGG TACAT TGCGC GCCIT
11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 13111 1111l 11111 11111 11111
B13/7-4 CAGAT GGCGG TGCCT GTCTG GGACA AGCCC ATGAG TCTGC CTGGG TACAT TGCGC GCCTIT
11111 11111 11111 11111 11111 211111 111131 11111 711113 113111 11111 1111l
XI12/8A CAGAT GGCGG TGCCT GTCTG GGACA AGCCC ATGAG TCTGC CTGGG TACAT TGCGC [cloloyw
790 800 810 820 830 . 840
XI12/8A CCCAA GCCCC CTGCG ACTGA GTTGC TTGAG CAGGT GCTGC GTCTT GTTGG TGAAT CCCGG
>
W22/1A CCCAA GCCCC CTGCG ACTGA GTTGC TTGAG CAGGT GCTGC GTCTT GITGG TGAAT CCCGo
. 31111 11111 11111 11111 11131 11311 11131 11111 11111 11111 11111 11111
B13/7-4 CCCAR GCCCC CTGCG ACTGA GTTGC TTGAG CAGGT GCIGC GICTT GTTGG TGAAT CgCGaG
- 11111 11131 1313111 11111 31111 11111 11111 131131 11111 11111 113111 1 111
XL12/8A CCCAR GCCCC CTGCG ACTGA GTTGC TTGAG CAGGT GCTGC GTCIT GTTGG TGAAT CCCGG
850 860 870 880 890 900
XI12/82 CcGCCe TGTTC TTTAT GTTGG CGGTG CGTGC GCAGC ATCTG GTGAG GAGTT GCGAC GCTTT
>
w22/1A CGCCC TGTTC TTTAT GTTGG CGGTG GCTGC GCAGC ATCTG GTGAG GAGTT GCGAC GCTTT
11111 11111 11111 11 11 11111 11113 31111 13311 11121 11111 11111 11111
B73/7-4 CGCCC TGITTC TTTAT GTgGG CGGTG GCTGC GCAGC ATCTG GTGAG GAGTT GCGAC GCTTT
31111 11111 11111 11 11 11131 13111 11113 11121 12311 11111 11131 11111
XI12/SA CGACC TGTTC TTTAT GTTGG CGGTG GCTGC GCAGC ATCTG GTGAG GAGTT GCGAC GCTTT
3190 820 930 940 950 960
XI12/8A GTGGA GCTGA CTGGA ATCCC GGTCA CAACT ACTCT TATGG GCCTC GGCAA CTTCC CCAGC
w22/12 GTGGA GCTGA CTGGA ATCCC GGTCA CAACT ACTCT TATGG GCCTC GGCAA CTTCC CCAGC.
31111 21111 133311 11321 11131 21111 11311 131l 13111 11111 11111 11111
B73/7~-4 GTGGA GCTGA CTGGA ATCCC GGTCA CAACT ACTCT TATGG GCCTC GGCAA CTTCC CCAGC.
. 11111 11111 11111 12111 11111 11221 13111 11111 11111 11111 11111 11111
XI12/8A GTGGA GCTGA CTGGA ATCCC GGTCA CAACT ACTCT TATGG GCCTC GGCAA CTTCC CCAGC
1} .
§70 980 990 1000 1010 1020
XI12/8A GACGA CCCAC TGTCT CTGCG' CATGC TAGGT ATGCA TGGCA CGGTG TATGC AAATT ATGCA
>
¥w22/1a GACGA CCCAC TGTCT CTGCG CATGC TAGGT ATGCA TGGCA CGGTG TATGC AAATT ATGCA
11131 11112 11111 11111 11111 11131 11111 123 3 11111 11111 11111 11111
B73/7-4 GACGA CCCAC TGTCT CTGCG CATGC TAGGT ATGCA TGGgA CGGTG TATGC AAATT ATGCA
11111 11111 11111 21231 11111 223131 313111 111 1 112121 13111 11111 11111
XI12/8A GACGA CCCAC TGTCT CTGCG CATGC TAGGT ATGCA TGGCA CGGIG TATGC AAATT. ATGCA
1030 1040 1050 1060 1070 1080
XIl2/8A GTGGA TAAGG CCGAT CTGTT GCTTG CACTT GGIGT GEGGT TTGAT GATCG TGTGA CAGGG
wW22/1A GTGGA TAAGG CCGAT CTGTT GCTTG CACTT GGIGT GCGGT TTGAT GATCG TGTGA CAGGG>
11111 11211 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11311 1111l
B72/7-4 GTGGA TAAGG CCGAT CTGTT GCTTG CACTT GGTGT GCGGT TTGAT GATCG cGTGA CAGGG>
111311 17111 11111 11121 113112 11111 11111 11111 11311 1111 1111 1111l
XI12/82A GTGGA TAAGG CCGAT CTGTT GCTTG CACTT GGIGT GCGGT TTGAT GATCG TGTGA CAGGG
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X112/8A
W22/1A
B73/7-4

XI12/8A

XI12/8A
W22/1A
B73/7-4
&
;112/8A
"
XI12/8A
W22/1A
B873/7-4

XI12/8A

XI112/8a
W22/1A
B73/6S

XI12/84

XIl2/8A
wW22/1A
B73/7-4

XI12/8A

XI112/8A
W22/1A
B73/7-4

XX12/8A

ARGAT

AAGAT
11111
AAGAT
11111
AAGAT

ATTGG

ATTGG
11111
ATTGG
11111
ATIGG

GGCAT

GGCAT
11111
GGCAT
11111
GGCAT

AACGA

AACGA
11111
AARCGA
111
AACGA

GAGAT

GAGAT
11111
GAGAT
11111
GAGAT

ATCGG

ATCGG
11111
ATCGG
11111
ATCGG

1090
TGAGG

TGAGG
11111
TGAGG
11111
TGAGG

1150
CAAGA

CAAGA
11111
CAAGA
11111
CRAGA

CTTTT

CITTIT
11111
CITIT
11111
CTTTT

ACAAG

ACANG
11111
ACRAG
11111
ACAAG

1210

GAATG

GAATG
11111
GAATG
11111
GAATG

1270
TGAGT

TGAGT
11111
TGAGT
11111
TGAGT

1330
CCAaGC

CCAGC
11111
CCAGC
11111
CCAGC

1390
CACAG

CACAG
11111
CACAG
11111
CACAG

CTCTT

CICTT
11111
CICTIT
11111
CTCTT

TGGAT

TGGAT
11111
TGGAT
11111
TGGAT

CACAA

11111
CACAR
11111
CACAA

GTGTT

GTGTIT
11111
GTGTT
11111

GTGTT

1100
GCAAG

GCAAG
11111
GCAAG
11111
GCAAG

1160
CAGLC

CAGCC
11111
CAGCC
11111
CAGCC

1220
CTTGA

CTTGA
11111
CTTGA
11111

CTTGA

1280
CAGCA

CAGCA
11111

11111
CAGCRA

1340
TATGC

TATGC
11111
TATGC
11111
TATGC

1400
GGGCA

11111
GGGCA
11111

CAGGG

CAGGG
11111
CAGGG
11111
CAGGG

ACATG

ACATG
1i111
ACATG
11111
ACATG

AGGAA

AGGAA
11111
AGGAA
11111

AGGAR

GAAGA

GAAGA
11111
GAAGA
11111
GAAGA

TATIC

TATTC

11111
TATTC

211111

TATTC

GCACC

GCACC
11111
GCACC
11111
GCacce
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1110
CTAAG

CTAAG
1111Y
CTAAG
11111
CTAAG

1170
TGTCC

TGTCC
11111
TGTCC
11111
TGTCC

1230

GCACA
11121
GCACA
11111
GCACA

1290
GGGAA

11111
GGGAA
11111
GGGAA

1350
AGGTT

AGGTT
11111
AGGT?T
11111
AGGTT

1410
AGATG

AGATG
11111
AGATG
11112
AGATG

ATTGT

ATTGT
11111
ATTGT
11111
ATTGT

ATCTG

ATCTG
111
ATCTG
11111
ATCTG

TCAAA

TCAAR
11111
TCAAA
11111
TCRAA

TTCCC

TTCCC

11111

TTCCC
11111
TTCCC

CTTGA

CITGA
11111
CTTGA
11111
CTITGA

TGGGC

TGGGC
11111
TGGGC
11111
TGEGC

1120
GCACG

GCACG
11111
GCACG
11111
GCACG

1180
TGCAG

11111
TGCAG
1111}
TGCAG

1240
GAAGA

GAAGA
11111
GAAGA
11111
GAAGA

1300
CCTTG

11111

CCTIG
11111
CCITG

1360
TGAGC

TGAGC

11111
TGAGC
11111
TGAGC

1420
GGCAC

11111

11111

TGAT

TIGAT
11111
TTGAT
11111
TTGAT

ATGTT

ATGTT
11111
ATGTT
11111
ATGTT

GCTTT

GCTIT
11111
GCTTIT
11111
GCTTT

GGTAT

GGTAT
11111

GGTAT

11111
GGTAT

TGACG

TGACG
11111
TGACG
11111
TGACG

AGTAC

AGTAC
11111
AGTAC
113111
AGTAC
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1130
ATTIGA

ATTGA
11111
ATTGA
11111

ATTGA

1190
AAGCT

AAGCT
11111
AAGCT
11111
AAGCT

1250
GACTT

GACTT
11111
GACTT
11112
GACTT

1310
AAAAC

11111

11111
AAAMC

1370

AAAGG
11111

11111
AAAGG

1430
TACAC

TACAC
11111
TACAC
11111
TACAC
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TCCGG

TCCGG
11111
TCCGG
11111
TCCGG

TGCTT

TGCTIT
11111
TGCTT
11111
TGCTT

TGGCT

TGGCT
11111
TGGCT
11111
TGGCT

ATCTA

ATCTA
1111y
ATCTA
11111
ATCTA

CGAGG

CGAGG
11111
CGAGG
11111
CGAGG

TTACA

TTACA
11111
TTACA
11111
TTACA

1140
CTGAG

CTGAG
11111
CIGAG
1111
CTGAG

1200
TGCAG

TGCAG
11111
TGCAG
11111
TGCAG

1260
CATGG

CATGG
11111
CATGG
11111
CATGG

1320
ATGAG

ATGAG
11111
ATGAG
11111
ATGAG

1380
CCATC

CCAIC
11111
cecarc
11111
CCATC

1440
AGCGG

AGCGG
11111
RGCGG
11111
AGCGG
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XI12/82
wW22/1A
B73/7-4

XX12/8A

XI12/8A
W22/1A
B73/7-4

XIl2/8A

XIl2/8A
W22/1n
B73/7-4

XI12/8A

XI12/8A
wW22/1A
B73/7-4

XI12/8a

XI12/8X
w22/1A
B73/7-4

XI12/8A

XIl2/8A
w22/1a
B873/7-4

XI12/8A

CCAAG

CCAAG
11111

11111
CCAAG

GCTGG
11111
GCTGG
11111
GCTIGG

TTTCT

TTTCT
11111
TTTCT
11111
TTTCT

TTTGT

TTIGT
11113
TTTGT
11111

GCCAA
11111

1111
GCCAA

TTCGT

TTCGT
11111
TTCGT
11111
TTCGT

1450

GCAGY
11111
GCAGT
11111
GCAGT

1510

TGCTT
11111

11111
TGCTT

1570
CATGA

CATGA
11111
CATGA
11111
CATGA

1630
GCTAA

GCTAA

11111
GCTAA
11111
GCTAA

1690

11111

11111
CAGAG

1750

GACGA

GACGA
11111
GACGA
11111
GACGA

GGTTG
11111
GGTIG
11111
GGTIG

CTGIG

CTGIG
11111
CTGTG
11111
CIGIG

ACGTT

ACGTT
11111
ACGTT
11111
ACGTT

ACAAC

11111
ACAAC
11111
ACARC

CGCAC

11111

pREh B E
CGCAC

TCGCC

TCGCC
1111l
TCGCC
1111l
TCGCC

1460
TCTTC

TCTIC
11111
TCITC
11111
TCTTC

1520
GCCAR

GCaAA
11111
GCaAA
11 11
GCCAA

1580
CAGGA

11111
CAGGA
11111
CAGGA

1640
CAGCR

CAGCA
11111
CAGCA
111
CAGCA

1700
ACATA

ACATA
11111
ACATA
11111
ACATA

1760
AARGG
11111

11111
AAAGG

AGCTG

AGCTG
11111
AGCTG
11111
AGCTG

CCCAG

CCCAG
11111
CCCAG
11111
CCCAG

GCTAG

GCTAG
11111
GCTAG
11111
GCTAG

CCTGG

CCIGG
11111
CCIGG
11111
CCTGG

CTTGG

CTTGG
11111
CITGG
11111
CITTGG

GTITCA

GTITCA
11111
GTTCA
11111
GTTCA

1470
GTCTT

GTCIT
11111
GICTT
11111
GTCIT

1530
GTIGTT

GTGTT
1111
GTGTC
1111
GIGTT

1590
CTATG

CTATG
11111
CTATG
11111
CTATG

1650
GGATG

GGATG
11111
GGATG
1111
GGATG

1710
GAAAC

11111
GARAC
11111
GAAAC

1770
ACATT

ACATT
11112
ACATT
11111
ACKTT

GGGSC

11111
GGGGE
11111
GGGGE

ACIGT

ACIGT
11111
ACTGT
11111
ACTGT

ATCCG

ATCCG
11111
ATCCG
11111
ATCCG

GTGGT

GTGGT
11111
GTGGT
11111
GTGGT

CCAGA

CCAGA
11111
CCAGA
11111
CCAGA

CCAGC

11111
CCAGC
11111
CCAGC

1480
TATGG

TATGG
11111
TATGG
11111
TATGG

1540
TGTTG

TGITG
11111
TGTTG
11111
TGTTG

1600
AATTG

AATTG
11111
AATTG
11111
AATTG

1660
GCAGT

GCAGT
11111
GCAGT
11112
GCAGT

1720
GAATG

GAATG
11111

GAATG .

11111
GAATG

1780
GGTCC

GGICC
11111
GGTCC
11111
GGTCC

GATTT

GATTT
11111
GATTT
11111
GATTT

ACATC

ACATC
11111
RACATC
11
ACATC

AGAAC

AGAAC
11111
AGARC
11111
AGAAC

GGGAG
GGGAG
1111
6GGAG
1111
GGGAG

AAAGT

AMAGT
11112

11111
MAAAGT

GTGTG

GTGTG
11121

11111
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1490
GGTIT

11111
GGTIT
11111
GGTTT,

1550
GATGG

GATGG
11111
GATGG
11111
GATGG

1610
CTCCC

cTCCC
11111
CTCCC
11111
CTCCC

1670
GACAG

11111
11111
GACAG

1730
GAGAT
GAGAT

11111
GAGAT

1111

GAGAT

1790
ACAAA

ACAAA
11111
ACAAA
11111
ACAAA

GCCGG

1111l

11111
GCCGG

AGATG

AGATG
11111

11111
AGATG

GGTGA

GGTGA
1111
aGTGA
1111
GGTGA

GTTCT

GTIC?
11111
GTICT
11111
GTTCT

ATATIC

ATATIC
1111
ATATC
11111
ATATC

GAAGA
11111
GAAGA
11111
GAAGA

1500
CIcCT

11111
CIGCT!
i1l
CIGCT

1560
GTAGC

GIAGC
11111
GTAGC.
11111
GTAGC

1620
AGGTIC

AGGTC
11111
AGGIC
11111
AGGTC

1680
ATAAG

ATARG.
11112
ATAAG.
11112
ATAAG

1740
CAGAT

CAGAT
11111
CAGAT:
11111
CAGAT

1800
ACGAA

11111
ACGAA
11111

ACGRA
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PR

XI12/8A
w22/1A
B73/7-4

XI12/8A

XI12/8A
W22/1A
B73/7-4

XI12/8a

XI12/8A
W22/1A
B23/7-4

XI12/%&A

GTCCG

GTCCG
11111
GTCCG
11111
GTCCG

GTCCC

GTCCC
11111
GTCCC
11111
GTCCC

ATCCT

ATCCT
11111
ATCCT
11111

ATCCT

1810
CGCAG

CGCAG
11111
CGCAG
11111
CGCAG

1870
ACACC

ACACC
11111
ACACC
11111
ACACC

1930
GGATG

GGATG
1111
GGATG
11111
GGATG

CGATA

CGATA
11111
CGATA
11111
CGATA

AGGAG

AGGAG
1111l
AGGAG
11111
AGGAG

TGAT

GTGAT
11111
GTGAT
11111
GTGAT

1820
AAGAA

AAGAA
11111
AAGAA
11111
AAGAA

1880
CATGT

CATGT
11111
CATGT
11111
CATGT

1340
GGCAG

GGCAG
11111
GGCAG
11111
GGCAG

GATGC

GATGC
11111
GATGC
11111
GATGC

GTTGC

GITGC
11111
GTTGC
11111
GTTIGC

GACTG

GACTG
11111
GACTG
11112
GACTG

1830
TCGAG

TCGAG
11111
TCGAG
11111
TCGAG

1890
CTATG

CTATG
11111
CTATG
11111
CTATG

1950
TGTAC

TGTAC
11111
TGTAC
11111
TGTAC

ACTCC

ACTCC
11112
ACTCC
11112
ACTCC

ATCCC

ATCCC
11111
ATCCC
11111
ATCCC

TGATC

TGATC
11111
TGATC
11112
TGATC

1840
AGGGC

AGGSC
11112
AGGGC
11111
AGGGC

1900
TAATG

TAGTG
11111
TAGTG
11 11
TAATG

1960
TAAAR

TARAA
11111
TARAA
11111
TAARA

CGTAC

CGTAC
11111
CGTAC
131111
CGTAC

GTGCGG

GTGGG
11111
GTGGG
11112
GTGGG

TCCAG

TCCAG
1111
TCCAG
11112

CCAG
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1850
CTCTT

CTCTT
11111
CICTT
11111
CTCT?

1910
GCTTIT

GCTTT
11111
GCTTT
11111
GCTTT

CAAG

CARG>
1111
CAAG>
1111

CAAG

P 238 ~42

GGATA

GGATA
11111
GGATA
11111
GGAT

CRAGG

CAAGG
11111
CAAGG
11111
CAAGG

1860
TAATC

TARTC
11111
TAATC
11112

TAATC

1920
ATATG

ATATG
11112
ATATG
11111
ATATG
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W22/1A
B73/7-4

XI12/8a

XT12/8A
W22/1A
B73/7-4

XIl2/8a

XI12/8a
W22/1A
B73/7~-4

XI12/8A

MATAA

MATAA
11111
MATAA
11111
MATAA

PTDPR

PTDPR
11 11
PTePR
11 11
PTDPR

GYARS

GYARS
11111
GYARS
11111
GYARS

EVIRS

11111
EVTRS
11111
EVTRS

LPGYI

LPGYI
1111l
LPGYI
11112
LPGYI

10

AASTA

AASTA
11111
AASTA
1111l
AASTA

70

KGADI

KGADI
11111
KGADI
11111
KGADI

130
SGRVG

SGRVG
11111
SGRVG
11111
SGRVG

130
ITKHN

ITKHN
11111
ITKHN
11111
ITKHN

280
ARLPK

ARLPXK
11111
ARLPK
11111
ARLPK

LTGAT

LTGAT
121 1
LTGAT
11111
LTGAT

LVESL

LVESL
11111
LVESL
11111
LVESL

VCIAT

VCIAT
11111
VCIAT
11111
VCIAT

YLVLD

YLVLD
11111
¥LVLD
11111
YLVLD

PPATE

PPATE
11112
PPATE
11111
PPATE

39

20

TAAPK

TAAPK
11111
TAAPK
11111
TAAPK

80

ERCGV

ERCGV
11111
ERCGV
11111
ERCGV

140
SGPGA

SGPGA
11111
SGPGA
11111
SGPGA

-0
VDDIP

VDDIP
11111
VDDIP
11111
voDIP

260
LLEQV

LLEQV
11111
LLEQV
11111
LLEQV

ARRRA

ARRRA
11111
ARRRA
11111
ARRRA

RDVTA

RDVEA
11111
RDVEA
11111
RDVFA

TNLVS

TNLVS
1111l
TNLVS
11111
TNLVS

RVVQE

RVVQE
11111
RVVQE
11111
RVVQE

LRLVG

LRLVG
11111
LRLVG
11111
LRLVG
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30
HLLAT

HLLAT
11111
HLLAT
11111
HLLAT

80
YPGGA

YPGGA
11111
YPGGA
11111
YPGGA

150
ALADA

11111
ALADA
11111

210
AFFLA

AFFLA
11111
AFFLA
11111
AFFLA

270
ESRRP

ESRRP
11111
ESRRP
111
ESRRP

RRALA

RRALA
11111
RRALA
111

SMEIH

SMEIH
11111
SMEIH
11111
SMEIH

LLDSV

LLDSV
11111
LLDSV
11111
LLDSV

SSGRP

SSGRP
11111
SSGRP
11111
SSGRP

VLYVG

ViYVG
11111
VLYVG
1111
VLYVG

49
APIRC

APIRC
11111
APIRC
1111l
APIRC

100
QALTR

QALTR
11111
QALTR
111
QALTR

160
PMVAI

PMVAI
1111
PMVAI
11111
PMVAI

220
GPVLV

GPVLV
11111
GPVLYV
11111
GPVLV

280
GGCAR

11111
GGCAA
1111
GGCaA

SAAS?

SAASP
1111
SAASP
11111
SAASP

SPVIA

SPVIA
11111
SPVIA
1111
SPVIA

TGQVP

TRVP
11111
TGQvP
11111
TGQVP

DIPKD

DIPKD
11111
DIPKD
11111
DIPKD

SGEEL

SGEEL
11111
SGEEL
11111
SGEEL

TV
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AMBMA

AMPMA
11111
AMPMA
11111
AMPMA

110
NHLFR
NHLFR
11111
NHLFR

11111
NHLEFR

170
RRMIG

RRMIG
11111
RRMIG
11111
RRMIG
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