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Rostlinné expresni vektory, transformované rostlinné builky a zpilisob pro zlepfeni genové
exprese v rostlinich

Oblast techniky

Vynalez se obecné tykd genového inZenyrstvi rostlin. Pfesnéji se tyka zdokonalenych systémi
genové exprese pro transgenni rostliny s pouZitim riiznych kombinaci genovych elementi v rost-
linné expresni kazeté. Vynalez se dale tyka rekombinantnich DNA molekul, které obsahuji geno-
vé elementy, a mikroorganismd, rostlinnych bunék a rostlin transformovanych DNA molekulami.
Vynilez se dile tyka zpisobu pro zlepfeni genové exprese v rostlinach.

Dosavadni stav techniky

Souéasné postupy genového inZenyrstvi poskytuji potéebné nastroje, které umoziiuji transformo-
vat rostliny tak, aby obsahovaly cizi geny. Konstruktem poZadovaného rekombinantniho rostlin-
ného genu a jeho zavedenim do rostlinnych bun€k je dnes moZné vytvotit transgenni rostliny,
které maji jedine€né znaky z hlediska hospodairského vyznamu.

V genovém inZenyrstvi rostlin jsou velmi cenény konzistentni a spolehlivé genové elementy pro
pouZiti pii konstrukci rekombinantnich rostlinnych gen. Mnoho takovych elementl miZe zvysit
urovné genové exprese uritého genu, ktery je stfedem zijmu. Pfitom maji tyto elementy nékolik
vyhod. Za prvé, miZe byt diky optimalni kombinaci genovych elementi, které poskytnou zvyie-
né urovné exprese, dosaZzeno lépe vyjadifen¢ho fenotypu. To je zpiisobeno v mnoha piikladech
pozorovanym vztahem mezi Urovni transgenni exprese v transgenni rostliné a velikosti zmény
pozadovancho znaku rostliny.

Za druhé, nepiekladané genové elementy, které jsou schopny zlepsit expresi, mohou sniZit na
minimum nékteré kroky v produkci transgennich rostlin. Cim vy#si jsou dosaZené drovné expre-
se, tim men3i je pocet rostlin, které je zapotiebi vyprodukovat a vytfidit, aby byly ziskany ty rost-
liny, které produkuji mnoZstvi cilového proteinu nebo molekulu RNA postadujici k tomu, aby se
projevil poZadovany, z hlediska zemédélského vyhodny, fenotyp.

A konetné, znalost riznych alternativ genovych elementti poskytuje navic tu vyhodu, Ze je moz-
no sniZit pfebytek vektorovych elementli. Jsou-li tedy namnoZené nezévislé trasgeny zavedeny
do transgennich rostlinnych linii, pouZiti alternativnich expresnich vektorovych elementl v riz-
nych transgenech pomaha sniZit inhibici genové exprese, ktera souvisi s homologii.

Podstata vynalezu

Vynilez poskytuje kombinace genovych elementd pro pouZiti pfi konstrukci rekombinantnich
molekul DNA, které jsou schopny exprese v rostlinich. Rekombinantni molekula DNA obsahu-
jici kombinace genovych elementi podle vyndlezu vykazuje zvySené drovné exprese, coZ je
vyhodné pro transformaci a regeneraci transgennich rostlin. ZvySené urovné exprese dosaZitelné
pomoci elementii podle vynédlezu maji Eetné vyhody, naptiklad mén& naroény tfidici proces, ktery
je nezbytny pro produkci transgennich rostlin a zlepSeni fenotypil takto produkovanych rostlin.
Elementy jsou kromé toho vhodnymi alternativami pro zlepSeni moZnosti uplatméni genu v tras-
gennich rostlinach, protoze minimalizuji opakovéani sekvenci, které byva spojeno s nestabilitou
transgenni exprese.

Z jednoho hiediska tedy vynélez poskytuje rekombinantni molekulu DNA, ktera obsahuje funkg-
né pfipojené ve sméru 57, 3"
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(a) promotorovou sckvenci, ktera je funkéni v rostlinach;

(b) 5 neprekladanou vedouci sekvenci SEQ NO 52 izolovanou z nukleotidové sekvence spoje-
né s genem vybranym ze skupiny sestavajici z pieniéného genu pro vazebny protein chloro-
fylu a/b:

(¢) sekvenci intronu, vybranou ze sekvenci SEQ NO 47 az 51, izolovanou z nukleotidové sek-
vence spojené s genem vybranym ze skupiny sestavajici z ryzového genu pro aktin, ryZoveé-
ho genu pro sacharozasyntazu, ryzového genu pro fenylalaninamoniumlygazu, ryzového
genu pro amylazu a kukufigného genu pro protein tepelného Soku;

(d) kodujici sekvenci DNA, kterd je funkéni v rostlinach a

(e) 3 nepiekladanou terminaéni sekvenci, vybranou ze sekvenci SEQ NO 58 az 63, izolovanou
z nukleotidové sekvence spojené s genem vybranym ze skupiny sestavajici z pSeniéného
genu pro protein tepelného soku, pseniéného genu ubichitinu, pieni¢ného genu pro frukto-
7a—| 6-bisfosfatazu, ryzového genu pro glutelin, ryzového genu pro laktatdehydrogenazu
a ryzového genu pro beta—tubulin.

7 daliiho hlediska poskytuje vynalez Zpiisob pro zlepseni genové exprese v rostlinach, pficemz

(a) rostlinné buiiky s rekombinantni molekulou DNA, ktera obsahuje, funk&né spojené ve sméru
5,3

(1) promotorovou sekvenci;

(i) 5' nepiekladanou vedouci sekvenci spojenou s genem vybranym ze skupiny sestavajici
z pieniéného genu pro vazebny protein chlorofylu a/b a jeho funkéné ekvivalentnich
variant;

(iii) kodujici sekvenci DNA;

(iv) sekvenci intronu spojenou s genem vybranym ze skupiny sestavajici z ryZového genu
pro aktin, ryzového genu pro sachardzasyntazu, ryZzového genu pro fenylalaninamo-
niumiygazu a jejich funkéng ekvivalentnich variant a

{v) 3" nepiekladanou termina&ni sekvenci spojenou s genem vybranym ze skupiny sesta-
vajici z pieniéného genu pro protein tepelného Soku, p3eni¢ného genu ubichitin, pSenig-
ného genu pro fruktoza—1,6-bisfosfatazu, ryZzového genu pro glutelin, ryZového genu
pro laktatdehydrogenazu a ryZového genu pro beta— tubulin a jejich funkéné ekvivalent-
nich variant, se transformuji;

(b) rostlinné buiiky, které byly transformovany, se vyberou; a
(c) regenetuji se pro ziskani odli3né rostliny.

Dalsim piedmétem vynalezu je rostlinna buiika obsahujici DNA molekuly podle vynalezu a tka-
n&, semena a riizné rostliny pomoci nich vyprodukované. Dalsi predméty, aspekty a vyhody
vynalezu budou odbornikiim vdané oblasti zfejmé, po seznameni s nasledujicimi popisy, pfiklady
a naroky.

Vynalez poskytuje genové elementy pro zlepleni exprese rekombinantnich rostlinnych gend,
které zahrnuji nové kombinace intronu a 5" a 3" nepfekladané genové elementy, které jsou zde
popsany. DNA sekvence a zplisoby podle vynalezu umoZziiuji produkei transgennich rostlin, ktere
maji zvy3ené drovné pozadované molekuly RNA nebo molekuly proteinu, ktery je stfedem z4j-
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mu, a to tim zpisobem, Ze usnadni pfevedeni zemédélsky vyhodnych znaki do rostlin, pomoci
genového inzenyrstvi.

Pojmy ,.rekombinantni rostlinny gen“ nebo ,rekombinantni molekula DNA“ znamenaji v kon-
textu vyndlezu kombinaci genovych elementd, které jsou funkéné spojeny tak, aby podle nich
mohla probihat exprese pozadované molekuly RNA a/nebo proteinu v rostlinné buiice. DNA
molekuly mchou byt konstruovany s pouzitim standardnich postupd, dobfe znamych odbornikiim
v dané oblasti.

Obecné feceno, rekombinantni rostlinny gen je funkéné& uspofadany od 5 ke 3 konci a obsahuje:
(1) oblast promotoru, kterd je odpovédna za tvorbu molekuly RNA; (2) 57 neprekladanou sekven-
ci; (3) kédujici sekvenci DNA, ktera koduje pozadovanou molekulu RNA a/nebo protein a (4) 3
nepiekladanou oblast. Oblast genu nazyvana promotor je odpovédna za fizeni traskripce DNA na
RNA. Promotory obsahuji DNA sekvence, obvykle se nachazejici na 5” konci kodujici sekvence,
které Fidi expresi kddujici sekvence tak, Ze kontroluji tvorbu mRNA — poskytuji rozpoznavaci
misto pro RNA polymerazu a/nebo jiné faktory nezbytné pro iniciaci transkripce na spravném
mist€. Promotor pouzity v rekombinantnim rostlinném genu podle vynalezu je vybran tak, aby
poskytl transkripéni aktivitu postadujici k dosaZeni poZadovanych (rovni exprese genu nebo
geni, které jsou Zadény.

Je znamo mnoho funkénich rostlinnych promotort a mohou byt ziskany z nejriznéjsich zdroji,
napitklad z rostlin nebo rostlinnych viri a mohou obsahovat, ale nejsou tim omezeny, 35S pro-
motor viru kvétakové mozaiky (CaMV) {Odell a kol., 1985), 35S promotor viru mozaiky krtiéni-
ku (FMV) (Sanger a kol. 1990), promotor tyfinkového viru cukrové titiny (Bouhida a kol.,
1993), promotor viru commelina zhuté skvrnitosti (Medberry a Olszewski 1993), lehky inducibil-
ni promotor z malé podjednotky ribuloza—1,5-bis—fosfat—karboxylazy (ssRUBISCO) (Coruzzi
a kol., 1984), promotor ryZové cytosolik—triosefosfat—izomerazy (TPI) (Xu a kol., 1994), promo-
tor adenin—fosforibosyltransferazy (APRT) Arabidopsis (Moffat a kol., 1994), promotor ryzoveé-
ho genu pro aktin 1 (Zhong a kol., 1996) a promotory mannopin syntazy a oktopin syntazy (Ni
a kol., 1995). Viechny tyto promotory se pouzivaji pfi riiznych typech konstrukci rekombinanini
DNA, ktera milze byt exprimovana v rostlinach. Srovnavaci analyza konstitutivnich promotort
pomoci exprese znatkovacich gend, naprikiad gen pro nidA (f—glukuronidaza) z E. coli, byla
provedena s mnoha takovymi geny (Li a kol., 1997; Wen a kol., 1993). Jiné vhodné promotory
jsou, nejsou viak omezeny na promotory, které jsou exprimoviny pro tkai specifickym, tkaf roz-
§ifujicim nebo vyvojové regulovanym zpiisobem. Pfiklady téchto typti promotord jsou také zna-
my odbornikiim v dané oblasti.

Kromé promotorové sekvence, ktera Fidi expresi funkéné piipojenych DNA sekvenci, mohou hrét
roli ve zlepSeni genové exprese daldi genové elementy. Tyto elementy zahmuji, ale nejsou ome-
zeny na, nepfekladané oblasti a vloZené sekvence (introny), které jsou spojeny s geny, ke kterym
jsou funkéné pfipojeny. Slovy ,.spojeny s“, kterd zde byla pouzita, je minéno, Ze genovy element
se obvykle nachazi ve spojeni s genem v pribéhu procesovéani genu, napfiklad v prabéhu trans-
kripce nebo translace.

5" nepickladana oblast mRNA mize hrat dileZitou roli pfi iniciaci translace a tedy pfi regulaci
genove exprese. 5° nepfekladana vedouci sekvence je charakterizovana jako ta ¢ast mRNA mole-
eukaryotickych mRNA molekul za¢ind translace vazbou vazebného proteinu CAP na mRNA cap.
Pak nasleduje vazba nékolika dal3ich transla¢nich faktort, stejné jako 43S ribozomového preini-
kodon ve vhodném sekventnim kontextu. Jakmile jej nalezne, p¥ipoji se 60S ribozomalni podjed-
notka a kompletni 80S iniciaéni komplex iniciuje translaci proteinu (Pain, 1986; Moldave, 1985,
Kozak, 1986). Druha t¥ida molekul mRNA ma odlidné rysy iniciace translace. Translace podle
téchto molekul mRNA zacind nezivisle na CAP a pfedpoklada se, ze zatind vazbou ribozomu na
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interni ¢asti 5° konce neprekladané vedouci sekvence (Sonenberg, 1990: Carrington a Freed,
1990; Jackson a kol. 1990).

Ucinnost iniciace translace miize zaviset na vlastnostech 5 nepfekladané vedouci sekvence,
takze urCeni a optimalizace 5° vedouci sekvence mize poskytnout zlepseni drovni genoveé expre-
se v transgennich rostlinich. Napfiklad nékteré studie se zabyvaly pouZitim 5° nepfekladanych
vedoucich sekvenci rostlinnych viri vzhledem k jejich d¢inkiim na genovou expresi rostlin
(Gallie a kol., 1987; Jobling a Gehrke, 1987; Skuzeski a kol., 1990). Zvy3eni genové exprese
bylo uvedeno pFi pouZiti vedouci sekvence viru omega tabakové mozaiky (TMV). Ve srovnani
s jinymi virovymi vedoucimi sekvencemi, napiiklad vedouci sekvence viru alfa mozaiky RNA4
(AMV), bylo pozorovano pfi pouziti vedouci sekvence TMV omega dvojnasobné az trojnasobné
zlepSeni urovni genové exprese (Gallie a kol., 1987; Skuzeski a kol., 1990). Uvadi se, Ze také
neprekladané vedouci sekvence spojené s geny proteinii tepelného Soku vyznamné zvy3uji geno-
vou expresi u rostlin (viz napiiklad patent US 5 362 865).

Vétdina sekvenci, které nepodléhaji translaci je bohata na pary A-U a predpoklada se, Ze tyto
sekvence postradaji vyznamnou sekundamni strukturu. Jednim z prvnich kroki iniciace translace
je uvolnéni nebo rozvinuti sekundari struktury mRNA (Sonenberg, 1990). Vedouci sekvence
mediatorové RNA se zanedbatelnou sekundami strukturou mRNA nevyzaduji tento krok roz-
vinuti a mohou proto byt pfistupnéjsi iniciaénim komponentim translace. Vedouci sekvence,
které mohou tvofit stabilni sekundamni struktury mohou sniZzovat iroveii genové exprese (Kozak,
1988; Pelletier a Sonenberg, 1985). Schopnost 5° nepfekladané vedouci sekvence reagovat
s translaénimi komponentami, mazZe hrat kli¢ovou roli v ovlivnéni drovni nasledné genové expre-
se.

5" nepiekladané oblasti podle vynalezu jsou schopny zvysit Uroveii exprese piepisované sekven-
ce, ke které jsou funk&né piipojeny. 5° nepiekladané oblasti mohou byt spojeny s genem ze zdro-
je, ktery je vlastni nebo cizorody s ohledem na jiné nepiekladané a/nebo prekliadané elementy
pritomné v rekombinantnim genu.

Nepiekliddané sekvence na 5° konci podle vynalezu jsou izolované sekvence nukleové kyseliny
spojené s rostlinnymi geny, s vyhodou z jednodéloZnych rostlin, naptiklad p3enice a ryZe, nejsou
viak na né omezeny. Zvla§té vyhodné jsou 5° nepiekliddané oblasti spojené s geny jednodéloz-
nych rostlin, které kdduji vazebné proteiny chlorofylu a/b. Tyto 5° nepiekladané oblasti jsou ve
vynalezu s vyhodou zastoupeny 5  nepiekladanou oblasti spojenou s pSeniénym genem pro
vazebny protein chlorofylu a/b (5" Ta cab vedouci sekvence) podle SEQ ID NO : 52

Kratké nekodujici sekvence vloZené uvniti genu, které zde nazyvame introny, mohou take zlepsit
genovou expresi. Introny mohou zlepsit 0¢innost tvorby mRNA. V literatuie se uvadi mnoho
intrond, které zlepsuji genovou expresi, zejména u jednodéloznych rostlin. V jednom piipadé se
uvadi, ze piitomnost intronu | katalazy (Tanaka 1990), ktery byl izolovan z ricinovych bobd,
zpuasobila zvySeni genové exprese u ryze, ale ne u tabaku. Jako znackovaci gen byl pouzit GUS.
Jesté dalsi zlepSeni bylo dosaZeno, zejména u jednodéloznych rostlin, konstrukcemi geni, kieré
mély introny v 5" nepfekladané vedouci sekvenci na pozici mezi promotorem a strukturni koduji-
ci sekvenci. Napfiklad Callis a kol.. (1987) uvadi, Ze pfitomnost intron( pro alkoholdehydrogena-
zu (Adh-1) nebo intrond Bronze—1 ma za nasledek vyssi Grovné exprese. Mascarenkas a kol.,
(1990) uvadi dvanactindsobné zvy3eni exprese CAT pfi pouziti intronu Adh. Jiné introny vhodné
pro pouziti v molekulich DNA podle vynalezu zahrnuji, ale nejsou omezeny na, intron sachar6-
zasyntazy (Vasil a kol., 1989), TMV omega intron (Gallie a kol., 1989) kukufiny intron hsp 70
uvedeny v SEQ ID NO : 47 ( patent US 5 593 874 a patent US 5 859 347, které jsou zde zafazeny
v dodatcich) a ryZovy intron aktinu (McElroy a kol., 1990). Stupen zvyseni genové exprese milze
ovlivnit kromé intronii mnoho dal3ich faktord, které zahrnuji, ale nejsou ecmezeny na promotor,
(Jefferson a kol., 1987), sekvence krajniho exonu a umisténi nebo lokace intronu vzhledem ke
genu (Mascerenhas a kol., 1990).
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Kratké nekodujici sekvence vloZené uvnitf genu podle vynilezu jsou spojeny s rostlinnym
genem, s vyhodou s geny jednodéloZnych rostlin, které zahrnuji pienici a ryZi, ale nejsou na né
omezeny. Zvlasté vyhodné jsou vioZené sekvence spojené s geny jednodéloZnych rostlin, které
kéduji proteiny tepeiného Soku, aktiny, amylazy, lygazy a syntetazy. Tyto vloZen¢ sekvence jsou
zde s vyhodou zastoupeny témito: seckvence kukufiéného genu pro protein tepelného 3oku obsa-
hujici SEQ ID NO: 47, vloZena sekvence z ryzového genu pro aktin obsahujici SEQ ID NO: 50,
vlozena sekvence z ryzového genu pro amylazu obsahujici SEQ ID NO: 49, vlozena sekvence
z ryzového genu pro fenylalaninamoniumlygdzu obsahujici SEQ 1D NO: 48 a vlozena sekvence
z ry?ového genu sachardzasyntazy obsahujici SEQ ID NO: 51.

Neprekladané sekvence nachazejici se na 3° konci genu mohou mit také vliv na Grovné exprese.
Neptekladana oblast 3" konce obsahuje oblast pro vazbu mRNA s termina¢nim kodonem transla-
ce a roziifuje se alespoil za polyadenylaéni misto. Ingelbrecht a kol., (Plant Cell 1: 671 — 80,
1989) hodnoti dillezitost téchto elementi a nachazi vétsi rozdily v expresi ve stabilnich rostlinach
v zavislosti na zdroji 3 neprekladané oblasti. P¥i pouZiti 3" neprekladanych oblasti spojenych se
syntazou oktopinu, 2S proteinem semen Arabidopsis, malou podjednotkou rbeS z Arabidopsis,
extenxinem z mrkve a syntézou chalkonu z Antirrhinium, byl pozorovan $edesatinasobny rozdil
mezi nejlépe exprimuyjicim konstruktem (ktera obsahovala rbcS 3 nepfekladanou oblast) a konst-
pro expresi gend v rostlinich byla také pouZita 3" nepfekladana oblast genu syntizy nopalinu T—
DNA z Agrobacterium tumefaciens (3" no) obsahujici SEQ ID NO: 46. To, Ze 3" nepiekladané
oblasti mohou vyznamné ovlivnit expresi rekombinantnich rostlinnych gend je dobfe znamo, ale
jejich presna dloha a zpdsob, jak je nejlépe uréit a optimalizovat pro dosazeni maximalni exprese,
je zatim oblasti, ktera neni dosud pfilis dobfe prozkoumanou.

Kédujici sekvence rekombinantni molekuly DNA podle vynalezu mize kodovat jakoukoli sek-
venci nukleové kyseliny, kterd se pfepisuje do RNA, coZ zahrnuje, ale neni omezeno na sekvence
kadujici vlastni, cizorodé a/nebo modifikované proteiny, které jsou pfedmétem zajmu. Vybér této
sekvence zavisi na podminkach daného pouziti. Strukturni sekvence DNA obvykle kéduje mole-
kulu proteinu, ktery je schopen zménit jeden nebo vice znaki rostliny. Vhodné strukturni geny
mohou zahrnovat, ale nejsou omezeny na geny pro hubeni hmyzu a jinych 3kidcti, geny pro
ochranu proti mikrobialnim a houbovym onemocnénim, geny odolnosti vit¢i herbicidim a geny
pro zlep3eni kvality rostlin, napfiklad vy3si Groda, schopnost pfizpisobeni se Zivotnimu prostiedi
a zvydeni vyzivné hodnoty. Geny mohou byt izolovany z jakéhokoli zdroje, naptiklad z rostlin
a bakterii, nejsou tim v3ak omezeny.

Kédujici sekvence DNA miize také plsobit na fenotypy tak, Ze koduje molekulu RNA, ktera se
nepieklada pii translaci, coZ zpisobi cilenou inhibici exprese endogenniho genu, napiiklad cestou
nesmysiného nebo kosupresivniho pfenosu (viz naptiklad Schuch, 1991; Bird, 1991; Jorgensen
1990). RNA by také mohla byt katalyticka RNA molekula (napfiklad ribozym) vytvofena pro
§tépeni pozadovaneho endogenniho mRNA produktu (viz naptiklad Gibson, 1997).

Nepiekladana oblast na 3 konci zde popisované molekuly DNA obecné zpiisobuje polyadenylaci
3’ konce piepisované mRNA sekvence a terminaci transkripce. Nepiekladana oblast na 3 konci
muze byt spojena s genem ze zdroje, ktery je vlastni nebo cizorody, s ohledem na jiné nepfe-
kladané a /nebo pfekladané elementy pfitomné v molekule DNA.

3" nepiekladané sekvence podle vyndlezu jsou spojeny s rostlinnym genem, s vyhodou s geny
jednodé&loznych rostlin, které zahrnuji, ale nejsou omezeny na psenici a ryzi. ZvIasté vyhodné
jsou 3" nepkekladané sekvence izolované z nukleotidové sekvence spojené s geny jednodéloz-
nych rostlin, které koduji pSeniénou fruktoza—1,6-bifosfatazu (Ta fbp 3") obsahujici SEQ ID NO:
60, pSeniény protein tepelného $oku (Ta hsp 3°) obsahujici SEQ ID NO: 58, pSenitny ubichitin
(Ta ubiq 3"} obsahujici SEQ ID NO: 59, ryzovy protein glutein (r glut 3°) obsahujici SEQ ID NO:
61, ryZzovou laktatdehydrogenazu (r lacd 37) obsahujici SEQ ID NO: 62 a ryZzovy beta—tubulin
(r btub 37) obsahujici SEQ ID NO: 63.
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5" a/nebo 3" neprekladané sckvence a vlozené sekvence podle vynilezu mohou byt izolovany
jednim nebo vice z mnoha postupii, které jsou dobfe znamy odbornikim vdané oblasti nebo
mohou byt p¥ipadné vyrobeny synteticky.

V jednom piikladu provedeni podle vynalezu je zdrojovym rostlinnym materialem rostlinna RNA
izolovana z rostlinné tkané. V jiném pfikladu provedeni podle vynalezu je zdrojovym materialem
synteticka DNA sekvence. Vzorové sekvence pro genetické elementy zahmuji RNA transkripty,
¢DNA sekvence nebo genomovou DNA. V jiném pfikladu provedeni podle vynalezu jsou synte-
tizovany RNA primery pro vytvoreni genetickych elementi podle vyndlezu. PCR primery mohou
byt syntetizovany tak. aby odpovidaly bud’ nepiekladané oblasti na 5° konci, nebo nepfekladane
oblasti na 3° konci cilovych rostlinnych transkriptii. Naptiklad PCR reakce na prvnim fetézci
¢DNA produktii vytvorenych reverzni transkripci RNA a PCR fragment obsahujici pozadovanou
¢ast nebo apliny genovy element mohou byt klonovany do expresniho vektoru pro testovani.

Postupy pro izolaci geni a s nimi spojenych genovych elementil jsou odbornikiim znamy a zahr-
nuji napfiklad zde uvedené PCR postupy. Riizné zpisoby mnoZeni jsou znamy odbornikim
a jsou popsany napiiklad v patentu US 4 683 195 a 4 683 202 a Innis a kol., 1990. Odbornikam
v této oblasti jsou velmi dobfe zndmy publikace, které popisuji specifické podminky a postupy
pro konstrukci, manipulaci a izolaci makromolekul (napiiklad DNA molekuly, plazmidy atd.),
tvorbu rekombinantnich organismil a vybér a izolaci gentl (viz napfiklad Sambroock a kol., 1989;
Mailga a kol., 1995; Birren a kol., 1996).

Postupy molekularni genetiky rostlin byly také popsany napiiklad v Pouwels a kol., 1985, supp.
1987; Weissbach a Weissbach 1989 a Gelvin a kol., 1990.

Kromé toho je odbornikiim v dané oblasti znamo, Ze 5° a/nebo 3 nepiekladané oblasti nebo vio-
7ené sckvence podle vynalezu, mohou byt upraveny, napiiklad pfidanim béze, deleci, substituci
atd., pritemz stale poskytuji zde uvedené vyhody. Takové modifikace jsou v souladu s vynéle-
zem.

Jedna moznost modifikace miize napiiklad zahrnovat zmény v uspofadani nukleotidd ve vedouci
sekvenci, které vedou ke zméné sekundami struktury. Vhodna sekundarni struktura 5° vedouci
sekvence maZe byt pozadovana pro optimalni expresi. Specifické uspotadani nukleotidd vedouci
sekvence miZe tedy byt tak dalezité, jak je dilezita sekundarni struktura s ni souvisejici. Vedouci
sekvence miZe proto ve skuteénosti dovolovat takové modifikace v uspofadani nukleotidi, kieré
nezplisobi zmény v sekundarni struktufe. Stejné tak mohou byt modifikovany introny a 3" nepfe-
kladané sekvence podle vynalezu v souladu se zlepSenim genové exprese v jednotlivém systému.

Sekvence sousedici s AUG 5° nepfekladanou oblasti mohou také ovlivnit G¢innost translace.
V rostlinach byla napfiklad uréena souhlasna sekvence, ktera mize poskytnout optimalni AUG
kontext (Joshi a kol., 1987; Koziel a kol., 1996). Tato oblast nepiekladanych sekvenci 5° konce
podle vynalezu miize tedy byt timto zplisobem upravena pro dal$i optimatizaci Grovni transgenni
exprese. Kromé toho mohou byt modifikace provedeny na dalSich ¢astech genu, které zahrnuji,
ale nejsou omezeny na 3’ nepfekladanou oblast nebo vloZené sekvence rekombinantni DNA
molekuly podle vynalezu, takZe nové kombinace element( v expresnim vektoru jsou dale optima-
lizovany.

Kromé téchto diive zminénych elementi miiZe také rekombinantni molekula DNA podle vynale-
zu obsahovat dal3i regulaéni elementy, naptiklad izolované/cilené sekvence chloroplasti, rozsiru-
jici elementy, atd. (pro pfehled o optimalizaci transgenni exprese viz Koziel a kol., 1996).
Zlepseni exprese bylo napfiklad ziskano pouzitim rozifovaci sekvence vioZené do 5° promotoru.

Rekombinantni molekuly DNA podle vynéalezu mohou také obsahovat volitelnou znatku. Tyto
znalky jsou obvykle pouZivany pro vybér transformovanych rostlin nebo rostlinnych bunék,
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které obsahuji exogenni geneticky material, ktery je pfedmétem zajmu, to je transgen. Piiklady
zahrmuji, ale nejsou omezeny na neomycin (neo) fosfotransferdzovy gen (Potrykus a kol., 1985),
ktery poskytuje rezistenci viiéi kanamycinu. Buitky exprimujici gen pro neomycinfosfotrans-
ferdzu mohou byt vybrany s pouzitim vhodného antibiotika, napfikiad kanamycin nebo G418.
Dal3i zna¢ky béZn& uZivané k selekci zahrnuji gen bar, ktery poskytuje rezistenci proti bialaféze,
mutantni gen pro syntazu EPSP (Hinchee a kol., 1988), ktery poskytuje rezistenci vii¢i glyfosatu;
nitrilizovy gen, ktery poskytuje rezistenci vii¢i bromoxynilu (Stalker a kol., 1988); mutantni gen
pro syntazu acetolaktitu (ALS), ktery poskytuje rezistenci viidi imidazolinonu nebo sulfonyl-
mocoviné (evropskd patentova pfihlaska 154 204 1985); a gen pro rezistenci vidi metotrexatu
DHFR (Thillet a kol., 1988).

Rekombinantni molekula podle vynalezu miZe také obsahovat rozlidovaci znatku, kterd slouzi
k oznaceni genové exprese, jenZ ma byt vyhodnocena. BéZné pouzivané rozlifovaci znatky obsa-
huji gen pro f—glukuronidazu nebo uidA (GUS) kédujici enzym, pro ktery jsou znamé rizné
chromogenni substraty (Jefferson a kol., 1987); gen pro luciferdzu, (Ow a kol., 1986), R—lokus
gen, jehoZ produkt reguluje tvorbu barviv anthokiand (¢ervena barva) v rostlinnych tkdnich
(Dellaporta 1988) a gen pro f-laktamazu (Sutcliffe a kol., 1978), ktery kdduje enzym, pro ktery
Jsou znamy razné chromogenni substraty (napiiklad PADAC, chromogenni cefalosporin); xzIE
gen (Zukowsky a kol., 1983), ktery koduje katechol dioxygenazu, kterd miZe ménit chromogenni
katecholy; gen pro a—amyldzu (Ikatu a kol., 1990); gen pro tyrozindzu (Katz a kol., 1983), ktery
kéduje enzym oxidujici tyrozin na DOPA a dopachinon, ktery se zpétné kondenzuje na melanin;
gen pro a—galaktozidazu, ktery koduje enzym, jehoz substrat je chromogenni a—galaktoza; atd.

Oznaleni ,volitelny” a ,rozliSovaci“ mohou byt také pouzity ve spojeni s geny, které koduji
wZzapisovatelé” znacky, jejichz pritomnost mizZe byt zjist&na jako prostiedek k uréeni nebo vybéru
transformované bunky. Piiklady zahrnuji znacky, které koduji utajené antigeny, které mohou byt
ureny pomoci interakce s protilatkami nebo dokonce utajené enzymy, které mohou byt zjistény
kataiyticky. Utajené proteiny spadaji do mnoha t¥id, v&etné malych, difuzibilnich proteinii, které
jsou zjistitelné napiiklad pomoci testu ELISA, malych aktivnich enzymi zjistitelnych v extrace-
lularnim roztoku (napfiklad a—amylaza, B-laktamaza, fosfinotricintransferaza) nebo proteind,
které jsou vloZeny nebo odchyceny bunéénou sténou (jako naptiklad proteiny, které obsahuji
vedouci sekvenci jako je napfiklad ta, nalezena v expresni jednotce extensin nebo tabaku PR-S).
Dal3i moiné volitelné/rozlisovaci/zapisovatelné zna¢kovaci geny jsou dobfe znamé odbornikim
v dané oblasti.

Jednotlivé nukleotidové sekvence 5” a3’ nepfekladanych elementi zafazené v pfihlasce jsou
samoziejmé reprezentativni ukazkou v tom smyslu, e podle nich mohou byt ziskany a/nebo
vytvofeny ekvivalentni sekvence nebo jejich ¢asti. Ekvivalentni znamena, Ze geny nebo jejich
tasti maji stejnou funkci jako elementy nebo jejich Casti, které jsou zde popsany a poskytuji
stejnou vyhodu nebo jednotlivy znak rostliny v podstaté stejnym zplisobem.

Mnoho raznych postupii a metod klonoviéni je dostupnych v obchodni siti a byly podrobné popsa-
ny (viz napiiklad Sambrook a kol., 1989; Birren a kol., 1996). Tyto postupy jsou velmi dobie
znamy a odbornici v dané oblasti je mohou vyuzit ke konstrukci molekul DNA podle vynalezu.

Jakykoli typ vektoru miZe byt pouZit podle vynalezu, pfikladem je expresni vektor plazmidu
E. coli, vynalez se viak na n&j neomezuje. Kombinace genovych elementi podle vynaiezu jsou
s vyhodou funkéné spojeny s rostlinnym transformaénim vektorem. P konstrukci rekombinantni
molekuly DNA podle vynalezu jsou obvykle, s pouZitim metod zndmych odbornikim v dané
oblasti, vloZzeny odlisné jeji slozky nebo fragmenty do vhodného vektoru pro klonovani, ktery je
schopen replikace v bakterialnim hostiteli, naptiklad E. coli.

Vynalez také zahrnuje bakterialni buiiky nebo viriony obsahujici molekuly DNA s nepfekladany-
mi sekvencemi podle vynalezu. VloZeni takovych vektort do hostitele mize byt provedeno
s pouzitim metod, které jsou odbornikiim znamy. Molekula DNA podle vynélezu mize byt vlo-
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zena do genomu rostliny kteroukoli z péti vhodnych metod. Vhodné metody transformace rostlin
zahrnuji transformaci spojenou s Agrobucterium, pouziti lipozomi, ¢lektroporaci, chemické apra-
vy, které zvy3uji vzestup volné DNA, dodani volné DNA pomoci ostielovani mikroprojektilem,
transformaci s pouzitim virti nebo pylu, atd.

Metody pro transformaci dvoudéloznych rostlin upfednostiuji pouZiti Agrobucterium tumefa-
ciens. Pfiklady transgennich rostlin mohou byt bavina ( patent US 5004 863; patent
US 5159 135; patent US 5518908, WO 97/43430) a soja ( patent US 35 569 834; patent
US 5 416 011), nejsou viak na né omezeny.

Mnoho transformaénich a regeneraénich metod je dostupnych pro jednodélozné rostliny, napfi-
klad pro kukufici, (Songstad a kol., 1995; Klein a kol., 1988), ryzi (Toriyama a kol., 1986) a pSe-
nici (Cheng a kol., 1997; a patent US 5 631 152 zde zafazeny v dodatcich), vycet viak neni timto
omezen. QOdbornikim je zfejmé, ze miZe byt pouzito mnoho transformaénich a regeneraénich
metodologii a upraveno pro tvorbu stalych transgennich rostlin z jakéhokoli mnozstvi cilové
plodiny, ktera je pedmétem zajmu. Také metody transformace a regenerace rostlin jsou odborni-
kim velmi dobie znamy (napiiklad viz Hinchee a kol., (1994) a Ritchie & Hodges (1993).

Byly provedeny zkousky genové exprese zalozené na piechodné expresi klonovanych konstruktd
nukleové kyseliny pomoci viozeni molekul nukleové kyseliny do rostlinnych bunék, <ehoz bylo
dosazeno bud’ reakci s glykolem, elektroporaci, nebo ostielovanim tasticemi (Marcotte a kol.,
(1988): Marcotte a kol., (1989),; McCarty a kol., (1991); Hattori a kol., (1992); Goff a kol.,
(1990). Piechodné expresni systémy mohou byt pouZity pro rychlé testovani drovni genoveé
exprese a funkéni analyzu genovych konstruktil (viz zejména Mailga a kol..( 1993)).

Vyndlez se také tyka rostlinnych bunek, jejichz genom obsahuje jednu nebo vice rekombinant-
nich molekul DNA, které obsahuji 5 a/nebo 3° zde uvedené nepiekladané sekvence. Riizné
rostliny, obsahujici takové buiiky, budou mit znaky &i vyhody ziskané expresi kodujici sekvence
DNA, ktera je funkéné pfipojena k uvedenym sekvencim. Tyto rostliny mohou byt jednodélozné
nebo dvoudélozné a mohou zahrnovat, ale nejsou omezeny na rostliny patfici k eledim vybra-
nym z nasledujicich: vojtéska, jablon, Arabidopsis, jemen, brukev, brokolice, zeli, citrus, kuku-
fice, bavinik, len, cesnek, locika, oves, olejnaté semeno, fepka, cibule, kanola, okrasné rostliny,
hrach, podzemnice olejna, paprika, lilek brambor, ryZe, zito, ¢irok, jahody, sdja, slunecnice,
cukrova titina, cukrova fepa, rajle, tabak, pSenice, topol, borovice, jedle, eukalypt, Cotka, grep,
banan, ¢aj, okrasné travy. ZvIait® vyvhodné rostliny jsou vojtéska, jetmen, kukufice, bavina,
kanola, lilek brambor, ryZe, Zito, s0ja, sluneénice, cukrova fepa a pienice. Nejvyhodnéj3i rostliny
jsou jednodélozné, napfiklad kukufice, pSenice a ryZze.

Pro piesné pochopeni obsahu vynélezu jsou pfilozeny nasledujici priklady, které jsou uvedeny
pouze pro ilustraci a nemaji omezovat podstatu vynalezu. Jedna se o piiklady urcitych vyhodnych
ptikladii provedeni podle vynalezu. Postupy popsané v nasledujicich piikladech jsou povaZzovany
za dobte fungujici pro potfeby vynalezu, mohou tedy byt povazovany za nejvyhodnéjsi pro jeho
praktické provedeni. V popsanych specifickych pfikladech provedeni vynalezu je v3ak moZno
provést mnoho zmén, pfiemZ mize byt dosazeno podobného nebo stejného vysledku aniz by
doslo k odchyleni od podstaty vynalezu.

Kromé postupll zde specialngé zminénych je vynalez v souladu se znamymi publikacemi, které
popisuji podminky a postupy pro konstrukci, manipulaci a izolaci makromolekul (napfiklad DNA
molekul, plazmidi, atd.) pro vyrobu rekombinantnich organismi a pro tfidéni a izolovani klond,
(viz napiiklad Sambrook a kol., (1989); Mailga a kol., (1995); Birren a kol., (1996).
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Piehled obrazku

Nasledujici obrazky jsou soucasti stavajiciho popisu vynalezu a jsou zde zafazeny pro dalsi ukéz-

5 ku uréitych hledisek vynilezu. Vynalez miize byt Iépe chapan po prostudovani jednoho nebo vice
téchto obrazkii a podrobného popisu konkrétnich prikladi provedeni podle vynalezu, které jsou
zde uvedeny.

Obr. | ukazuje plazmid pMON 19469
o Obr. 2 ukazuje plazmid pMON26052
Obr. 3 ukazuje plazmid pMON26055
Obr. 4 ukazuje plazmid pMON26054
Obr, 5 ukazuje plazmid pMON 19433
Obr. 6 ukazuje plazmid pMON32502
15 Obr. 7 ukazuje plazmid pMON32506
Obr. 8 ukazuje plazmid pMON32509
Obr. 9 ukazuje plazmid pMON32510
Obr, 10 ukazuje plazmid pMON32513
Obr. 11 ukazuje ptazmid pMON 19437
20 Obr. 12 ukazuje plazmid pMON32515
Obr. 13 ukazuje plazmid pMON3 2516
Obr. 14 ukazuje plazmid pMON32517
Obr. 15 ukazuje plazmid pMON33216
Obr. 16 ukazuje plazmid pMON33210
25 Obr. 17 ukazuje plazmid pMON33220
Obr. 18 ukazuje plazmid pMON3 3219
Obr. 19 ukazuje plazinid pMON47901
Obr. 20 ukazuje plazmid pMON47906
Obr. 21 ukazuje plazmid pMON47907
30 Obr. 22 ukazuje plazmid pMON47915
Obr. 23 ukazuje plazmid pMON47916
Obr. 24 ukazuje plazmid pMON47917
Obr. 25 ukazuje plazmid pMON47919
Obr. 26 ukazuje plazmid pMON32648
35 Obr. 27 ukazuje plazmid pMON 18364
Obr. 28 ukazuje plazmid pMON 19568




10

20

30

CZ 302074 B6

Piiklady provedeni vynalezu

Ptiklad |

Konstrukty expresnich vektorll obsahujicich kombinace genovych elementd pro zlepseni trans-
genni exprese.

Konstrukty expresnich vektorii obsahujici kazety genovych elementi, které zahmuji p3eniéné
nebo ryZové elementy, byla provedena pomoci teplotni hybridizace syntetickych oligonukleotidi
nebo PCR izolaci z pseniéné listové mRNA nebo ryZové genomové DNA a spojenim (ligaci) do
restrikénich mist proti sméru a po sméru exprese genu v tomto pofadi, GUS znackovaciho genu.
Plazmidy pouzité pro klonovéni a konstrukei riiznych expresnich kazet jsou uvedeny v tabulce 1.
Viechny testované konstrukty mély e358 promotor, ktery je promotorem pro 35S RNA z CaMV
obsahujici duplikaci —90 —ti az 300 oblasti. Dal3i elementy obsaZené v plazmidech zahrnuji nas-
ledujici: potatky replikace (ori-M 13 a ori-V), znackovaci geny, napriklad GUS nebo LUC, které
jsou kodujicimi sekvencemi pro betaglukuronidazu a luciferizu, v tomto potadi, a kodujici sek-
vence pro selekci antibiotik (AMP bakterialni selekce) a KAN (propujéujici rezistenci viiéi
neomycinu a kanamycinu aminoglykosidovych antibiotik). Plazmid pMON32648 (obr. 26) obsa-
huje protiplisiiovy protein z kostfavy, (Tfe AFP), jak bylo popsano v pfihlasce vynalezu
60/097150. Dalsi obvyklé transformacni vektory mohou byt obsazeny v, ale nejsou omezeny na,
pMON 18364 (obr. 27), coz je dvojnasobny Agrobacterium transformacni vektor a MON19568
(obr. 28), coz je plazmid linearizovany pied pouzitim transformadni metody ostielovani Castice-
mi. P¥i pouziti PCR byly dodrZzeny podminky doporuéené vyrobcem, (viz napfiklad Strategene,
La Jolla, CA, PE Biosystems, Foster City, CA). Plazmid DNA byl izolovén a pfei§tén s pouZi-
tim pristrojii a chemikalii bézné dostupnych v obchodni siti. (viz napfiklad Qiagen, Valencia,
CA). Synteticka DNA byla zakoupena od Midland Certified Reagent Co., Midland, TX).

Tabulka 1: Konstrukty vektori *

Konstrukty (plazmid) |(5' vedouci s./intron /znackovaci 5./3' | klonovana mista
terminadni s.) (genovy clement)

PMON19469* #adna / hsp70 I/ GUS / nos 3' (obr. | Bglll, Ncol (hsp70 1)
1)

PMON26043 #4dna / GUS/ nos 3' Bglll, Ncol, Xbal

PMON26052* Ta hsp L / hsp70 1 / GUS/ nos 3'| Bglll, Ncol (hsp70 I)

-10-
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(obr. 2)
PMON25454 vektor ryZového intronu Stul / Ncol (ract1I)
PMON26044 Ta cab L/ ractlI/GUS / Ncol / St (ractil),
nos 3’ EcoRl/Sma (nos 37)
PMON26055* Tahsp L/ ractll/ GUS / Stu I/ Ncol (ractl)
nos 3' (obr. 3)
pMON26045 Ta fbp L/ GUS / nos 3' HindIII, Xba, Bglll, Ncol
pMON25456 zadny / ract11/ GUS / nos 3' HindIII / Bell (e35S/ract1)
pMON26064 ractll/ Tafbp L/ GUS / HindITI, Xba, Bell
nos 3™*
pMON26054* Ta cab L/ ract1l/ GUS / Stul / Ncol (ractll), viz
nos 3° obr. 4
EcoRI/ Smal (nos 3")
pMON26038 Ta cab L/ GUS / nos 3' Xbal, Bglll, Ncol, Pstl,
(Pst/Bglll, nos 3 ")
pMON19433* Zadny / hsp70 I/ GUS / nos 3' EcoRI/ Bam HI (nos 3")
Bglll / EcoRl, viz obr. 5
pMON18375 #adny / hsp70 1/ GUS / EcoRI/ Smal (Tahspl 73°)
Tahsp173'
pMON32502* Ta cab L/ ractll/ GUS / viz obr. 6
Tahsp 17 3'
pMON32506* Ta hspL /ractll / GUS / viz obr.7
Tahsp 17 3
pMON18377 Zadny / hsp70 1/ GUS / EcoRI/ Sma I (Ta ubiq 37)
Ta ubiq 3'
pMON32509* Ta fbp L/ ractll/ GUS/ viz Obr. 8
Ta ubiq 3'
pMON32510* Tahsp L/ ractll/ GUS /Taubig 3' |vizObr. 9
pMON18379 Zadny / hsp70 1/ GUS / Ta fop 3°
pMON32513* Tafbp L/ ractll/GUS / viz obr. 10
Ta fbp 3’
pMON19437* Zadny / hsp70 1/ LUX / nos 3° Ncol / EcoRI (LUX) viz

obr. 11

1] -
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pMON32515* Tacab L /ractll/LUX/Tahsp 3’ |Ncol/EcoRI(LUX)
viz obr. 12
pMON32516* Ta fbp L/ ractll/ LUX/ Ncol / EcoRI (LUX)
Ta ubiq 3'
viz obr. 13
pMON32517* Ta fbp L / ract1l/ LUX/ Ncol / EcoRI (LUX)
Ta fbp 3°
viz obr. 14
pMON32518* Ta fbp L/ ractll/ LUX/ viz obr. 15
rlacd 3
pMON33210* Zadny/ hsp70 I/ GUS / nos Pmll, Bglll, Xbal (r btubL)
viz obr. 16
pMON33220* rbtub L/ hsp70 1/ GUS / nos 3’ viz obr. 17
pMON26046 Taper L / Zadny / GUS / nos BglIl/Ncol (Ta per L)
Pstl/Bglll
pMON33211 Zadny/ramy11/GUS/nos 3’ BglIl / Xbal (r amy I}
pMON33226 zadny / rpal I/ GUS / nos 3' Bglli / Xba (r pal I)
pMON33228 Zadny / rssl 1/ GUS / nos 3' BgllI / Xba (rssl )
pMON33225 Tacab L /ractll/ GUS /r glut 3' EcoRI/Sph(rglut3"’)
pMON33200 #adny / hsp701/GUS / nos 3' BglIl I PmlIl
pMON33219* ramy L/ hsp70 I/ GUS / nos viz obr. 18
pMON47901* Tacab L/hsp701/GUS/rglut3" | vizobr. 19
pMON47906* Tahsp L/ractll/GUS Irlacd3’ viz obr. 20
pMON47907* Tahsp L / ractll/ GUS / r glut 3' viz obr. 21
pMON47915* TaperL/ractll/GUS /riacd 3’ viz obr. 22
pMON47916* Ta per L/ racttl/ GUS /r glut 3° viz obr. 23
pMON47917* Taper L/ractll/GUS /rbtub 3’ viz obr. 24
pMON47919* viz obr. 25
pMON47909 Tahsp L/ ractll/GUS /rlacd 3’ BglIl/Ncol
pMON33216 Tacab L/ ractll/ GUS /rbtub 3° Stul / Neol
pMON47910 Tahsp L/ ractll/ GUS /rglut 3° Ncol / BgII ¢hsp70 I)
pMON47918 TaperL/hsp701/GUS /rlacd 3 | Ncol/Bglll (hsp70 )
pMON47920 Taper L/hsp701/GUS /rbtub Bglll / Ncol (hsp70 I)
* obr.

* * 5dli&na orientace: Intron/vedouci sekvence/znatkovaci sekvence/3’
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VloZena sekvence z kukuficného proteinu tepelného Soku (hsp70 intron), kterd byla popséna
v patentech US 5 593 874 a 5 859 347, které jsou zde zafazeny v dodatcich, je uvedena v SEQ ID
&.: 47, Zakladni syntetickd vedouci sekvence je uvedena v SEQ ID &.: 45. 5° nepiekladana
vedouci sekvence z pSeni¢né mRNA pro zamyslenou nizkou molekularni hmotnost proteinu
tepelného Soku (5" Ta hsp 17 L) (Genebank Accession C. X13431.gb_pl) (SEQ ID & 53) byla
vytvoiena pomoci teplotni hybridizace SEQ ID €.: 5, SEQ. ID ¢.: 6, SEQ ID ¢.: 7a SEQ ID &.: 8.
5 konec vysledného fragmentu ma BamHI kohezni konec, za nimZ nasleduje Xbal restrikéni
misto a 3" konec ma Bglll misto, za nimZ nasleduje Ncol kohezni konec pro subklonovani. Tento
fragment byl spojen s 5 676 kb Bglll a Ncol fragmentem pMON 19469 (obr. 1), &imz vznikl
pMON26043.

Plazmid pMON26052 (obr. 2) byl vytvoren subklonovanim 884 pb Bglll a Ncol fragmentu
z pMON 19469 (obr. 1) do Bglll a Ncol mist pMON26043. Plazmid pMON26043 obsahuje jak
HP70 intron tak 5° pSeni¢nou vedouci sekvenci (Ta hsp vedouci sekvence).

Plazmid pMON26055 (obr. 3) byl vytvofen subklonovanim 0,449 kb Stul a Ncol fragmentu
obsahujiciho ryzovy aktinovy intron (raci | intron) (SEQ ID &.: 50) (McElroy a kol., 1991)
z pMON25454 do Bglll a Ncol mist pMON26043 s pouzitim adaptérti na Stul misto, které tvofi
s Bglll komplementamni konec (SEQ ID &.: 3 a SEQID ¢.: 4).

5" nepFekladana vedouci sekvence z pSeni¢né mRNA pro fruktéza—I,6--bisfosfatazu (5 Ta fop L)
(Genebank Accession & X07780.gb_pl) (SEQ ID &.: 54) byla vytvofena teplotni hybridizaci
SEQIDE.: 9, SEQIDE.: 10, SEQIDE.: 11 aSEQ ID &.: 12, 57 konec vysledného fragmentu ma
BamHI kohezni konec, za nimz nasleduje Xbai restrikéni misto a 3° konec ma Bglli misto, za
nimZ nasleduje Ncol kohezni konec pro subklonovani. Tento fragment byl spojen s 5676 kb
Bglll a Ncol fragmentem pMON19469 (obr. 1), €imz vznikl konstrukt pMON26045.

Plazmid pMON26064 byl vytvofen subklonovanim | 095 kb HindI!l a Bcll fragmentu obsa-
hujiciho ryzovy aktinovy intron (McElroy. a kol., 1991) a e35S promotoru (Kay a kol., 1987)
z pMON25456 do HindIIl a Xbal mist pMON26045 s pouZitim adaptéri na Bell misto, které
tvofi s Xbal komplementarni konec (SEQ ID &. 13 a SEQ ID €. 14).

Plazmid pMON26054 (obr. 4) byl vytvofen subklonovanim 0,449 kb Stul a Ncol fragmentu
obsahujiciho ryzovy aktinovy intron (McElroy. a kol., 1991) z pMON25454 do Bglll a Ncol mist
pMON26045 s pouzitim adaptéri na Stul misto, které tvoii s Bglll komplementarni konec (SEQ
[D¢.3aSEQIDE. 4).

5" nepiekladana vedouci sekvence vazebného proteinu chlorofylu a/b (5° Ta cab L) (Genebank
Accession & M10144.gb pl) (8EQ ID €.:52) byla izolovana reverzni transkripci z pSeniéné listo-
vé RNA a poté podrobena 40 cyklim PCR, denaturaéni teplota 94 °C po dobu | minuty, teplota
hybridizace 50 °C po dobu 2 minut a teplota dikladného zahfati 72 °C po dobu 3 minut. Pouzité
primery SEQ ID ¢.: 1 a SEQ ID &.: 2 tvoft BamH1 a Xbal restrikéni mista na 5° konci a Bglll
a Ncol tvofi restrikéni mista na 3" konci pro subklonovani. Fragment 77 parit bazi obsahujici 5°
neptekladanou vedouci sekvenci vazebného proteinu chlorofylu a/b byl pak 3t€pen pomoci
BamHI a Ncol a spojen s 5 676 kb Bglll a Ncol fragmentem pMON19469 (obr. 1), ¢imz vznikl
konstrukt pMON26038.

Plazmid pMON26044 byl vytvofen subklonovanim 0,449 kb Stul a Ncol fragmentu obsahujiciho
ry?ovy aktinovy intron (McElroy a kol., 1991) z pMON25454 do Bglll a Ncol mista
pMON26038 s pouzitim adaptérd na Stul misto, které tvoii s Bglll komplementarni konec (SEQ
IDE.:3aSEQIDE.: 4).

3" nepiekladané oblasti obsahujici terminaéni sekvenci a polyadenylagni sekvence byly izolovany
a klonovany do pMONI19433. Plazmid pMON19433 je odvozen z pUC 119 a navic obsahuje
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CAMV rozsiteny 35S promotor, hsp70 intron, GUS znackovaci gen a nopalin syntetazu (nos) 3’
nepiekladané sekvence (SEQ 1D &.: 46). Tento vektor obsahuje EcoRI misto a BamHI misto
sousedici s nos 3 terminadni sekvenci umoziiujici navrat a substituci alternativnich 3” terminac-
nich sekvenci. Syntéza cDNA byla provedena s pouZitim oligo dT primem v PCR reak&nim pufru
s MgCly, 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP a TTP. P& mikrogrami kompletni RNA z buiiky psenié-
ného listu bylo vloZeno do reakéniho pufru PCR, pfi objemu 20 bl. Reakce byla zahajena prida-
nim 4 jednotek reverzni transkriptazy (Gibco BRL; Gaithersburg, MD) a inkubovana pfi teploté
42 °C po dobu 2 hodin. Zah¥ivani reakce bylo ukon&eno a reakce byla ochlazena na -20 °C.

Dva mikrolitry této reakéni smési byly pfidany do kazdého PCR reakéniho pufru s obsahem
dNTP, jak bylo popsano dfive, ve 100 mikrolitech obsahujicich 0,5 jednotky Taq polymerazy
podle navodu vyrobce (Boerhinger Mannheimm Biochemicals; Indianapoiis, IN). Reakce byla
pielita 50 mikrolitry minerdlniho oleje a cyklovana v termocyklovadi pti teploté 94 °C po dobu
I minuty, pfi teploté 45 °C po dobu 2 minut a pii teploté 72 °C po dobu 2 minut opakované
40 cykli. 3° neptekladana oblast z pSeni¢ného ubichitinového genu (3° Ta ubiq) (SEQ ID &.: 59)
byla namnoZena z cDNA produktil s primerovymi sekvencemi SEQ ID &.: 15a SEQ ID ¢.: 16. 3°
nepiekladana oblast z p3eniéného genu tepelného Soku (3° Ta hsp 17) (SEQ ID ¢&.: 58) byla
namnozena, jak bylo uvedeno diive, s pouzitim primem sekvenci SEQ ID &.: 17a SEQ ID &.: 18.
3" nepiekladana oblast z bisfosfatazy fruktozy (3° Ta fbp) (SEQ ID &.: 60) byla namnozena. jak
bylo uvedeno diive, s pouzitim primem sekvenci SEQ ID&.: 19 a SEQ [D &.: 20.

Produkty amplifikace byly podrobeny elektroforéze na agarézovém gelu a analyzovany na
velikost. Fragmenty PCR odpovidajici 3" Ta ubiq (- 225 pb), 3" Ta hsp (—240 pb) a 3" ta fbp
(—130 pb) byly 3tépeny s EcoRIl a BamHI, gel byl pfe€istén na 1% agarézovém gelu a izolovan
s pouzitim Qiagen PCR podle navodu vyrobce (Qiagen. Santa Clarita, CA). Nakonec byly
Stépené PCR fragmenty klonovany do 6,5 kb fragmentu z EcoRI BamHI $tépeného zikladniho
vektoru pMON 19433 (obr. 5). Vysledné transformanty s vloZenymi sekvencemi z 3" nepiekla-
danych oblasti pseniénych gend (Ta fbp. Ta hsp a Ta ubig) byly ovéfeny pomoci DNA sekve-
novani,

Expresni vektor pMON32502 (obr.8) byl konstruovin pomoci 3t€peni pMON26044
a pMONI18375 s EcoRI a Smal. 0,24 kb Ta hsp 3° fragment z pMON18375 byl spajen s 6,0 kb
vektorem hlavniho fragmentu pMON26044, ¢imz vznikl konstrukt pMON32502. Produkty ligace
byly transformovany do DHS5 alfa bunék E. coli pomoci standardnich postupli, umistény na LB
agarové desky s obsahem vybranych trovni ampicilinu (100 pg/ml).

Expresni vektor pMON32506 (obr. 7) byl konstruovan pomoci stépeni pMON26055 (obr. 3)
a pMONI8375 s EcoRI a Smal. 0,24 kb Ta hsp 3™ fragment z pMON18375 byl spojen s 5,9 kb
vektorem fragmentu pMON26055 (obr. 3), ¢imZ vznik!l konstrukt pMON32506. Produkty ligace
byly transformovany do DH3 alfa bunék E. coli pomoci standardnich postupi.

Expresni vektor pMON32509 (obr.8) byl konstruovan pomoci 3t€peni pMONZ26054
a pMONI18377 s EcoRl a Smal. 0,23 kb Ta ubiq 3" fragment z pMON 8377 byl spojen s 5,9 kb
vektorem fragmentu pMON26054 (obr. 4), ¢imz vznikl konstrukt pMON32509. Produkty ligace
byly transformovany do DH5 alfa bunék £. coli pomoci standardnich postupi.

Plazmid pMON32510 (obr.9) byl konstruovan pomoci 3tépeni pMON26055 (obr. 3)
a pMON18377 s EcoRl a Smal. 0,23 kb Ta ubiq 3" fragment z pMON18377 byl spojen s 5,9 kb
vektorem fragmentu pMON26055, &¢imZ vznikl konstrukt pMON32510 (obr. 9). Produkty ligace
byly transformovany do DHS alfa bunék E. coli pomoci standardnich postupi.

Plazmid pMON32513 (obr. 10) byl konstruovan pomoci digesce pMON26054 a pMON18379
s Ncol a Smal. 2,0 kb GUS/Ta fbp 3° sekvence fragment z pMON18379 byl spojen s 4,1 kb
vektorem fragmentu pMON26054, ¢im2 vznikl konstrukt pMON32513. Produkty ligace byly
transformovany do DHS5 alfa bunék E. coli pomoci standardnich postupi.
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Plazmidy pMON32515 (obr. 12), pMON32516 (obr. 13) a pMON32517 (obr. 14) byly konstruo-
vany pomoci Stépeni pMON32502, pMON32509 a pMON32513 s Ncol a EcoRl. V kaZdém
pripadé byl pak pfiblizné 4,3 kb fragment spojen s 1,8 kb luciferdzovym Ncol fragmentem, ktery
byl vytvofen &asteénym Stépenim s EcoRl z pMON 19437 (obr. 11). Produkty téchto ligaci byly
transformovany do DH35 alfa bunék E. coli pomoci standardnich postupi.

5" neprekladana vedouci sekvence z ryzového beta—tubulinu (5° r btub L) (Genebank Accession
€. L19598.gb_pl) (SEQ ID &.: 56) byla vytvofena kindzovanim (reakce uZivajici T4 polynukleo-
tidkindzu pro pfidani 5° fosfatd pro nasledujici ligaéni kroky) a teplotni hybridizaci (vaieni nasle-
dované pomalym ochlazovanim) SEQ ID &.: 21, SEQ ID €.: 22. SEQ ID &.: 23 a SEQ ID &.: 24,
5" konec vysledného fragmentu ma Pmlil otevieny konec a 3° konec ma Bglll kohezni konec pro
subklonovani. Tento fragment byl spojen s 6,507 kb Pmll a Bglll fragment pMON33210
(obr. 16), ¢imz vznikl konstrukt pMON3 3 220 (obr. 17).

5" nepiekladanad vedouci sekvence z genu p3enitné peroxidazy (5" Ta per L) (Genebank Acce-
ssion ¢. X56011.gb_pl) (SEQ ID &.: 55) byla vytvofena piisobenim kinazy a teplotni hybridizaci
SEQ ID &.: 25, SEQ ID &.: 26, SEQ ID & 27 a SEQ ID &.: 28. 5" konec vysledného fragmentu ma
Bglll kohezni konec, za nimZ nasleduje Xbal restrikéni misto a 3° konec ma Bglll misto, za nimZ
nasleduje Ncol kohezni konec pro subklonovani. Fragment byl spojen s 5 676 kb Bglll a Neol 10
fragmentem pMON 19469 (obr. 1), ¢imz vznikl konstrukt pMON26046.

5" nepfekladana vedouci sekvence z ryzového amylazového genu (Genebank Accession
¢ M24287.gb_pl (5" r amy L} (SEQ ID ¢&.: 57) byla vytvofena teplotni hybridizaci SEQ 1D &.:
41. SEQ ID ¢.: 42., SEQ ID ¢.: 43 a SEQ ID ¢.: 44 a fosforylovana a pripojena do linearizované-
ho plazmidu pMON33200 $tépeného pomoci Pmil a Bglll, &imz vznikl konstrukt pMON33219.

Prvni intron ryZzového amyldzového genu (r amyl intron) (Genebank Accession €. X16509.gb_pl)
(SEQ ID &.: 49) spolec¢né s 10 pary bazi sekvence sousednich 5" a 3" exoni byl izolovan pomoci
PCR ryzové (Oryza sativa) genomové DNA s pouzitim asi | pg DNA. Amplifikace byla prova-
déna s pouzitim primerovych sekvenci SEQ 1D &.: 29 a SEQ ID &.: 30. DNA byla denaturovana
po dobu 1 minuty pfi teploté 95 °C, podrobena teplotni hybridizaci po dobu | minuty pfi teploté
50 °C a prodlouzena po dobu 3 minut pfi teploté 72 °C, celkem 30 cykld. Vysledny produkt PCR
byl itépen pomoci Bglll a Xbal a spojen s 5 687 kb Bglll a Xbal fragmentem pMON33210
(obr. 16), ¢imz vznikl konstrukt pMON33211.

Ryzovy fenylalininamoniumlygazovy intron (r pal intron) (Zhu a kol., 1995) spolu s 10 pary bazi
5" a 3" sousednich exonovych sekvenci (SEQ ID ¢.: 48) byl izolovan pomoci PCR ryZové geno-
mové DNA. Amplifikace byla provedena s pouzitim primerovych sekvenci SEQ ID &.: 31 a SEQ
ID &.: 32. DNA byla denaturovana po dobu | minuty pfi teploté 95 °C, podrobena teplotni hybri-
dizaci po dobu 2 minut pii teploté 50 °C a prodlouZena po dobu 3 minut pfi teplotg 72 °C, celko-
vé 30 cykid. Vysledny produkt PCR byl stépen s Bglll a Xbal a spojen s 5 687 kb Bglll a Xbal
fragmentem pMON33210 (obr. 16), &imZ vznikl konstrukt pMON33226.

Prvni intron ryZového sacharéza syntetazového genu (r ssl intron) (Wang a kol., 1992) spolu
s 10 pary bazi 5" a 3" sousednich exonovych sekvenci (SEQ ID &.: 51) byl izolovan pomoci PCR
z ryzové genomoveé DNA. Amplifikace byla provedena s poutitim primerovych sekvenci SEQ ID
¢.: 33 a SEQ ID ¢.: 34. DNA byla denaturovana po dobu | minuty pfi teploté 95 °C, podrobena
teplotni hybridizaci po dobu 2 minut pfi teploté 50 °C a prodlouzena po dobu 3 minut pfi teplote
72 °C, celkové 30 cykld. Vysledny produkt PCR by! §tépen pomoci Bglll a Xbal a spojen
s 5687 kb BglIl a Xbal fragmentemn pMON33210 (obr. 16), &imz vznikl konstrukt pMON33228.

3’ nepfekladana terminaéni sekvence z ryzového glutelin typu Il (3° r giut) (Genebank Accession

¢. X05664.gb_pl) (SEQ ID &.: 61) byla izolovana pomoci PCR ryzové genomové DNA. Amplifi-
kace byla provedena s pouZitim primerovych sekvenci SEQ ID &.: 35 a SEQ ID &.: 36. DNA byla
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denaturovana po dobu | minuty pii teploté 95 °C, podrobena teplotni hybridizaci po dobu
2 minut pii teploté 50 °C a prodlouzena po dobu 3 minut pfi teploté 72 °C, celkem 30 cykli.
Vysledny produkt PCR byl Stépen s Sphl a EcoRIl. pMON33225 obsahuje klonovanou
Sphl/EcoRlI r glut 3" nepiekladanou terminacni oblast.

3" nepfekladana terminaéni sekvence z ryzové laktatdehydrogenazy (37 r lacd) (Genebank
Accession ¢. D 13817.gb_pl) (SEQ 1D &.: 62) byla izolovana pomoci PCR ryZové genomové
DNA. Amplifikace byla provedena s pouZitim primerovych sekvenci SEQ 1D €.: 37 a SEQ ID €.
38. DNA byla denaturovana po dobu | minuty pfi teploté 95 °C, podrobena teplotni hybridizaci

1o po dobu 2 minut pfi teploté 40 °C a prodlouZena po dobu 3 minut pii teploté 72 °C, celkem
30 cyklt. Vysledny produkt PCR byl Stépen pomoci Sphl a EcoRl. pMON33218 (obr. 15)
obsahuje viozeny Sphl / EcoRI fragment.

3" nepteckladana terminaéni sekvence z ryzového beta—tubulinu (3° r btub) (Genebank Accession
5 & L19598.gb pl) (SEQ ID &.: 63) byla izolovana pomoci PCR ryZové geonomové DNA. Ampli-

fikace byla provedena s pouzitim primerovych sekvenci SEQ ID ¢.: 39 a SEQ ID ¢.: 40. DNA

byia denaturovana po dobu | minuty pfi teploté 95 °C, podrobena teplotni hybridizaci po dobu

2 minut pii teploté 40 °C a prodlouzena po dobu 3 minut pfi teploté 72 °C, cetkem 30 cykld.

Vysledny produkt PCR byl itépen pomoci Sphl a EcoRl. pMON33216 (obr. 13) obsahuje vloZe-
20 ny Sphl/ EcoRI fragment.

Konstrukt pMON47901 (obr. 19) byl vytvofen spojenim 3166 kb EcoRl a Pstl fragmentu
pMON33225, 0,71 kb Pstl a Bglll fragmentu pMON26038 a 2,671 kb Bglll a EcoRl fragmentu
pMON 19433,

Konstrukt pMON47906 (obr. 20) byla vytvofena spojenim 5748 kb Ncol a Bglll fragmentu
pMON47909 a 0,449 kb Stul and Ncol fragmentu pMON33216 s pouzitim adaptérd na Stul
misto, které tvofi s Bglll komplementarni konec (SEQ ID €.: 3 a SEQ ID ¢.: 4).

30 Konstrukt pMON47907 (obr. 21) byl vytvofen spojenim 5743 kb Ncol a Bglll fragmentu
pMON47910 a 0,449 kb Stul a Ncol fragmentu pMON33216 s pouzitim adaptéri na Stul misto,
které tvoti Bglll komplementarni konec (SEQ ID ¢.:3a SEQ ID €.: 4).

Konstrukt pMON47915 (obr. 22) byl vytvofen spojenim 5758 kb Ncol a Bglll fragmentu
35 pMON47918 a 0,449 kb Stul a Ncol fragmentu pMON33216 s pouZitim adaptérl na Stul misto,
které tvoii Bglll komplementarni konec (SEQ ID &.: 3 a SEQ ID &.: 4).

Konstrukt pMON47916 (obr. 23) byl vytvoien spojenim 5753 kb Ncol a Bglll fragmentu
pMON47919 (obr. 26) a 0,449 kb Stul a Ncol fragmentu pMON33216 s pouzitim adaptéri na
40 Stul misto, které tvofi Bglll komplementarni konec (SEQ ID &.: 3 a SEQ ID L.: 4).

Konstrukt pMON47917 (obr. 24) byl vytvofen spojenim 5895 kb Ncol a Bglll fragmentu
pMON47920 a 0,449 kb Stul a Ncol fragmentu pMON33216 s pouZitim adaptérti na Stul misto,
které tvofi Bglll komplementarni konec (SEQ ID ¢.: 3 a SEQ ID &.: 4).

45
Konstrukt pMON47919 (obr. 25) byl vytvofen spojenim 3166 kb EcoRl a Pstl fragmentu
pMON33225, 0,726 kb Psti a Bglil fragmentu pMON26046 a 2,671 kb Bglll a EcoRI fragmentu
pMON19433 (obr. 5).

50 V3echny konstrukty plazmidi byly ovéfeny pomoci restrikéniho $tépeni pomoci Bglll a testova-
ny v pfechodné expresni zkouice v protoplastech ziskanych z kalusu p3enice Mustang nebo
v protoplastech ziskanych z kalusu kukufice BMS nebo byly testovany jako stabilni integrované
konstrukty v transgennich rostlindch, jak je popsano dile.

55
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Priklad 2
Prechodné transformace a znacena genova exprese v péenici a kukufici

Precisténd plazmidovd DNA byla pFipravena Qiagen maxi postupem podle navodu vyrobce
(Qiagen, Valencia, CA). GUS plazmidy obsahujici 5" nepiekladané vedouci sekvence nebo 37
nepiekladané termina¢ni oblasti a kombinace 5 a3’ nepickladanych oblasti ve vektorovych
DNA a pMON19437 jako vnitini kontrolu luciferazy byly smichany a podrobeny elektroporaci.
Pro reverzni pokusy, které zkoumaly namnozeni s pfidanymi kodujicimi sekvencemi, byla lucife-
raza proménnym zna¢kovacim genem, GUS v pMON19469 byl vnitini kontrolou. Transformace
byly provedeny dvojmo. Elementy 3" nepfekladané oblasti v kombinaci s 5" nepfekladanymi
vedoucimi sekvencemi byly také testovany viiéi kontrolnimu zakladnimu vektoru pMON 19469,

Analyza exprese gend v rostlinach byla publikovana (Schledzewski a kol., 1994; Steinbiss a kol..
1991, Stefanov a kol., 1991). Analyza exprese protoplastil, nap#iklad ta zde popsana, ¢asto urduje
pribéh exprese rekombinantniho genu v rostlinnych burikach.

Analyza genové exprese v pieniéném protoplasti.

Postup pouzity pro izolaci a pripravé p3eniénych protoplasti byl proveden tak, jak uvadi Zhou
a kol., 1993. Pouzity elektroporaéni pufr byl jiz dfive popsan (Li a kol., 1995). Pouzita kultivaéni
média byla MS1 WSM (4,4 g Gibco MS sol/l, 1,25 ml Thiamin HCL (0,4mg/ml), 1 ml 2,4-D
(1 mg/ml), 20 g/L. sacharozy, 0,15 ml asparaginu (15 mg/ml), 0,75 g MgCl,. 109 gL 0,6 M
mannitol, pH 5,5.

Suspenze Mustang byly pouzZity k izolaci protoplasti asi ¢tyfi dny po subkultivaci. 8 g suspenze
pieni¢nych bunék bylo vlito do kultivaéni zkumavky a bufiky se nechaly usadit. Médium bylo
odstranéno a zbylé buiiky resuspendovany s 40 ml roztoku enzymu, pfeneseny na petriho misku,
piekryty folii a inkubovany pfi teploté 26 °C po dobu 2 hodin na rotoru pii 40 ot/min. Suspenze
byla centrifugovana pfi 200 g po dobu 8 min, dvakrat promyta s centrifugaci mezi promyvanim,
resuspendovana v 10 ml promyvaciho roztoku a uloZena na ledu. Bylo urdeno mnoZstvi proto-
plastii a objem upraven na koneénou koncentraci 4 x 10° protoplastiyml. Asi 0,75 ml protoplasti
bylo pfidano do kazdé elektroporagni kyvety a asi 50 ug plazmidové DNA v 50 pl roztoku bylo
pfidano k protoplastim. Podminky elektroporace byly 960 pFarad a 160 voltd s pouZitim Bio—
Rad Gene Pulser (Bio—Rad Laboratories, Hercules. CA). Vzorky zistaly na ledu po dobu 10
minut pfed elektroporaci a v priibéhu elektroporace. Po elektroporaci byly vzorky ponechany na
ledu po dobu asi 10 minut a pak odstranény z ledu. Ohfaly se na pokojovou teplotu asi na dobu
10 minut. Buiky, které profly elektroporaci byly poté pipetovany do MS1 WSM média
a inkubovany ve tmé po dobu 18 az 22 hodin pfi teploté 24 °C. Buiiky byly vytéZeny centrifugaci
pFi teploté 200 az 250 g po dobu 8 minut a zmraZzeny na suchém ledu pro naslednou analyzu na
geny, které byly pfedmétem zajmu.

Analyza genové exprese v kukuFiéném protoplastu

Pro vyhodnoceni GUS/LUX exprese riiznych konstrukti byl pouzit prechodny testovaci systém
pro kukufi¢né protoplasty. Izolace a elektroporace kukufiénych listovych protoplasti byla prove-
dena podle popisu v Sheen. 1991 s témito zménami: semena byla povrchové sterilizovina, nakli-
Cena v 1/2MS médiu (2,2 g/l MS soli, 0,25% gelrite) a péstovana 5 dni pfi teploté 26 °C pfi
fotoperiodé den/noc — 16 hod/18 hod, 6 dni v naprosté tmé, 26 °C a 24 hodin v nejprve uvede-
nych podminkach. Druhy pravy list z kazdé rostlinky byl podélné rozfezan na tenké platky
a Stépen po dobu asi 2 hodin na svétle pii teploté 26 °C. Po Stépeni byly misky protoceny pri
80 az 100 ot/min po dobu 20 aZ 30 sekund a protoplasty/enzymy roztok pipeovan pies filtr
190 pm. Protoplasty byly seteny s pouzitim hemacytometru. Bio—Rad Gene modulaéni kyvety
(Bio—Rad, Hercules, CA) s 0,4 cm gap a maximalnim objemem 0,8 mt byly pouzity pro elektro-
porace. Do kyvety bylo pfidino 10 az 100 pg plazmidové DNA, aby bylo dosazeno 5 pg DNA
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obsahujici luciferazovy gen jako vnitini kontrolu. Koneé&na hustota protoplasti byla asi 3 miliony
na ml az 4,5 milionu na mi pti podminkach elektroporace 125 pFaradd kapacitance a 200 voltd.
Protoplasty byly inkubovany na ledu po resuspendaci v elektroporaénim pufru a ponechany na
ledu 10 minut po elektroporaci. Protoplasty byly pfidany do asi 7 ml MS média upravencho, jak
uvadi Fromm a kol., 1987, s pfidavkem 0,6 M manitolu v petriho miskach se stejnym médiem
plus 1,5 % SeqPlaque agarézy (FMC Bioproducts, Rockiand, ME). Protoplasty byly vytéZeny
centrifugaci 24 hodin po elektroporaci a pouzity pro nasledujici expresni analyzu na gen(y), které
byly pfedmétem zajmu.

Aktivita GUS

Aktivita GUS (p-glukuronidaza) byla uréena z 25 pl bunééného extraktu podle metod, které
uvadi Jefferson a kol., (1987) s pouzitim 2 mM MUG (4—methylumbelliferyl-B—D—glukuronid)
v dfive popsaném extrakénim pufru. Fluorescence byla méfena s pouZitim Hoescht DNA Fluoro-
metem (Model TKO 100). Methylumbelliferon (Sigma) standardni kfivka byla vytvofena
s pouZitim a 1 uM roztoku.

Aktivita luciferdzy

Pro uréeni aktivity luciferazy bylo od kazdého testovaného surového extraktu proteinu umisténo
na mikrotitrovou desku deset mikrolitri. Dvacet pét mikrolitri 2X pufru (50 mM tricinu (pH
7.8), 30 mM MgCl;, 10 mM ATP a 0,5 mg/mL) bylo pfidano do kazdého extraktu. Reakce byly
zahajeny pfidanim 25 pl 10 mM luciferinu. Vzorky byly michany a hodnota chemoluminiscence
kazdého vzorku byla uréena podle Packard TopoCount microplate scintilacniho &itale s pouZitim
5 minutové séitaci prodlevy a séitaciho ¢asu 0,2 minuty.

Vysledky jsou vyjadfeny jako pomér Grovné testovaného zna¢kovaciho genu k Grovni vnitiniho

kontrolniho znat¢kovaciho genu. Kontrolni plazmid obsahoval jiny znackovaci gen a byl pouZit
pro korekei variability v transformacnich a extrakénich postupech.

Tabulka 2

Uginek 5" nepfekladanych vedoucich sekvenci na expresi GUS v protoplastech pienice Mustang

Vektor 5' neptekladani intron 3' nepiekladand | Pomér GUS/LUX
vedouci sekvence terminadni exprese
sekvence
pMON19469 zakladni-synt. hsp 70 nos 1,0
pMON25456 zakladni-synt. ryZovy aktin nos 4,9
pMON26052 Ta hsp hsp 70 nos 1.8
pMON26055 Ta hsp ryzovy aktin nos 4.0
pMON26064 Ta fop ryZovy aktin nos 42
pMON26044 Ta cab ryZzovy aktin nos 6,7

Uginek 5 neptekladané vedouci sekvence na expresi GUS v protoplastech pienice Mustang byl
méfen s pouZitim konstruktd, které obsahovaly rizné 5" neptekladané vedouci sekvence. Uroveii
exprese pro kontrolni plazmid obsahujici zakladni syntetickou 5° sekvenci (SEQ ID &.: 45),
hsp70 intron (SEQ 1D €.: 47) a 3" nos terminacni oblast (SEQ ID ¢&.: 46) byla stanovena jako 1,0.
Exprese GUS v p3eniénych protoplastech byla zvy3ena pfi pouziti 5° nepfekladanych vedoucich
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sekvenci pgeni&ného proteinu tepelného Soku (Ta hsp), pSenitné fruktoza—1,6-bisfosfatazy
(Ta fbp) nebo pieniéného vazebného proteinu chlorofylu a/b (Ta cab) ve srovnani se zakladnimi
syntetickymi sekvencemi (tabulka 2). Méné pritkazny byl icinek u protoplastd kukufice BMS
{tabulka 3).

Tabulka 3

Ucinek 5° nepiekladanych vedoucich sekvenci na expresi GUS v protoplastech kukufice BMS

vektor 5’ nepfekiadana Intron 3' nepiekiddand | Pomér GUS/LUX
vedouct sekvence terminadni exprese
sekvence
pMON19469 zakladni-synt. hsp 70 nos 1,0
pMON26052 Ta hsp hsp 70 nos 0,8
pMON26055 Ta hsp ryZovy aktin nos 49
pMON26064 Ta fbp ryzovy aktin nos 0,7
pMON26044 Ta cab rvZovy aktin nos ND

ND — nedetekovano

Tabulka 4 uvadi vysledky GUS v protoplastech psenice Mustang s pouzitim konstruktii, kieré
obsahuji 3" nepfekiadané sekvence z pSeniéného proteinu tepelného Soku (3° Ta hsp), pSeni¢né
fruktoza—1,6-bisfosfatazy (3" Ta fbp) nebo p3eniéného ubichitinu (3" Ta ubiq) ve srovnani
s vektorem, ktery obsahuje nos 3” oblast. Kazda z 3" nepfekladanych oblasti vykazuje zvySenou
expresi GUS v poméru k expresi pozorované s nos 3" nepfekladanou oblasti.

Tabulka 4

Uginek 3° nepfekladanych terminaénich oblasti na expresi GUS v ostielovanych pSeni¢nych
listech

vektor vedouci sekvence intron 3’ terminaéni pomér exprese
oblast GUS/T.UX
pMON19433 zékladni-synt. hsp 70 nos 1,0
pMONI18379 zékladni-synt. hsp 70 Ta fbp 1,9
pMON 18375 zékladni-synt. hsp 70 Ta hsp 2,8
pMON 18377 zakladni-synt. hsp 70 Ta ubiq 2,6

Kombinované uéinky popsanych 5'a 3" nepiekladanych sekvenci byly vyhodnoceny v protoplas-
tech pienice Mustang. Exprese LUX byla méfena pred expresi GUS, aby se potvrdilo. Ze zvyiené
Grovné exprese nebyly specifické pro GUS. Urovné exprese GUS a exprese LUX byly zvysené
pii pouZiti konstruktd obsahujicich Ta cab. Ta hsp nebo Ta tbp 5° nepfekladané vedouci sekven-
ce a Ta ubig, Ta fbp nebo Ta hsp 3" neptekladané terminaéni sekvence (tabulka 5).
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Tabulka 5

Kombinované ucinky 5" a 3" nepfekladanych terminagnich sckvenci na expresi GUS a LUX
v protoplastech pienice Mustang

intron Pomér Pomér
vektor vedouci 3 terminaéni | GUS/LUX LUX/GUS
sekvence sekvence exprese exprese
pMON19469 zdkladni-synt. { kukufiény nos 1,0 -
hsp 70
pMON32502 Ta cab ryzovy aktin Ta hsp 11,9 --
pMON32506 Ta hsp ryZzovy aktin Ta hsp 1,6 -
pMON32509 Ta fbp TyZovy aktin Ta ubiq 8,5 -
pMON32510 Ta hsp ryfovy aktin Ta ubiq 3,5 --
pMON32513 Ta fbp ryZovy aktin Ta fbp 12,5 -
pMON19437 zékladni-synt. | kukufiény nos - 1,0
hsp 70
pMON32516 Ta fbp ryZovy aktin Ta ubiq -- 6,2
pMON32517 Ta fbp ryZovy aktin Ta fbp -- 6,2
pMON32515 Ta cab ryZovy aktin Ta hsp - 7.6

Kombinované O¢inky popsanych 5° nepfekladanych vedoucich sekvenct a 3 nepfekladanych
terminaénich sekvenci byly také méfeny v protoplastech kukuiice BMS. Exprese GUS byla obec-
né zvysSena oproti zakladni kontrole (tabuika 6). Vysledky pozorované u kukufice potvrdily
vysledky ziskané u p3enice a ukazuji, Ze vyhodné 4¢inky 5" a 3° nepfekladanych sekvenci podle
vynalezu nejsou omezeny druhem, ze kterého nepiekladané sekvence pochazeji.

Tabulka 6

Kombinované u¢inky 5" a 3" nepiekladanych terminacnich sekvenci na expresi GUS v proto-
plastech kukufice BMS.

3' terminaéni pomér GUS/LUX
Vektor vedouci sekvence intron sekvence exprese
PMONI19469 zakladni-synteticka hsp 70 nos 1,0
PMON32502 Ta cab ryZovy aktin Ta hsp 5,0
PMON32506 Ta hsp ryZovy aktin Ta hsp 5,8
PMON32509 Ta fop ryfovy aktin Ta ubiq 0,9
PMON32510 Ta hsp ryZovy aktin Ta ubiq 2,5
PMON32513 Ta fbp ryZovy aktin Ta fbp 1,2
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Piiklad 3
Stabilni transformace v rostlinich typu psenice

Ucinky 5° a 3" nepiekladanych sekvenci na expresi GUS byly také vyhodnoceny v transgennich
rostlinach typu pSenice. Postup pouzity pro transformaci a regeneraci pSenice byl proveden tak,
jak uvadi patent US 5631 152, zde zafazeny v dodatcich, ale byl upraven pro selekci G418.
Nezrala embrya byla kultivovana na CM4C médiu po dobu 0 az 4 dni (CM4C slozky: 4,3 g/l
Gibco MS soli, 10 ml/I MS vitamind (100X), 0,5 mi/l 2,4-D, 40 g/l maltozy, 0,5 g/l glutaminu,
0.75 g/! chloridu horegnatého, 0,1 g/l kasein hydrolyzatu, 1,95 g/l MES, 2 g/l fytagelu); kultury
byly pfeneseny do CM4C Raff/Mann média na asi 4 dny, ostieloviny a pieneseny do CM4C
obsahujiciho 25 mg/l G418 na dobu asi 5 dni; kultury regenerovaly na MMS0,2C s obsahem
G418 (25 mg/1) po dobu asi 19 dni, na MMSOC s obsahem 25 mg/l G418 po dobu asi 33 dni
a zakotenily na MMSOC s obsahem 25 mg/l G418 po dob¢ asi 57 dni a pak byly pfeneseny do
pidy na asi 75 dni. CM4C (G418) médium obsahujici 2,2 ml/l 1 mg/mi pichloramu, | ml/l G418
(25 mg/ml) a 2 mi/t kyseliny askorbové (50 mg/ml stock). Médium CM4C Raff/Mann 0,25 obsa-
hovalo nasledujici slozky: 4,4 g/l MS soli, 10 ml/l MS vitamini (100X), 0.5 ml/1 2.4 az2 0,40 g/l
maltozy, 74,3 g/l rafinozy, 22,78 g/l manitolu, 0.5 g/l glutaminu, 0.75 g/t chloridu hore¢natého,
1,95 g/l MES, 0,1 g/l kasein hydrolyzitu, 2 g/l fytagelu, 2,2 ml pichloramu (I mg/ml) a 2 ml
askorbové kyseliny (50 mg/ml). MMS0,2C médium obsahujici 4,3 g/l MS soli, 1,95 g/l MES,
2 ml/l MMS vitamind, 0,2 ml/l 2,4-D, 40 g/l maltézy a 2 g/l agaru (Schweizer Hall). Médium
MM20,2C (G418) obsahovalo 1 ml 25 mg/ml G418 a 2 ml 50 mg/ml kyseliny askorbové,
MMSOC obsahovalo 4,3 g/l MS soli, 1,95 g/l MES, 2,0 mli/l MMS vitamind a 40 g/l maltozy.
MMSOC (G418) obsahovalo piidavek 1 ml 25 mg/ml G418 a 2 ml 50 mg/mli kyseliny askorbové.
Transgenni linie byly ustanoveny s pouzitim DNA konstruktii, které jsou popsany v dale uvedené
tabulce 7 a rostliny byly vyhodnoceny na irovné aktivity GUS.

Pomérné arovné GUS byly srovnatelné nebo vétsi nez zakladni kontrolni vektor pro mnohé
z konstruktél obsahujicich nepiekladané elementy podle vynalezu. ZvIa§té konstrukty obsahujici
Ta cab nebo Ta fbp 5 nepfekladané vedouci sekvence pouzité v kombinaci s Ta hsp nebo Ta fbp
3" nepfeklddanymi terminaénimi sekvencemi meély za nasledek vysoké irovné exprese. Jiné
vyhodné konstrukty obsahovaly Ta fbp 5" nepfekladanou vedouci sekvenci a 3° nepiekladanou
nos terminaéni oblast.

Tabulka 7

Utinek 5" neprekladané vedouci sekvence a 3" nepfekladanou terminacni sekvenci genovych ele-
mentii na stabilni expresi GUS v transgennich rostlinach typu pSenice.

konstrukt vedouci n | pruméma Poméma |rozsah aktivity |pomérna
sekv./intro GUS aktivita | priméma | GUS vysokd
n/3’ hodnota |nizk4 — vysokda |hodnota

pMON26044 |[Ta 5 [20,7428,1 [0,7 0,6 72,7 1.0
cab/ryiovy
aktin/nos

pMON26052 |Tahsp/hsp-|9 |11,149,6 0,4 0,6-26,3 0,4
70/nos
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pMON26055 |Ta 14 1534241 |06 0,6 - 57,0 0,8
hsp/ryzovy
aktin/nos
pMON26064 |Ta 4 172,1£102,3 (2,6 1,0 -248,6 3,5
fop/ryzovy
aktin/nos
pMON32502 [Ta 55 |82,8+135,6 [3,0 0,6 — 779,8 11,0
cab/ryZovy
aktin/Ta
hsp

pMON32509 |Ta 6 (2561240 {09 1,7-71,2 1,0
fop/ryZzovy
aktin/Ta
ubiq

pMON32513 [Ta 10 | 86,1+62,6 3,1 17,0- 244,8 34
fhp/ryZovy
aktin/Ta
fbp

Hodnoty aktivity GUS jsou vZdy vyjadieny jako pmol/min/mg protein

n — pocet nezavislych testovanych rostlin typu pSenice
Procento GUS pozitivnich vysledkid v transgennich rostlin typu psenice bylo pouzito k urceni
uéinku 5° neprekladané vedouci sekvence a 3" nepfekladané terminacni sekvence na obnovu sta-

bilni exprese GUS. Konstrukty, které dosahuji vysoké urovné exprese GUS v tabulce 7 zplsobuji
také vysoké procento GUS pozitivnich vysledki (tabulka 8).

“ -
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Tabutka 8

Uginek 5" neprekladané vedouci sekvence a 3" nepiekladané terminaéni sekvence genovych ele-
5 mentii na obnoveni stabilni exprese GUS nad podkladem hraniénich drovni v transgennich rostli-
nach typu pienice.

Konstrukt Vedouci sekv./intron/3' |mno¥stvi |mnoZstvi |GUS % GUS
rostlin vysledkit {pozitivni |pozitiviich
vysledky | vysledki

pMON19468 | base/hsp 70/nos 29 14 2 14

pMON26044 | Ta cab/ryZovy aktin/nos 17 11 4 36

pMON26052 | Ta hsp/hsp 70/nos 31 22 5 23

pMON26055 | Ta hsp/ryZovy akiin/nos 20 15 4 27

pMON26064 | Ta fbp/ryZovy aktin/nos 9 8 4 50

pMON32502 |Ta cab/ryZovy aktivTa| 122 58 33 57
hsp

pMON32509 |[Ta fbp/ryZzovy aktin/Ta 20 15 4 27
ubich

pMON32513 Ta fbp/ryZovy aktin/Ta 44 37 16 43
fop

10
Tabulka 9

Ucinek 5" nepfekladanych vedoucich sekvenci na expresi GUS v protoplastech kukufinych listG

Konstrukt 5 vedouci sekv. intron 3' terminac¢ni pomer
sekv. GUS/LUX
pMONS8677 zakladni synteticka Zadny nos 1,0
pMON26038 Tacab Zadny nos 12,7
pMON26043 Ta hsp Zadny nos 7,1
pMON26046 Ta hsp Zadny nos 6,2
pMON33219 r amyl Zadny nos 1,7
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Uginek 5" nepiekladanych vedoucich sekvenci na expresi GUS v protoplastech kukuFignych listii

| Konstrukt 5" vedouci sekv, intron |3'termina¢ni | pomér exprese
sekv. GUS/LUX
pMON33210 zakladni synteticka hsp70 nos 1,0
pMON33220 r btub hsp70 nos 1,5

Uginek riiznych 5° nepiekladanych vedoucich sekvenci na expresi GUS v protoplastech kuku-
ficnych listi byl méfen s pouzitim konstrukti, které obsahovaly rizné 5 nepfekladané vedoucich
sekvence (tabulky 9 a 10). Exprese GUS v protoplastech kukuriénych listii byla zvy3ena v pfipa-
dé, Zze byly pouzity 5° nepfekladané vedouci sekvence vazebného proteinu chlorofylu a/b (Ta
cab), pSeni¢ného proteinu tepelného Soku (Ta hsp), pseniéné peroxidazy (Ta per) nebo ryZového
beta—tubulinu (r btub).

Tabulka 11

Uiginek intronii na expresi GUS v protoplastech kukutignych listd

Konstrukt 5" vedouci intron | 3' terminaéni pomeér exprese
sekvence sekvence GUS/LUX

pMONS8677 zakladni 24dny nos 1,0
synteticka

pMON33211 zakladni r amyl nos 5.6
synteticka

pMON3226 zakladni r pal nos 2,5
synteticka

pMON3228 zakladni | rssl nos 2,3
synteticka

Uginek riznych intronti na expresi GUS v protoplastech kukuFiénych listhh byl méfen s pouZitim
konstrukti, které obsahovaly riizné introny. Exprese GUS v protoplastech kukufi¢nych listd byla
zvy3end v piipadé, Zze byly pouzity ryZové introny prvni amylidzy (r amy 1), fenylalanin
amonium-lygazy (r pal) nebo prvni sacharézové syntetazy (ss 1).
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Tabulka 12

Utinek 3" neptekladanych terminaénich oblasti na expresi GUS v protoplastech kukufiénych listd

konstrukt 5’ nepfekladana intron 3’ nepiekladand | pomér exprese
vedoucis sekv. terminaéni sekv. | GUS/LUX
pMON26044 Ta cab ryZovy aktin nos 1,0
pMON33225 Ta cab ryzovy aktin r glut 4,0
pMON33218 Tacab ryfovy aktin T lacd 4,5
pMON33216 Ta cab ry¥ovy aktin r btub 3,6

Utinek raznych 3° neptekladanych termina&nich sekvenci na expresi GUS v protoplastech kuku-
fiénych listh byl m&fen s pouZitim konstrukti, které obsahovaly rizné 3" neprekliadané termi-
naéni sekvence. Exprese GUS v protoplastech kukufi¢nych listii byla zvy$ena v pfipadé, Ze byly
pouzity 3" nepieklidané terminadni sekvence ryzového glutelinu typ II (r glut), ryXové laktat
dehydrogenazy (r lacd) nebo ryzového beta-tubulinu (r btub) ve srovnani s kontrolnim konst-
ruktem, ktery obsahoval nos 3" nepfekladanou terminacni sekvenci.

Tabulka 13

Kombinované aginky 5" a 3" nepiekladanych terminacnich sekvenci na expresi GUS v proto-
plastech kukuti¢nych listi

[Konstrukt 5" neptekladana intron 3' nepfekladand | pomér
vedouci sekv. terminadni sekv. | exprese
GUS/LU
X
PMON19469 zakladni syntetick4 hsp 70 nos 1,0
PMON33218 Ta cab rvZovy aktin 1 lacd 2,8
PMON33225 Tacab ryZovy aktin r glui 31
PMON47901 Ta cab ryZovy aktin r glut 2.7
pMON47906 Ta hsp ryZovy aktin r lacd 32
pMONA47907 Ta hsp ryZovy aktin r glut 35
pMON47915 Ta per ryZovy aktin r lacd 34
pMON47916 Ta per ryZovy aktin r glut 39
pMON47919 Ta per hsp70 r btub 3,2
pMON47917 Ta per ryZovy aktin r btub 2,4
pMON32502 Ta cab ryZovy aktin Ta hsp 3.0
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Tabulka 14

Uginek riiznych vedoucich sekvenci na expresi GUS v protoplastech kukutic¢nych listd

5" neptekladana 3’ nepiekladana | pomér exprese
konstrukt vedouci sekv. intron terminacni GUS/LUX
sekv.

pMON8677 Zadny hsp70 nos 1,0
pMON33219 r amy hsp70 nos 1,65
pMON26038 Tacab Zadny nos 12,74
pMON26043 Ta hsp zadny nos 7,11
pMON26046 Taper Zadny nos 6,16
pMON33210 Zadny hsp70 nos 1,0

Uroveit zvy3eni exprese pro strukturalni DNA se miize ménit i z jinych divodi nez je 5
neprekladana vedouci sekvence, 3° nepfekladana termina¢ni sekvence nebo intronova sekvence.
K témto diivodiim mohou patfit: mista zahajujici transkripci, polyadenylacni mista, transkrip&ni
terminacni signaly, transportni signaly Skodujicimi oblastmi, atd. Stejné sekvence mohou
poskytnout riizné Grovné exprese v zavisiosti na druhu, ve kterém exprese probiha a pfesném slo-
Zeni sekvence a miZe vyZadovat néjaky stupeii optimalizaéni rutiny pro lepsi vysledky v riznych
rostlinnych druzich.

Urcité znaky a dil¢i kombinace podle vyndlezu mohou byt pouZity bez souvislosti s dal3imi rysy
a dil¢imi kombinacemi. To odpovidad narokim vyndlezu. ProtoZe miZe byt provedeno mnoho
piikladil provedeni podle vynalezu bez odchyleni od myslenky vynalezu, je samoziejmé, Ze
viechny latky zde uvadéné nebo ukazané v nasledujicich obrizcich, slouzi pouze k vysvétleni
a ilustraci a vyndlez na né€ neni omezen.

Viechny zde popsané a narokované kompozice a zplsoby mohou byt pouzity bez daliho testo-
vani. Pokud jsou kompozice a zpisoby podle vynalezu popsany terminem vyhodny pfiklad
pouziti, je odbornikiim vdané oblasti ziejmé, Ze lze pouzit obmény pouzitych DNA molekul
a obmény v krocich nebo sekvencich krokil zpisobu zde popsaného, bez odchyleni od ducha
vynalezu. Piesnéji, je ziejmé, Ze urditd ¢inidla, at’ uz chemicka nebo fyziologickd, mohou byt
zaménéna za &inidla zde popsand, piitemZ bude dosaZeno stejnych nebo podobnych vysledku.
Viechny takové podobné zamény a ipravy ziejmé odbornikiim v dané oblasti nenaru3uji duch,
oblast ani koncepci vynalezu, jak je zfejmé z nasledujicich patentovych narokii.
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PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantni molekula DNA, ktera obsahuje funkéné piipojené ve sméru 5°, 3"
(a) promotorovou sekvenci, ktera je funkéni v rostlinach;

(b) 3" neptekladanou vedouci sekvenci SEQ NO 52 izolovanou z nukleotidové sekvence spoje-
né s genem vybranym ze skupiny sestavajici z pSeniéného genu pro vazebny protein chloro-
fylu a/b;

(c) sekvenci intrond, vybranou ze sekvenci SEQ NO 47 az 51, izolovanou z nukleotidové sek-
vence spojené s genem vybranym ze skupiny sestavajici z ryZzového genu pro aktin, ryZové-
ho genu pro sacharozasyntazu, ryzového genu pro fenylalaninamoniumlygazu, ryzového
genu pro amylazu a kukufiéného genu pro protein tepelného Soku;

.28 -




10

30

35

40

45

50

55

CZ 302074 Bé

(d) kédujici sekvenci DNA, ktera je funkéni v rostlinach a

(e} 3" nepreklddanou termina¢ni sekvenci, vybranou ze sekvenci SEQ NO 58 az 63, izolovanou
z nukleotidové sekvence spojené s genem vybranym ze skupiny sestavajici z pSeni¢ného
genu pro protein tepelného $oku, pseniéného genu ubichitinu, pseni¢ného genu pro frukto-
za—1,6-bisfosfatdzu, ryZzového genu pro glutelin, ryzového genu pro laktatdehydrogenazu
a ryzového genu pro beta—tubulin.

2. Molekula DNA podle ndroku 1, kde sekvence introni je izolovana z nukleotidové sekvence
spojené s ryZzovym genem pro aktin.

3. Molekula DNA podle naroku 1, kde sekvence introni je izolovana z nukleotidové sekvence
spojené s genem pro sacharozasyntazu.

4. Molekula DNA podle naroku 1, kde sekvence introni je izolovana z nukleotidové sekvence
spojené s ryZovym genem pro fenylalaninamoniumlygazu.

5. Molekula DNA podle naroku 1, kde sekvence intronii je izolovana z nukleotidové sekvence
spojené s ryZovym genem pro amylazu.

6. Molekula DNA podle naroku 1, kde 3 nepiekladana terminaéni oblast je izolovana z nuk-
leotidové sekvence spojené s ryZovym genem pro glutelin,

7. Molekula DNA podle naroku 1, kde 3" nepfekladand terminalni oblast je izolovana z nuk-
leotidové sekvence spojené s ryzovym genem pro laktatdehydrogenazu.

8. Molekula DNA podle naroku I, kde 3" nepieklddand terminaéni oblast je izolovana z nuk-
leotidové sekvence spojené s ryZovym genem pro beta—tubulin.

9. Molekula DNA podle niroku I, kde 3 nepiekladana terminaéni oblast je izolovana z nuk-
leotidové sekvence spojené s pSeniénym genem pro protein tepelného Soku.

10. Molekula DNA podle naroku 1, kde 3" nepiekladana terminaéni oblast je izolovana z nuk-
leotidové sekvence spojené s p3eniénym genem pro ubichitin.

11. Molekula DNA podle naroku 1, kde 3’ nepfekladana terminaéni oblast je izolovana z nuk-
leotidové sekvence spojené s pSeniénym genem pro fruktoza—1,6-bisfosfatazu.

12. Molekula DNA podle naroku 1, kde 5° nepieklddana vedouci sekvence je izolovana z nuk-
leotidové sekvence spojené s p¥eniénym genem pro vazebny protein chlorofylu a/b, sekvence
introntt je izolovana z nukleotidové sekvence spojené s ryZovym genem pro aktin a 3" nepfekla-
dana oblast je izolovana z nukleotidové sekvence spojené s pSeniénym genem pro protein tepel-
ného Soku.

13. Molekula DNA podle naroku 1, kde 5° nepfekladana vedouci sekvence je izolovana z nuk-
leotidové sekvence spojené s pleniénym genem pro vazebny protein chlorofylu a/b, sekvence
introni je izolovana z nukleotidové sekvence spojené s ryZzovym genem pro aktin a 3" nepfekia-
dana terminacni oblast je izolovana z nukleotidové sekvence spojené s pSeniCnym genem pro
fruktéza—1,6—bisfosfatazu,

14. Molekula DNA podle naroku 1, kde promotor je konstitutivni, inducibilni, vyvojové regulo-
vany, chemicky regulovany, ve tkani rozitfeny nebo pro tkan specificky.

15. Molekula DNA podle naroku 1, kde DNA kadujici sekvence ma negativni orientaci.
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16. Molekula DNA podle naroku 1, kde DNA kodujici sekvence ma pozitivni orientaci.

17. Transformovana buiika obsahujici rekombinantni DNA molekulu, ktera obsahuje funkéné
spojené ve sméru 5, 3°

(a) sekvenci promotoru;

(b} 5" neptekladanou sekvenct izolovanou z nukleotidové sekvence spojené s genem vybranym
ze skupiny sestavajici z pseniéného genu pro vazebny protein chlorofylu a/b a jeho funkéné
ekvivalentnich variant;

(¢c) sekvenci intront izolovanou z nukleotidové sekvence spojené s genem vybranym ze skupiny
sestavajici z ryzového genu pro aktin, ryZového genu pro syntetizu sacharézy, ryZzového
genu pro fenylalaninamoniumlygazu a kukufi¢ného genu pro protein tepelného Soku a jejich
funkéné ekvivalentnich variant;

(d) kodujici sekvenci DNA a

(e) 3 nepiekladanou terminaéni sekvenci izolovanou z nukleotidové sekvence spojené s genem
vybranym ze skupiny sestavajici z pieni¢ného genu pro protein tepelného Soku, p3eniéného
genu ubichitin, p§eniéného genu pro fruktoza—1,6-bisfosfatazu, ryZového genu pro glutelin,
ryzového genu pro laktatdehydrogenazu a ryzového genu pro beta—tubulin a jejich funkéné

ekvivalentnich variant.

18, Transformovana buiika podle naroku 17, kde buiika je rostlinnd buiika, bakterialni bufika
nebo vir.

19. Transformovand buiika podie naroku 17, kde buiika je rostlinn bunka.
20. Rostlina obsahujici rostlinnou buiiku podle naroku 19.

21. Rostlina podle naroku 20, kde rostlina je dvoudélozna.

22. Rostlina podle naroku 20, kde rostlina je jednodélozna.

23. Rostlina podle naroku 20, kde rostlina je vybrana ze skupiny sestavajici z vojtésky, jeCmene,
ovsa, kukufice, ryZe, Zita a pSenice.

24. Rostlina podle naroku 22, kde rostlina je rostiina pSenice.
25. Rostlina podle naroku 22, kde rostlina je rostlina kukufice.
26. Zpiisob pro zlepSeni genové exprese v rostlinach, pficemz

(b) rostlinné buiiky s rekombinantni molekulou DNA, ktera obsahuje, funk&éné spojené ve sméru
5,3
(i) promotorovou sekvenci;
(i) 5" nepfeklddanou vedouci sekvenci spojenou s genem vybranym ze skupiny sestavajici
z pSeni¢ného genu pro vazebny protein chlorofylu a/b a jeho funk&né ekvivalentnich

variant;

(iil) kédujici sekvenci DNA;
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(iv) sekvenci intronli spojenou s genem vybranym ze skupiny sestavajici z ryZového genu
pro aktin, ryZového genu pro sachardzasyntizu, ryZzového genu pro fenylalaninamo-
niumlygazu a jejich funkéné ekvivalentnich variant a

(v) 3’ nepfekladanou termina¢ni sekvenci spojenou s genem vybranym ze skupiny sestava-
jici z pSeni¢ného genu pro protein tepelného Soku, psenicného genu ubichitin, pSenicné-
ho genu pro fruktdza—1,6-bisfosfatazu, ryzového genu pro glutelin, ryzového genu pro
laktatdehydrogenazu a ryZového genu pro betatubulin a jejich funk&né ekvivalentnich
variant, se transformuji;

(b) rostlinné buriky, které byly transformovany, se vyberou; a
(c) regeneruji se pro ziskani odli3né rostliny.

27. Zpisob podle naroku 26, kde sekvence intronil je izolovana z nukleotidové sekvence spojené
8 ryZzovym genem pro aktin. '

28. Zpisob podle naroku 26, kde sekvence introni je izolovana z nukleotidové sekvence spojené
s ry?ovym genem pro sacharézasyntazu,

29. Zpiisob podle naroku 26, kde sekvence intronil je izolovana z nukleotidové sekvence spojene
s ryzovym genem pro fenylalaninamoniumlygazu.

30. Zpisob podie naroku 26, kde 3" neprekladana terminacni sekvence je izolovana z nukleoti-
dové sekvence spojené s ryZovym genem pro glutellin.

31. Zpusob podle naroku 26, kde 3° neptekladana terminacni sekvence je izolovana z nukleoti-
dové sekvence spojené s ryZovym genem pro laktatdehydrogenazu.

32. Zpdhsob podle naroku 26, kde 3° neprekladana terminadni sekvence je izolovana z nukleoti-
dové sekvence spojené s ryZovym genem pro beta—tubulin.

33. Zpusob podle naroku 26, kde 3" neptekladana terminagni sekvence je izolovana z nukleoti-
dové sekvence spojené s peniénym genem pro protein tepeiného Soku.

34. Zpisob podle naroku 26, kde 3" nepfekladana termina&ni sekvence je izolovana z nukleoti-
dové sekvence spojené s pieniénym genem pro ubichitin.

35. Zpiisob podle naroku 26, kde 3" neptekladana terminagni sekvence je izolovana z nukleoti-
dové sekvence spojené s pieni¢nym genem pro fruktéza—1,6-bisfosfatazu.

36. Zpiisob podle naroku 26, kde rekombinantni molekula DNA obsahuje 5° nepiekladanou
vedouci sekvenci izolovanou z nukleotidové sekvence spojené s pSeniénym genem pro vazebny
protein chlorofylu a/b, sekvenci introndi izolovanou z nukleotidové sekvence spojené s ryZovym
genem pro aktin a 3" nepiekladanou oblast izolovanou z nukleotidové sekvence spojené s pienic-
nym genem pro protein tepelného Soku.

37. Zphsob podle néaroku 26, kde rekombinantni molekula DNA obsahuje 5° neprekladanou
vedouci sekvenci izolovanou z nukleotidové sekvence spojené s pSeniénym genem pro vazebny
protein chlorofylu a/b, sekvenci intronii izolovanou z nukleotidové sekvence spojené s ryzovym
genem pro aktin a 3° nepiekladanou oblast izolovanou z nukleotidové sekvence spojené s p3enic-
nym genem pro fruktéza—1,6-bisfosfatazu.

38. Zpisob podle naroku 26, kde DNA kddujici sekvence ma negativni orientaci.
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39. Zpisob podie naroku 26, kde DNA kédujici sekvence ma pozitivni orientaci.

40. Zptisob podle naroku 26, kde promotor je konstitutivni, inducibilni, vyvojové regulovany,
chemicky regulovany, rozsifeny ve tkani nebo pro tkan specificky.

15 stranek sekvenci
+

28 vykresi
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Seznam sekvenci

<110> Conner. Timothy W
Santino. Colleen G

<120> Nové rostlinné expresni vektory
<130> jednodélozné elementy

<140>
<i41>

<150> 60/097150
<151> 1998-08-19

<160> 63

<170> Patentln Ver. 2.0

<210> 1

<211>36

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 1
gatggatcct ctagaaccat cttccacaca ctcaag 36

<210>2

<211>34

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 2
gatccatgge geagatctta tggtgtgttg tece 34

<210>3

<211>13

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovani

<400> 3
gatccaaggg agg 13

233 -
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<210> 4

<211>9

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 4
ccteecttg 9

<210>5

<211> 48

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 5
gatcctctag agaattecct titcctacet acgatcegat accgaatt 48

<210>6

<411>37

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 6
ttccgagege acaagecaaa ccaaagceaag atctgac 37

<210>7

<211>35

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 7
tcggategta ggtaggaaaa gggaattcte tagag 35

<210>8

<211>50

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence
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<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 8
catggtcaga tcttgetity gtttggettg tgcgetcgga aaatteggta 50

<210>9

<211>49

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 9
gatcctctag agggecacca ccacggtgeg cgecaagaca aggeagggg 49

<210> 10

<211>31

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 10
agagaaattc gtcaatccge ageagatetg ¢ 31

<210> 11

<211> 35

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 11
gtettggege geacegtggt ggtggeccte tagag 35

<210> 12

<211> 45

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 12
catggcagat ctgctgegga ttgacgaatt tetctecect geett 45

-35-
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<210> 13

<211> 12

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 13
gatctacggg gt 12

<210> 14

<211> 12

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>

<223> Popis syntetizované sekvence: generovana
<400> 14

ctagaccceg ta 12

<210> 15

<211>31

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<213> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 15
aggaattcge tcctggecat ggagetgett ¢ 31

<210> 16

<211> 55

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>

<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 16

agggatccaa anaacacaca cagatctccg ctcacttatt catagttcac caaag 55

<210> 17

<211>31

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

-36 -
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<400> 17
aggasttctg catgegtitg gacgtatget ¢ 31

<210> 18

<211> 56

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovan

<400> 18
agggatccaa aaaacacaca cagatctaat tecttttiit ttgeactcaa aatcag 56

<210> 19

<211>32

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 19
aggaaticaa caagaacgag ggagggatac ac 32

<210> 20

<211> 54

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 20
agggatccaa aaaacacaca cagatctctt gacctcacaa tecaattgga atte 54

<210> 21

<211>35

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:synthetic
<400> 21

gtgtccacee acccctegat ctetegeteg cegee 35

<210> 22

<211> 43

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence
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<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovand

<400> 22
gocgatcgea tegegtggtt ggatcatcac aactcggeaa aga 43

<210>23

<211> 43

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 23
cgatcggegg cEEcgagcya gagatcgagy ggiggetega cac 43

<210> 24

<211>38

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 24
gatctctttg ccgagttgtg atgatccace acgegate 38

<210>25

<211> 56

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 25

gatcctctag aaccaccaca ccactccace agtaagaagt geagcaggta getagt 56

<210> 26

<211>39

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 26
aagccggegt agetttgete ttgeagetag agatctaac 39
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<210> 27

<211> 42

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 27
tgotgoactt cttactggty gagtegtaty giggttctag ag 42

<210> 28

<211> 53

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovand

<400> 28
catggttaga tctctagctg caagageaaa gotacgecgg cttactaget ace 53

<210> 29

<211> 32

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Description of Artilicial Sequence:synthelic

<400> 29
tagtagagat ctcotgtttc aggtaagaga tc 32

<210> 30

<211>32

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 30
tagtagtcta gaagttgaat cectgeatea tc 32

<210> 31

<211> 29

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence
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<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 31
tagtagagat ctgagctcat caggtgagg 29

<210>32

<211>32

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 32
tagtagtcta gaccgggatt gaggaatetg cc 32

<210>33

<211> 31

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 33
tagtagagat ctccaccatt gagtatgttg ¢ 31

<210> 34

<211> 35

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 34
tagtagtcta gaatttcagg aactgcaaag aaagg 35

<210>35

<211>31

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 35
tagtaggaat tcgtigecaa tgeggataaa g 31
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<210> 36

<211> 33

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 36
tagtaggcat geecataaga taagggageg ttg 33

<210> 37

<211> 29

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 37
tagtaggaat tctaaatctt attattatc 29

<210> 38

<211> 31

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<200>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 38
tagtaggcat getcgacaat aagtacttgt ¢ 31

<210> 39

<211>31

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 39
tagtaggaat toggtggett ttgettgptg g 31

<210> 40

<211>31

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
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<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 40
tagtaggcat gcaagatcca tatgectata g 31

<210> 41

<211> 40

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220> -
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 41
gtgatccatc atctacaaga gatcgatcag tagtgpttag 40

<210> 42

<211> 47

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence; generovana

<400> 42
gitgctgcta accactactg atcgatctet tgtagatgat ggatcac 4

<210> 43

<211> 41

<212>DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 43
cagcaactca ctatcgaaca cggtttcagc ttacacagat a 41

<210> 44

<211> 38

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popts syntetizované sekvence: generovana

<400> 44
gatctatctg tgtaagctga aaccgtgitc gatagtga 38
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<210> 45

<211>29

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 45
cacgctgaca agetgactct agcagatct 29

<210> 46

<211> 253

<212> DNA

<213> Agrobacteriurn tumefaciens

<400> 46

gatcgttcaa acatttggea ataaagtitc ttaagattga atceigttge cggtottgeg 60
atgattatca tataatttct gttgaattac gttaagcatg taataattaa catgtaatge 120
atgacgttat ttatgagatg ggtititatg attagagtcc cgcaattata catttaatac 180
gcgatagaaa acaaaatata gegegceaaac taggataaat tatcgegege ggtgtcatet 240
atgttactag atc 253

<210> 47
<211> 804
<212>DNA
<213> Zea mays

<400> 47

accgtcttcg gtacgegete actecgecct ctgectitgt tactgecacg titctetgaa 60
tgetctcttg tgtggtgatt gotgagagty gtttagetgg atctagaatt acactetgaa 120
atcgtgttct goctgtgctg attacttgee gtectitgta goagcaaaat atagggacat 180
ggtagtacga aacgaagata gaacctacac agcaatacga gaaatgtgta atttggtoct 240
tagcggtatt tatttangca catgttggtg ttatagggea cttggattca gaagtttget 300
gitaatitag gcacaggctt catactacat gggtcaatag tatagggatt catattatag 360
gogatactat aataattgt tegtctgeag agcttattat tigecaaaat tagatattee 420
tattctgtit ttgtttgtet getgttaaat tgttaacgce tgaaggaata aatataaatg 480
acgaaatttt gatgtttatc tctgetcctt tattgtgace ataagtcaag atcagatgea 540
cttgttttaa atattgttgt ctgaagaaat aagtactgac agtattitga tgcattgatc 600
tgcttgtitg ttgtaacaaa atitanaaat aaagagtttc ctttitgttg ctctecttac 660
ctcotgatgg tatctagtat ctaccaactg acactatatt gettctettt acatacgtat 720
cttgetegat gectteteee tagtgttgac cagtgttact cacatagtct ttgetcattt 780
cattgtaatg cagataccaa gegg 804

<210> 48
<211> 149

<212> DNA
<213> Oryza sativa

<400> 48
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gatctgagct catcaggiga ggattaggat tccaaataag cgataacgtt tacctggtca 60
ctgcgattag ttcagtttac tgtgaaattc tttggaccct tottaattat aaatttgett 120
gttttctcgg cagattecte aatgecggt 149

<210> 49

<211> 128

<212> DNA

<213> Oryza sativa

<400> 49

gatctcctgt ttcaggtaag agatcgecat gagttgggtt tcaggettca gtgaactgat 60
cgegtittgt actgagcecta agagaatgat geagtgatge tettgtgtit gatgatgatg 120
cagggatt 128

<210> 50

<211> 491
<212>DNA
<213> QOryza sativa

<400> 50

cctecgecge cgeeggtaac caccecgece ctotcetett tottteteog ttttttttte 60
cgteteggtce tegatcittg gocttggtag titgggtepe cgagaggegg cttcgtgege 120
geecagatcg gtgegegega ggggeggeat ctegeggotg gggotctege cggegtggat 180
ceggecegga tetegeggeg aatggggcte teggatgtag atctgegate cgeegttgtt 240
gggggagatg atggpegett taaaatttce gecgtgotaa acaagatcag gaagagggga 300
aaagggcact atggtitata titttatata tttcigeige ttcgtcagge ttagatgtge 360
tagatctttc tttctcttt tigtggptag aatttgaatc cctcagcatt gttcatcggt 420

agfttttctt ttcatgattt gtgacaaatg cagectcgtg cggagctitt tigtaggtag 480
aagtgatcaa c 491

<210> 51

<211> 1186
<212>DNA
<213> Oryza sativa

<400> 51

ccaccattgg gtatgitgct tecattgeca aactgttece ttitacccat aggetgattg 60
atcttggctg tgtgattttt tgettgggtt titgagetga ttcageggeg ctigeagect 120
cttgatcgtg gtettggete goecatttet tgogattett tggtgggtceg teagetgaat 180
cttgcaggag tttitgetga catgttctty ggtttactge titcggtaaa tetgaaccaa 240
gaggggegtt tetgetgeag titagtgggt ttactatgag cggattcggg gtttcgagga 300
aaaccggcaa aaaacctcaa atcetcgace tttagttitg ctgecacgtt geteegecee 360
attgcagagt totttitgee cccaaatttt titttacttg gtgcagtaag aatcgegect 420
cagtgatttt ctcgactegt agteegttga tactgtetcet tgettatcac tigttetget 480
taatctittt tgettectga ggaatgtett gatgectete gotpoatgee gaaccaaaaa 540
tgaaggettt tiitttittg aactgagaaa aatctttggg titttggtig gattctitca 600
tggagtcgeg accttecgta ttcttetett tgatcteece gottgeggat teataatatt 660
cggaacttca tgtiggctet gettaatctg tagecaaate ticatatetc cagggatett 720
tcgcetctgte ctatcggatt taggaattag gatctaactg gtgctaatac taaagggtaa 780
tttggaacca tgecattata attitgcaaa gtttgagata tgecatcggt atctcaatga 840
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tacttactaa aacccaacaa atccatttga taaageiggt tettttatee ctttgaaaac 900
attgtcagag tatattggtt caggttgatt tatittgaat cagtactcge actctgettc 960
gtaaaccata gatgctttca gttgtgtaga tgaaacagct gtititagtt atgttttgat 1020
cttccaatge ttttgigtea tgttattagt gttgatttag catggcetttc ctgticagag 1080
atagtcttge aatgcttagt gatggetgtt gactaattat titgtgeaa gtgagtggtt 1140
ttggtacgtg ttgctaagtg taacctttet tigeagttee tgaaat 1186

<210> 52

<211> 71

<212> DNA

<213> Trticum aestivum

<400> 52
gatcctctag aaccatcttc cacacactca agccacacta tiggagaaca cacagggaca 60
acacaccata a 71

<210> 53

<211> 66

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220> .
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 53
gaattccctt ttectaccta cgatccgata cegaatttic cgagegeaca agecaaacca 60
aagcaa 66

<210> 54

<211> 68

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 54

tctagagggce caccaccacg glgcgegeca agacaagged ggggagagaa attegtcaat 60
ccgeagea 68

<210> 55

<211> 82

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 55
tctagaacca ccacaccact ccaccagtaa gaagtgeagce aggtagetag taageeggeg 60
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tagctttget cttgcagceta ga 82

<210> 56

<211> 70

<212>DNA

<213> Syntetizovane sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 56
tccacceace cotegatcte tegetegecg cegecgateg gatcgegtgg ttggatcate 60
acaactcggce 70

<210> 57

<211> 74

<212> DNA

<213> Syntetizované sekvence

<220>
<223> Popis syntetizované sekvence: generovana

<400> 57

atccatcatc tacaagagat cgatcagtag tggttageag caactcacta tcgaacacgg 60
tttcagctta caca 74

<210> 58

<211> 234

<212>DNA

<213> Triticum aestivum

<400> 58

aattctgcat gegttiggac gtatgotcat teaggitgga gocaattigg tgatgtgtg 60
tgcgagtict tgcgagtctg atgagacatc tctgtattgt gtttctttec ceagtgtttt 120
ctgtacttgt gtaatcggct aatcgecaac agatteggeg atgaataaat gagaaataaa 180
ttgitctgat titgagtgca anaaaaaagg aattagatct gtetgtgtit titg 234

<210> 59

<211> 231

<212> DNA

<213> Triticum aestivum

<400> 59

aattcgctce tggecatgga getgettetg tetctgggtt cacaagtete ggtgteteeg 60
gtatcctcea atggagtotg gtetgtgtet gtogttgect gactgtcttt gittetgtac 120
catactgtga tgcagtgtta tcgtttgtat citcaaactt ctgctggtgt ggageagett 180
tggtgaacta tgaataagtg agcggagatc tgttgtgtat titttggate ¢ 231

<210> 60
<211> 131
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<212> DNA
<213> Triticum aestivum

<400> 60

aattcaacaa gaacgaggga gggatacaca ggctgtttct tccaagaaat tattgtaact 60
aatatataat gtagcccttt tctigtgatg cggaaaatat atttgaagaa ttccaattgg 120
attgtgaggt ¢ 131

<210> 61

<211> 236

<212> DNA
<213> Oryza sativa

<400> 61

ctaagttggc aatgcggata aagaataact aaataaataa ataaataaat tgcaagcaat 60
tgcgttgctg ctatgtactg taaaagtttc ttataatatc agttctgaat gctaaggaca 120
tccctcaaga tggtetttet atttttgtet tcccgtteca atgtactgtt cgtatectet 180
tggagatica tcaatatgag aaaacagaga atggacaacc ctcccttate ttatgg 236

<210> 62

<211> 241

<212> DNA
<213> Oryza sativa

<400> 62

tictaaatct tattattatc atcgiegtog tegtetegte acggaattaa ttaaagtace 60
tactccgtac ttagetagcet acaataataa ggattcattg atcactacaa gagtgatcga 120
ctcgactgta gtatgtetet gecaatataat gtgctgtcta tcaacaacta ctagtattgt 180
catttttttc gaaccaggga acttittaat gataagaaga aaaagacaag tacttattgt 240
¢ 241

<210> 63
<211>381

<212> DNA
<213> Oryza sativa

<400> 63

attcggtgge tittgctigg tgitctagy geaggptttt gigtgcitgg tgtitcegte 60
ttacattatc accgtattac cgectegtac gecaccgecg gttectatgt cttegetttg 120
ttttttegte tgtgctatgg gaacctittt gggtactpta ttacttgatg ctgptetgeg 180
attgttgata tttcgggatyg aattttacct ttccgegttg gtectegtgt gtaatatttg 240
caaattacgg aactaggaag gtagcccgeg cattcgegtg geceatgtate gtaggetgta 300
titgagataa tcgtaagtaa taggctgatt gtgttaaaat gttgeattty ttatatagta 360
aactataggc atatggatct t 381
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Hindil 4271

Bgi 3622
Xbai 3515

Ncol 2798

Obr. 1
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leader je vedouci sekvence

Obr. 2
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Ncol 3413
Boill 3284
Bgill 3142

leader je vedouci sekvence

Obr. 3
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leader je vedouci sekvence

Obr. 4
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leader je vedouci sekvence

Obr. 6
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Boil 3328

Bgil 3185
BamHi 3143

Xbal 2880

leader je vedouci sekvence

Obr. 7
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Bt 3322

Bgill 3179
Bamiit 3137

leader je vedouci sekvence

Obr. 8
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Ecofl 5318

leader je vedouci sekvence

Obr. 9
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leader je vedouci sekvence

Obr. 10
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Bgi 1538
Xbal 1645

EcoR! 2937

Obr. 11
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Botil 5458
Bamii 5477
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leader je vedouci sekvence

Obr. 12
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EcoRl 5245
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Bgill 5451
Bamiii 5471
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Hindn 2225

leader je vedouci sekvence

Obr. 13
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EcoRl 5243
EcoRi 5351
Boit 5378
Bamit 53897
Smal 5404
EcoR! 4040
on-M13
Xba) 3500
Neol 34517
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i
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Stul 2080
Xbel 2880
/

leader je vedouci sekvence

Obr. 14
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leader je vedouci sekvence

Obr. 15
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Obr. 16
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Necot 3826
Xbal 3814

leader je vedouci sekvence

Obr. 17
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Neol 3786
Xbal 3774

leader je vedouci sekvence

Obr. 18
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Ncol 3755

leader je vedouci sekvence

Obr. 19




Bgitl 3284

leader je vedouci sekvence

CZ 302074 B6

Obr. 20
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leader je vedouci sekvence

Obr. 21
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leader je vedouci sekvence

Obr. 22
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leader je vedouci sekvence

Obr. 23
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leader je vedouci sekvence

Obr. 24
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leader je vedouci sekvence

Obr. 25
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/ Xbal 1461
Ncol 1477

10007 bp

Left Border
Ta CAB laader

Ecofl 2460
- Smal 2732
Noti 2737
Smal 2746
BamHi 2749
EcoRi 2983

Ncol 3180

Stul 3846

Xbal 3720

leader je vedouci sekvence
right border znamena pravé ohraniéeni
left border znamena levé ohraniceni

Obr. 26
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right border znamena pravé ohranideni
left border znamena levé ohraniCeni

Obr. 27
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Bgifi 2339
kan Psan ¥
Necol 1743
[ Ko 159
pMON19568 linker1291 Hindii 161
T 2“; [] No#t 180

\ be Smal 189
\‘u. EcoRt 193

b | Plac Kont 203
Hinalll 205

linker zanmena spojovnik
Obr. 28

Konec dokumentu
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