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(57) Anotécia-

Su opisané molekuly nukleovych kyselin kdédujice enzy-
my, ktoré sa podielajii na syntéze Skrobu v rastlinich. Tieto
enzymy zahfiiaju izoamylézy z p3enice. TieZ st opisané
vektory a hostitel'ské bunky obsahujice uvedené molekuly
nukleovych kyselin, najmd transformované rastlinné bunky
a rastliny, ktoré je mozné z tychto buniek regenerovat’ a
ktoré maji zvy$eni alebo znfZena aktivitu izoamyl4z podla

predloZeného vynalezu.
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MOLEKULY NUKLEOVYCH KYSELIN KODUJUCE ENZYMY Z PSENICE,
KTORE SA PODIELAJU NA SYNTEZE SKROBU

Oblast’ techniky

Tento vynalez sa tyka molekul nukleovych kyselin, kddujucich enzym
z pSenice, ktory sa podiefa na syntéze Skrobu v rastlinach. Tymto enzymom je
izomylaza.

Dalej sa tento vynalez tyka vektorov, hostitefskych buniek a rovnako
rastlinnych buniek a rastlin, ktoré obsahuju molekuly nukleovych kyselin podfa
tohto vynalezu.

Dalej je popisany postup na ziskavanie transgénnych rastlin, ktoré po
zavedeni molekul nukleovych kyselin podlfa tohto vynalezu syntetizuja Skrob
s niektorou pozmenenou viastnostou.

Doterajsi stav techniky

V poslednej dobe neustale stipa vyznam rastlinnych obsahovych latok
ako obnovitefnych zdrojov surovin, a preto je jednou z uloh biotechnologického
vyskumu usilovat sa o prispdsobenie tychto rastlinnych surovin poZiadavkam
spracovatefského priemyslu. Aby bola oblast pouZitelnosti tychto obnovitelnych

Polysacharidy predstavuji okrem olejov, tukov a proteinov ddlezitd
obnovitelnu rastlinnu surovinu. NajdéleZitejSie postavenie medzi polysacharidmi
zaujima okrem celulézy Skrob, ktory je jeden z hlavnych zasobnych latok vo
vy$Sich rastlinach. Jednou z najdélezitejSich kultirnych rastliin je p3enica,
z ktorej sa ziskava v Eurépskom spoloenstve 20 % z celkovej vyroby Skrobu.

Polysacharid Skrob je polymérom, skladajlcim sa z chemicky jednotnych
zakladnych jednotiek, a to z molekul glukézy. Pritom ide o velmi zloZitd zmes
réznych molekularnych foriem, ktoré sa liSia svojim polymerizaénym stupfiom,
vetvenim glukozovych retazcov a ich dizkou, a ktort je okrem toho mozné



derivatizovat, napriklad fosforylovat. To znamena, Ze $krob nie je jednotnou
surovinou. Amyléza, ktora je tvorena v podstate nerozvetvenym polymérom,
skladajicim sa z 1,4-glykozidicky viazanych molekul glukézy, sa odiiSuje od
amylopektinu, ktory je tvoreny komplexnou zmesou rdézne rozvetvenych
glukézovych retazcov. Na tomto rozvetveni sa podiefaju i 1,6-glykozidicke
vazby. Skrob syntetizovany v pSenici obsahuje cca 11 az 37 % amylozy.

Aby bolo mozZné zaistit pouZitefnost vhodnych Skrobov pre najréznejsie
priemyseiné G&ely, je potrebné mat k dispozicii také rastliny, ktoré st schopné
syntetizovat modifikované skroby, ktoré by boli obzvlast vhodné na rézne ucely
pouzitia. Jedna z moZnosti na ziskavanie takychto rastlin su Sfachtitefské
opatrenia. Sfachtitelské opatrenia sa v8ak vzhladom na polyploidny charakter
pSenice (tetra- a hexaploid) uplatiiuju vefmi tazko. lba nedavno sa podarilo
krizenim prirodnych mutantov pSenice ziskat ,voskoviti“ (neobsahujucu
amylézu) pSenicu (Nakamura a spol, Mol. Gen. Genet. 248 (1995), 253 — 259).

Alternativou  k §fachtitelskym  opatreniam je cielena génovo-
technologicka modifikacia rastlin produkujticich Skrob. Predpokladom na to
véak je identifikacia a charakterizacia enzymov, ktoré sa podiefaju na syntéze
alebo na modifikacii $krobu a rovnako izolacia molekul nukleovych kyselin,
ktoré tieto enzymy koduiju.

Cesty biochemickej syntézy, veduce k vystavbe $krobu, su v podstate
zname. Syntéza S$krobu v rastlinnych bunkach prebieha v plastidoch. Vo
fotosynteticky aktivnych tkanivach st to chloroplasty, vo fotosynteticky
inaktivnych Skrobovych zasobnych tkanivach to s amyloplasty.

Na dalSiu cielend génovo-technicki premenu vetvenia $§krobu
syntetizovaného v rastlinach je stale nevyhnutné identifikovat DNA-sekvencie
kddujice enzymy, ktoré sa na metabolizme Skrobu podiefaju, najma na
rozvetvovani retazca alebo jeho odburavani.

Vedfa takzvanych Q-enzymov, ktoré rozvetvenie do molekuly $krobu
zavadzaju, sa v rastlinach vyskytuja enzymy, ktoré mézu rozvetvenie odburat.
Tieto enzymy sa oznacuju ako Debranching-enzymy a podfa ich substratovej
§pecifiénosti sa delia do troch skupin :

(@) Pululanazy, ktoré okrem pululanu potrebuju ako substrat i amylopektin,



sa vyskytuji v mikroorganizmoch, napr. Klebsiella, a v rastlinach.

V rastlinach sa tieto enzymy oznacuiju i ako R-enzymy.

(b) lzoamylazy, ktoré nepotrebuju ako substrat pululan, ale glykogén a
amylopektin, sa rovnako vyskytuju v mikroorganizmoch a v rastlinach.
Izoamylazy boli popisané napr. v kukurici (Manners & Carbohydr. Res. 9
(1969), 107) a zemiakoch (Ishizaki a spol. Agric. Biol. Chem. 47 (1983),
771 -779).

(c) Amylo-1,6-glukozidazy su popisované pri cicavcoch a kvasinkach a
potrebuju ako substrat hraniéné dextriny.

Li a spol. (Plant Physiol. 98 (1992), 1277 — 1284) preukazali v cukrovej
repe vedfa piatich endo- a dvoch exoamylaz iba jeden Debranching-enzym
pululanazového typu. Tento enzym s vefkostou cca 100 kD s optimainym pH
5,5, je lokalizovany v chléroplastoch. Rovnako pri Spenate bol popisany jeden
Debranching-enzym, ktory ako substrat vyuzival pululan. Ako Debranching-
enzym zo $penétu, tak i z cukrovej repy maju pri reakcii s amylopektinom ako
substratom v porovnani s pululdinom ako substratom patkrat nizSiu aktivitu
(Ludwig a spol, Plang Physiol. 74 (1984), 856 ~ 861, Li a spol. (Plant Physiol.
98 (1992), 1277 — 1284).

U hospodarsky vyznamnej kulturnej rastliny ukladajucej Skrob — u
zemiakov - sledovali aktivitu Debranching-enzymu Hobson a spol. (J. Chem.
Soc, (1951), 1451). Tito autori preukazali, Ze prisluSny enzym na rozdiel od Q-
enzymu nevykazuje pri predizovani retazca Zziadnu aktivitu, ale Ze iba
hydrolyzuje alfa-1,6-glykozidické vézby. Tento enzym vSak doposial nebolo
mozZné podrobnejSie charakterizovat. V zemiakoch bol uz postup na Cistenie
Debranching-enzymu a rovnako parcialnych peptidovych sekvencii Cisteného
proteinu navrhnuty (WO 95/04826). Pri Spenate bolo medzitym popisané
Cistenie Debranching-enzymu a rovnako izolacia prislusnej cDNA (Renz a spol.,
Plant Physiol. 108 (1995), 1342).

O kukurici bola v literatire dosial popisana iba existencia jedného
Debranching-enzymu. Tento enzym bol podla svojej substratovej Specifi¢nosti
zaradeny do skupiny izoamylaz (pozri napr. Hannah a spol., Scientia
Horticulturae 55 (1993), 177 — 197 alebo Garwood (1984) v publikacii Starch



Chemistry and Technology, Whistler, R.L., BeMiller, J.N., Puschall, E.F. (eds.).
Academic Press San Diego, New York, Boston, 25-86). Prisiu§né mutanty boli
oznadené ako cukrové (sugary). Tento gén cukrového centra (sugary-Locus)
bol kratko klonovany (pozri James a spol., Plant Cell 7 (1995), 417-429). Okrem
centra sugary-Locus nebolo v kukurici preukdzané Ziadne iné génové centrum
(Genlocus), ktoré by kédovalo protein s Debranching-enzymovou aktivitou.
Doposial neexistuji ani Ziadne ddkazy o tom, Ze by sa v kukurici vyskytovali iné
formy Debranching-enzymov. Na ziskanie transgénnej rastliny kukurice, ktora
by nemala Ziadnu Debranching-enzymovu aktivitu, napriklad na dosiahnutie
vy$sieho stupiia rozvetvenia amylopektinu, je nevyhnutné identifikovat véetky
formy Debranching-enzymu ktoré sa v kukurici vyskytuju a izolovat' prislusné
gény alebo cDNA-sekvencie.

Na ziskanie dalSich moznosti na uskutoénenie premien akychkolvek
§krobnatych rastlin, prednostne obilia, a najmé p3enice tak, aby tieto rastliny
syntetizovali modifikovany $krob, je potrebné identifikovat prisluSné DNA-
sekvencie, ktoré kéduju dalSie izoformy enzymov, ovplyviiujuce rozvetvenie

retazca.

Podstata vynalezu

Cielom tohto predkladaného vynalezu je priprava molekul nukleovych
kyselin, ktoré koéduja enzymy, podiefajice sa na biosyntéze Skrobu a ich
pomocou ziskavanie génovo-technicky modifikovanej rastliny, ktoré umoznia
vyrobu rastlinnych Skrobov so zmenenymi chemickymi a/alebo fyzikalnymi
vlastnostami.

Tento vynalez sa teda tyka molekul nukleovych kyselin ktoré protein
s funkciou izoamylazy zpSenice koéduju, predovSetkym proteinu, ktory je
definovany najma aminokyselinovou sekvenciou uvedenou pod Seq ID No. 3
alebo 7. Tento vynalez sa najmd tyka molekuly nukleovych kyselin, ktora
obsahuje nukleotidovu sekvenciu uvedent pod Seq ID No.1, 2 alebo 6 alebo jej
éast, prednostne molekulu obsahujicu kédujucu oblast uvedent v Seq ID No.
1, 2 alebo 6 a rovnako prislus$né ribonukleotidové sekvencie. Obzviast vyhodna



je molekula nukleovych kyselin obsahujuca dalsie regulaéné prvky, ktoré
uskuto&iuji transkripciu a rovnako pripadne translaciu uvedenych molekul
nukleovych kyselin.

Dalej sa tento vynalez tyka molekul nukleovych kyselin, ktoré sa
s niektorymi molekulami nukleovych kyselin podla tohto vynalezu hybridizuja.

Predmetom tohto vynalezu je i molekula nukleovych kyselin, ktora kdduje
izomylazu  zp$enice a ktorej sekvencia, sa na zaklade degeneracie
genetického kédu lisi od nukleotidovej sekvencie vyssie uvedenych molekdl.

Tento vynalez sa tyka i molekuly nukleovych kyselin, ktora obsahuje
sekvenciu komplementarnu s uplnymi vy$Sie uvedenymi sekvenciami alebo
s ich ¢astami.

Pojem ,hybridizacia“ znamena v ramci tohto vynalezu hybridizaciu za
konvenénych hybridizaénych podmienok, vyhodne za prisne definovanych
podmienok, popisanych napriklad v publikacii Sambrook a spol., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 2. vyd. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY).

Obzviast vyhodne sa ,hybridizacia® uskutoéfiuje za nasledujucich
podmienok :

Hybridizaény pufor : 2 x SSC; 10 x roztok Denhardt (Fikoll 400 + PEG +
BSA; pomer 1:1:1); 0,1 % SDS; 5 mM EDTA, 50
mM NaHPO, ; 250 ug/ml DNA sledich spermii
(Heringssperma-DNA); 50 ug/mil tRNA; alebo
0,25 M natriumfosfatovy pufor pH 7,2; 1 mM EDTA,;
7 % SDS

Hybridizaéna teplota : T=65az70°C

0,2 x SSC; 0,1 % SDS

Premyvacia teplota : T=40az75°C.

Premyvaci pufor :

Molekuly nukleovych kyselin, hybridizované s molekulami nukleovych
kyselin podfa tohto vynalezu mézu principialne kédovat izomylazy z akejkolvek
rastliny pSenice, ktora tieto proteiny exprimuje.

Molekuly nukleovych kyselin, hybridizované s molekulami nukleovych

kyselin podla tohto vynalezu, mézu byt napriklad izolované z genomickych



pSenic alebo pseniénych tkaniv alebo z cDNA-kniZnic pSenic alebo pseniénych
tkaniv. Alternativne mézu byt pripravené génovo-technickymi metédami alebo
chemickou syntézou.

Identifikaciu a izolaciu tychto molekul nukieovych kyselin je mozné
uskuto&iiovat s pouZitim molekil podfa tohto vynalezu alebo &asti tychto
molekul respektive s pouZitim reverznych komplementov tychto molekul,
napriklad pomocou hybridizacie podla standardného postupu (pozri naprikiad
Sambrook a spol., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. vyd. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY).

Ako vzorku pre hybridizaciu je mozné pouzit napriklad molekuly
nukleovych kyselin, obsahujuce presne rovnaké alebo v podstate rovnaké
nukleotidové sekvencie alebo ich €asti, uvedené pod Seq ID No. 1, 2 alebo 6.
Pri tychto fragmentoch, pouzitych ako vzorka pre hybridizaciu, moze ist i o
syntetické fragmenty pripravené pomocou beZnych syntetickych technik,
ktorych sekvencia v podstate zodpoveda molekuldm nukleovych kyselin podfa
tohto vynalezu.

Molekuly, hybridizované s molekulami nukleovych kyselin podfa tohto
vynalezu, zahriiuja i fragmenty, derivaty a alelické varianty vy$Sie uvedenych
molekul nukleovych kyselin, ktoré kéduju pSeniéné izomylazy podfa tohto
vynalezu. Fragmentami sa pritom rozumeju €asti molekul nukleovych kyselin,
ktoré su dostatoéne dihé na to, aby boli schopné kddovat uvedené proteiny.
Vyraz ,derivat® v tejto suvislosti znamena, Ze sekvencia tychto molekul sa od
sekvencii vySSie uvedenych molekul nukleovych kyselin liSia na jednom alebo
niekofkych miestach a Ze vykazuji vysoky stupeni homolégie s tymito
sekvenciami. Homolégia znamena identitu sekvencie minimalne zo 40 %,
najma identitu minimalne zo 60 %, obzviast nad 80 % a obzviast vyhodne nad
90 %. Odchylky od skér popisanych molekul nukleovych kyselin mézu vznikat
vystiepenim, substitlciou, inzerciou alebo rekombinaciou.

Homolégia dalej znamend, Ze existuje funkéna al/alebo S§truktirna
ekvivalencia medzi prisluinymi molekulami nukleovych kyselin alebo nimi
kédovanymi proteinmi. Pri  molekulach nukleovych kyselin, ktoré su
homologické s vySSie uvedenymi molekulami a predstavuju derivaty tychto



molekul, ide spravidla o variacie tychto molekul, ktoré predstavuja modifikacie
s rovnakymi biologickymi funkciami. Pritom méZe ist ako o prirodzene sa
vyskytujlce varidcie, napriklad o sekvencie z inych organizmov, tak o mutanty,
priom tieto mutanty mézu mat prirodzeny vyskyt alebo mézu byt zavadzané
cielenou mutagenézou. Dalej ide o variacie synteticky pripravenych sekvencii.
Pri alelickych variantoch méze ist ako o varianty s prirodzenym vyskytom, tak i
o varianty pripravené synteticky alebo ziskané rekombinantnou DNA-technikou.

Izoamylazy, kédované réznymi variantami molekil nukleovych kyselin
podfa tohto vyndlezu, vykazuji uréité spoloéné viastnosti. K nim patria
napriklad enzymova aktivita, molekulova hmotnost, imunologicka reaktivita,
konformacie a podobne a rovnako fyzikalne vlastnosti, ako je napriklad
pohyblivost pri gélovej elektroforéze, chovanie pri chromatografii, sedimenta¢né
koeficienty, rozpustnost, spektroskopické vlastnosti, elektricky naboj, stabilita;
pH-optimum, teplotné optimum a podobne.

Proteinom, kédovanym molekulami nukleovych kyselin podfa tohto
vynalezu, je izomylaza z pSenice. Tieto proteiny vykazuju uréité homologické
oblasti s doteraz znamymi izoamylazami z inych rastlinnych druhov.

Molekulami nukleovych kyselin podlfa tohto vynalezu mézu byt DNA-
molekuly, najma cDNA alebo genomické molekuly. Dalej mézu byt nukleovymi
kyselinami podla tohto vynalezu RNA-molekuly, ktoré mézu vzniknat napriklad
transkripciou niektorej molekuly nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu.
Nukleové kyseliny podfa tohto vynalezu mézu byt napriklad ziskavané
Z prirodnych zdrojov alebo technikou rekombinacie i synteticky.

Predmetom tohto vynalezu su i oligonukleotidy Specificky hybridizované
s niektorou molekulou nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu. Tieto
oligonukleotidy maju vyhodne dizku minimalne 10, obzvlast minimaine 15 a
obzvlast vyhodne dizku minimaine 50 nukleotidov. Oligonukleotidy podfa tohto
vynalezu sa vyznaduju tym, Ze sa hybridizuju $pecificky s molekulami
nukleovych kyselin podla tohto vynalezu, to znamena, Ze so sekvenciami
nukleovych kyselin, ktoré koéduja iné proteiny, najma iné izoamylazy,
nepodliehaju hybridizacii alebo sa hybridizuji iba v nepatrnom rozsahu.
Oligonukleotidy podfa tohto vynalezu mdézu byt pouzité napriklad ako primér



pre PCR-reakciu alebo ako hybridizagna vzorka na izolaciu pribuznych génov.
Mézu tvorit i suéast antisense-konstruktov alebo molekudl DNA, kédujicich
vhodny ribozym.

Tento vynadlez dalej zahriiuje vektory, najméa plazmidy, kozmidy,
fagemidy, virusy, bakteriofagy a dalie vektory, bezné v génovej technike, ktoré
v sebe obsahuju vys$ie uvedené molekuly nukleovych kyselin podfa tohto
vynalezu. Tieto vektory su vhodné na transforméciu prokaryotickych alebo
eukaryotickych, vyhodne rastlinnych buniek.

Obzvlast vyhodné su vektory, umoZiiujuce integraciu molekdl nukleovych
kyselin podla tohto vynalezu do genému rastlinnej bunky, pripadne spolu s
tieniacimi regulaénymi oblastami. Ako priklady je moZné uviest binarne vektory,
ktoré je mozné pouZit pri transfere génov sprostredkovanom agrobaktériami,.
Vyhodna je syntéza prenositefnych alebo pripadne neprenositefnych molekul
nukleovych kyselin v transformovanych pro- alebo eukaryotickych bunkach
integraciou molekuly nukleovych kyselin v sense- alebo antisense-orientacii
podfa tohto vynalezu.

Pojem ,vektor* oznafuje vSeobecne vhodny, odbornikom znamy,
pomocny prostriedok, umozZiiujuci cieleny transfer jednej jedno- alebo
dvojvlaknovej molekuly nukleovej kyseliny do hostitelskej bunky, ako s napr.
DNA-alebo RNA-virus, fragment virusu, plazmidovy konstrukt ktory za
pritomnosti alebo nepritomnosti regulaénych prvkov méZze byt vhodny na
transfer nukleovych kyselin do buniek, nosné materialy ako su sklené vlakna
alebo i Castice kovov, pouzivané napriklad pri postupe ,particle gun®
(.vstrelovanie ¢astic'), mdze v8ak ist o molekulu nukleovych kyselin, ktoru je
mozné vloZit priamo do bunky vhodnym chemickym alebo fyzikalnym
postupom.

Pri vyvhodnom spdsobe uskutoénenia si molekuly nukleovych kyselin,
obsiahnuté vo vektoroch, viazané s regulaénymi prvkami, ktoré umoZiuju
transkripciu a syntézu prenositelnej RNA do pro- alebo eukaryotickych buniek
alebo — pokial je to Ziadlce — ktoré umoziiuju syntézu neprenositelnej RNA.

Expresia molekul nukleovych kyselin podla tohto vynalezu
v prokaryotickych bunkach, napriklad v Escherichia coli, ma vyznam pre



presnejSiu charakterizaciu enzymatickej aktivity enzymov, ktoré kéduju tieto
molekuly. Obzvlaét je mozné charakterizovat produkt, syntetizovany
prislusnymi enzymami za nepritomnosti inych enzymov, podiefajicich sa na
syntéze $krobu v rastlinnych bunkdch. To umoZiiuje vyvodzovat zavery o
funkcii prislu§ného proteinu pri syntéze Skrobu v rastlinnych bunkach.

Okrem toho je mozné pomocou bezZnych postupov molekularnej biolégie
(pozri napriklad Sambrook a spol., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2. vyd. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY)
zavadzat r6zne mutacie do molekul nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu,
pricom sa pri tejto syntéze ziskaja proteiny s pripadne premenenymi
biologickymi viastnostami. To umoZiiuje pripravu deleCnych mutantov,
v ktorych postupnym vystepovanim z 5°- alebo 3'- konca je mozZné ziskat
kédujicu DNA-sekvenciu molekul nukleovych kyselin, ktoré veda k syntéze
prislu§nych skratenych proteinov. Tato delécia na 5°-konci nukleotidovej
sekvencie umozriuje napriklad identifikovat aminokyselinové sekvencie, ktoré
spbsobuju translokaciu enzymov v plastidoch (transitpeptidy). To umoziuje
uskuto&riovat cielent pripravu enzymov, ktoré po odstraneni prisluSnych
sekvencii uZ nie su lokalizované v plastidoch, ale v cytosole, alebo ktoré su po
adicii inych signalnych sekvencii lokalizované v inych &astiach bunky.

Dalej je mozné uskutodfiovat zavadzanie lokalnych mutacii do pozicii,
v ktorych zmena aminokyselinovej sekvencie ovplyviiuje napriklad enzymovu
aktivitu alebo regulaciu enzymu. Tymto spdsobom je mozné napriklad ziskat
mutanty so zmenenou hodnotou Ky alebo mutanty, ktoré uz nepodliehaju
normalnym regulaénym mechanizmom v bunke pdsobenim alosterickej
regulacie alebo kovalentnej modifikacie.

Dalej je mozné ziskat mutanty proteinov podla tohto vynalezu, ktoré
maji zmenenl substratovu alebo produktovu $pecificnost. Okrem toho je
mozné pripravovat mutanty proteinov, ktoré vykazuji zmeneny profil aktivita —
teplota.

Pri uskutoérniovani génovo-technickej modifikacie prokaryotickych buniek
je mozné vkladat molekuly nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu alebo ich
Casti do plazmidov, ktoré umoznuju uskutoénovat mutagenézu alebo zmenu
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sekvencie rekombinaciou DNA-sekvencii. Pomocou S$tandardnych postupov
(vid Sambrook a spol., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vyd.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, USA) je mozné
uskutoéfiovat zameny baz alebo pripojovat prirodzené alebo syntetické
sekvencie. Na vzajomné spavanie DNA-fragmentov je mozZné ktymto
fragmentom pripojit spojovacie alebo viaZuce skupiny (Adaptoren o. Linker).
Rovnako je mo2né pouzivat manipulacie, ktoré uvolfiuju prislusné restrikéné
miesta S§tiepenia, alebo ktoré nadbytoéni DNA alebo restrikéné miesta
odstrafiuju. V pripadoch, kde prichadzaji do uvahy inzercie, delécie alebo
substitlicie, je mozZné pri mutagenéze in vitro pouzivat ,primer repair”, restrikciu
alebo ligaciu. Ako analytické metddy boli vSeobecne pouZité sekvencna
analyza, restrikéna analyza alebo iné biochemické alebo molekularno-
biologické metddy.

V dalSich formach uskutofiovania sa tento vynalez tyka hostitefskych
buniek, najma pro- alebo eukaryotickych buniek, ktoré su transformované
s jednou z vy$sie uvedenych molekul nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu
alebo s jednym z vektorov podfa tohto vynalezu, a rovnako buniek, ktoré z takto
transformovanych buniek vznikaju a obsahuju molekulu nukleovych kyselin
podfa tohto vynalezu alebo vektor. Pritom prednostne ide o pro- alebo
eukaryotické bunky, najma o rastlinné bunky.

Premetom tohto vynalezu su dalej proteiny, ktoré je mozné pripravit
rekombinantnym spdsobom, a ktoré maju aktivitu izomylazy, kdédovanej
molekulami nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu a rovnako postup ich
pripravy, pricom hostitel[ska bunka podla toto vynalezu je kultivovana za
vhodnych, odbornikom znamych podmienok, umoZiujlcich syntézu proteinu
podfa tohto vynalezu a koneéna izolacia tohto proteinu z hostitelskych buniek
a/alebo z kultivaéného média.

Molekuly nukieovych kyselin, ziskané podfa tohto vynalezu, teraz
umoziuju pomocou génovo-technickych metéd uskutoéiiovat cielené zasahy
do metabolizmu Skrobu v rastlinach a tento metabolizmus menit do tej miery,
Ze dojde k syntéze takych modifikovanych Skrobov, ktoré v porovnani so
znamymi $krobmi bud mat iné fyzikalno-chemické viastnosti, ako st napriklad
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pomer amylézy a amylopektinu, stuperi rozvetvenia retazca, priemerna dlzka
retazca, obsah fosfatov, vlastnosti pri mazovateni, viastnosti pri tvorbe gélu
alebo filmu, verkost skrobovych zin a/alebo ich tvar.

Je mozZné rovnako uskutoriovat expresiu molekul nukleovych kyselin
podla tohto vynalezu v rastlinnych bunkach na zvySenie aktivity prisluSnej
izomylazy, alebo zavadzat molekuly nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu
do buniek, ktoré tento enzym normalne neexprimuju. Expresia molekdl
nukleovych kyselin podla tohto vynalezu poskytuje i moZnost znizit prirodzenu
aktivitu izoamylazy podfa tohto vynalezu v rastlinnych bunkach. Dalej je mozné
molekuly nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu modifikovat postupmi, ktoré
su odbornikom zname, aby sa ziskali izoamylazy podfa tohto vynalezu, ktoré
uz nepodliehaju prirodzenym regulaénym mechanizmom vlastnej bunky,
respektive ktoré maju zmeneny profil teplota — aktivita alebo zmenené
$pecifické viastnosti substratu respektive produktu.

Pri expresii molekul nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu v rastlinach
existuje v zadsade moznost lokalizovat syntetizovany protein do fubovolnej Casti
rastlinnej bunky. Aby bolo mozné uskutoénit lokalizaciu do uréitej &asti
rastlinnej bunky, musi sa vystiepit sekvencia zaistujica lokalizaciu v plastidoch
a zostavajucu kédujicu oblast pripadne spojit s DNA-sekvenciami, ktoré
zaistuju lokalizaciu do prislusného miesta. Takéto sekvencie s zname (pozri
napr. Braun a spol.,, EMBO J. 11 (1992), 3219 - 3227; Wolter a spol., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 846 -850; Sonnenwald a spol., Plant J. 1
(1991), 95 - 106).

Tento vyndlez sa tyka i postupu pripravy transgénnych rastlinnych
buniek, ktoré sa transformujua s molekulou nukleovych kyselin alebo s vektorom
podfa tohto vynalezu, pri¢om molekula nukleovych kyselin podla tohto vynalezu
alebo vektor podfa toto vynalezu sa integruje do genému rastlinnej bunky, a
dalej sa tyka i transgénnych rastlinnych buniek, transformovanych pomocou
niektorej molekuly nukleovych kyselin alebo vektora podfa tohto vynalezu, a
rovnako zahriuje transgénne rastlinné bunky, ktoré sa ztakto
transformovanych buniek odvodené. Bunky podfa tohto vynalezu obsahuju
jednu alebo viac molekdl nukleovych kyselin alebo vektorov podla tohto
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vynalezu, priom tieto molekuly alebo vektory sG prednostne spojené
s regulaénymi DNA- prvkami, ktoré zaistuju transkripciu v rastlinnych bunkach,
najmé s vhodnym promoétorom. Tieto bunky je moZné odliSit od prirodzenych
rastlinnych buniek mimo iného i podfa toho, Ze obsahuji molekuly nukleovych
kyselin podra tohto vynalezu, ktoré sa v tychto bunkach normalne nevyskytuiju,
alebo podra toho, Ze takato molekula je integrovana na uréitom mieste genému
bunky, kde sa inak nevyskytuje, teda v inom genomickom okoli. Dalej je mozné
tieto transgénne rastlinné bunky podfa tohto vynalezu odliSit od prirodzenych
rastlinnych buniek tym, Ze tieto bunky obsahuju vo svojom genéme stabilne
integrovanui minimalne jednu képiu molekuly nukleovych kyselin podla tohto
vynalezu, pripadne naviac ku képiam tejto molekuly s prirodzenym vyskytom
v bunkach. Ak ide v molekule (molekul) nukleovych kyselin zavedenych do
buniek, o képie naviac k molekuldm s prirodzenym vyskytom v bunke, je mozné
rastlinné bunky podfa tohto vynalezu od prirodzenych buniek odlisit najma tym,
Ze tato (tieto) kdpie naviac je (su) lokalizované v genéme na mieste (miestach),
na ktorych sa v prirode nevyskytuje (nevyskytuju). To je mozné fahko dokazat
napriklad pomocou Southern-Blot-analyzy podfa postupov, ktoré su
odbornikom zname.

Ak je molekula nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu zavedena do
rastinného gendmu vo vztahu krastlinnej bunke heterolégna, obsahuju
transgénne rastlinné bunky transkripty molekil nukleovych kyselin podfa tohto
vynalezu, ¢o je mozZné fahko preukazat napr. Northern-Blot-analyzou podla
postupov, ktoré su odbornikom zname.

Ak je molekula nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu homolégna vo
vztahu k rastlinnej bunke, je moZno bunky podfa tohto vynalezu odlisit od
prirodzene sa vyskytujucich buniek napriklad podfa dalSej expresie molekul
nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu. Transgénne rastlinné bunky obsahuju
vyhodne viac transkriptov molekul nukleovych kyselin podla tohto vynalezu. To
je mozné dokazat napriklad pomocou Northern-Blot-analyzy. ,Viac" znamena
pri tom vyhodne minimalne o 10 % viac, obzvlast o 20 % viac a predov§etkym
minimaine o 50 % viac transkriptov ako zodpovedajuce netransformované

bunky. Prednostne vykazuju tieto bunky rovnako zodpovedajlice (minimaine 10
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%, 20 % alebo 50 %) zvySenie aktivity alebo pripadne zniZenie aktivity
proteinov podfa tohto vynalezu. Transgénne rastlinné bunky je mozZné
regenerovat na celé rastliny pomocou postupov, ktoré st odbornikom zname.

Predmetom tohto vynalezu je i postup ziskavania transgénnych rastlin,
pricom jedna alebo niekofko molekul nukleovych kyselin alebo vektorov podra
tohto vynalezu sa integruje do genému rastlinnej bunky a celé rastlina sa z tejto
bunky regeneruje. Dalej si predmetom tohto vynalezu rastliny, ktoré vyssie
uvedené transgénne rastlinné bunky obsahuju. Tieto transgénne rastliny mézu
byt principialne rastliny akéhokolvek rastlinného druhu, to znamena ako rastliny
monokotylné, tak i dikotylné. Prednostne ide o uzitkové rastliny, obzviast o
rastliny ktoré syntetizuju alebo ukladaju $krob, obzvlast vyhodne Zito, jatmen,
ovos, p$enica, proso, sago, kukurica, ryza, hrach, drefiovy hrach, maniok,
zemiaky, poradajky, repka, séjové boby, konope, fan, sineénica, kimny hrach
alebo maranta a predov§etkym p$enica, kukurica, ryza a zemiaky.

Tento vynalez sarovnako tyka mnoZitefského materialu rastlin podfa
tohto vynalezu, ako su napriklad plody, semena, hfuzy, cCasti korenov,
semenace, sadenice, pletiva protoplasty, bunkové kultary a podobne.

Tento predkladany vynalez sa dalej tyka spdsobu vyroby modifikovaného
$krobu, zahriiujlci operaciu extrakcie Skrobu z vy$Sie uvedenych rastlin podfa
tohto vynalezu a/alebo zo Skrobnatych Easti tychto rastlin.

Postupy pre extrakciu Skrobu zrastlin alebo zich Skrobnatych gasti,
najma z pSenice, s odbornikom zname, pozri napriklad Eckhoff a spol. (Cereal
Chem. 73 (1996) 54 - 57 ,Starch — Chemistry and Technology (vydavatel :
Whistler, BeMiller a Paschall (1994), 2. vydanie, Academic Press Inc. London
Ltd; ISBN 0-12-746270-8; pozri napr. kapitola XlI, str. 412 — 368; Skroby
z kukurice a sorghumu: Vyroba; Watson; kapitola Xlil, str. 469 - 479;
Tapiokovy, marantovy a sagovy Skrob: Vyroba; Corbishley a Miller; kapitola
X1V, str. 479 — 490; Zemiakovy $krob: Vyroba a pouzitie; Mitch; kapitola XV, str.
491 - 506: P$eni¢ny Skrob: Vyroba, modifikacia a pouzitie; Knight a Oson; a
kapitola XVI. str. 507 az 528: Ryzovy Skrob: Vyroba a pouzitie ; Rohmer a
Klem). K zariadeniam, ktoré sa spravidla na extrakciu $krobu z rastlinného
materialu pouZivaju, patria separatory, dekantéry, hydrocyklony, sprayové
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sudiarne a susiarne na su$enie vo fluidnej vrstve.

Transgénne rastlinné bunky a rastliny podfa tohto vynalezu syntetizuju
na zaklade expresie molekul nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu $kroby,
ktoré so svojimi fyzikalno-chemickymi vlastnostami, ako je napriklad pomer
amylézy a amylopektinu, stuperi rozvetvenia retazca, priemerna dizka retazca,
obsah fosfatov, vlastnosti pri mazovateni, velkost Skrobovych zfn a/alebo ich
tvar, liSia od $krobov syntetizovanych prirodnymi rastlinami. V tychto Skroboch
sa mAze menit najma ich viskozita a/alebo ich vlastnosti pri tvorbe filmu a
vlastnosti vzniknutych $krobovych mazov v porovnani s vlastnostami znamych
Skrobov.

Predmetom tohto predkladaného vynalezu je dalej Skrob, ktory je moZné
ziskat' z rastlinnych buniek, rastlin a z ich mnoZzitefského materialu podfa tohto
vynalezu a $krob, ktory je mozné ziskat vySsie uvedenymi postupmi podra tohto
vynalezu.

Dalej je mozné pomocou molekul nukleovych kyselin podfa tohto
vynalezu produkovat rastlinné bunky a rastliny, v ktorych je aktivita proteinu
podla tohto vynalezu znizena. To vedie rovnako ksyntéze Skrobu so
zmenenymi chemickymi a/alebo fyzikalnymi vlastnostami v porovnani so
§krobmi z pévodnych rastlinnych buniek.

Dalsim predmetom tohto vynéalezu su transgénne rastlinné bunky,
obsahujuce molekulu nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu, v ktorych je
aktivita izoamylazy v porovnani s netransformovanymi bunkami znizena.

Pripravu rastlinnych buniek so zniZeniu aktivitou izoamylazy je mozné
uskuto&riovat napriklad expresiou prisluSnej anti-sense-RNA, sense-RNA na
dosiahnutie ko-supresného efektu alebo expresiou zodpovedajucim spésobom
konstruovaného ribozymu, ktory Specificky Stiepi transkript kddujuci izoamylazu
s pouzitim molekul nukleovych kyselin podla tohto vynalezu podla postupu,
ktory je odbornikom znamy, vid Jorgensen (Trends Biotechnol. 8 (1990), 340 -
344), Niebel a spol., (Curr. Top. Microbiol. Iimmunol. 197 (1995), 91 - 103),
Flavell a spol. (Curr. Top. Microbiol. Immunol. 197 (1993), 43 - 46), Palaqui a
Vaucheret (Plant. Mol. Biol. 29 (1995), 149 ~ 159), Vaucheret a spol. (Mol.
Gen. Genet. 248 (1995), 311 — 317), de Borne a spol., (Mol. Gen. Genet. 243
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(1994), 613 - 621).

Prednostne sa na zniZenie aktivity izoamylazy podra tohto vynalezu
pouziva zniZenie poétu kédujacich transkriptov v rastlinnych bunkach, naprikiad
expresiou antisense-RNA.

Pri tom je mozné pouzit molekulu DNA, ktora obsahuje upinu sekvenciu
kédujucu protein podfa tohto vynalezu vratane pripadne pritomnych tieniacich
sekvencii, a rovhako DNA-molekuly, obsahujice iba ¢asti kddujlcej sekvencie,
pridom tieto &asti musia byt dostatoéne dihé na to, aby v bunkach vyvolali
antinsense-efekt. Véeobecne sa mézu pozivat sekvencie s minimainou dizkou
15 bp, vyhodne s dizkou 100 — 500 bp, na G&innG antisense-inhibiciu najma
sekvencie s dizkou nad 500 bp. Spravidla sa pouzivajiu DNA-molekuly, ktoré st
kratSie ako 5000 bp, vyhodne sekvencie, ktoré su kratSie ako 2500 bp.

Je mozné pouzivat i DNA-sekvencie, ktoré vykazuju vysoky stupen
homologie so sekvenciami molekul DNA podra tohto vynalezu, ktoré v8ak nie
s celkom identické. Minimalna homologia by mala byt vy$sia ako cca 65 %.
Prednostne sa pouzivaju sekvencie so stupfiom homolégie medzi 95 a 100 %.

Predmetom tohto vynalezu je i postup pripravy modifikovaného $krobu,
zahriiujuci postup extrakcie Skrobu zbunky alebo zrastliny podfa tohto
vynalezu a/alebo zo Skrobnatych €asti tychto rastlin.

Predmetom tohto vynalezu je dalej Skrob, ktory je mozné ziskat
z buniek, rastlin a rovnako mnozitelského materialu alebo jeho ¢&asti podfa
tohto vynalezu a dalej Skrob, ktory je mozné ziskat postupom podla tohto
vynalezu.

Skroby podfa tohto vynalezu je mozné modifikovat postupmi, ktoré su
odbornikom zname, priom tieto Skroby v modifikovanej alebo nemodifikovanej
forme su vhodné na rézne pouzitie v potravinarskej alebo nepotravinarskej
oblasti.

Moznosti pouzitia Skrobov podla tohto vynalezu sa v podstate delia do
dvoch velkych oblasti. Jedna oblast zahriiuje produkty hydrolyzy Skrobu, najméa
glukézu a glukanové stavebné jednotky, ktoré je mozné ziskat enzymatickymi
alebo chemickymi postupmi. Tieto latky slizia ako vychodiskové suroviny pre
dalSie chemické modifikacie a procesy, ako je napriklad fermentacia. Na
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znizenie finanénych nakladov méZe mat vtomto pripade znaCny vyznam
jednoduchost a nie prili§ nakladné uskutoCnenie hydrolytického postupu.
V sucasnej dobe sa tato hydrolyza uskutolrivje prevazne enzymaticky
s pouzitim amyloglukozidazy. MoZno predpokladat, Ze Gspora nakladov by sa
mohla dosiahnut znizenim mnozstva pouzitych enzymov. Urgity vplyv by mohla
mat i $truktarna premena $krobu, ako je napriklad zniZenie stupiia rozvetvenia
alebo zmena stérickej Struktury, ktora uréuje pristupnost molekuly pre pouzité
enzymy.

Druha oblast, v ktorej by sa §kroby podla tohto vynalezu mohli vzhfadom
na ich polymerizaénua Struktaru pouzivat' ako takzvané nativne Skroby, sa delia

na dve hlavné oblasti pouzitia:

1. Potravinarsky priemysel

Skrob je klasickou prisadou do radu potravin, v ktorych spravidla
pini funkciu spojiva pre vodné zloZzky alebo sa pouZiva na zvySenie
viskozity alebo spdsobuje zvySenu tvorbu gélu. Délezitymi
vlastnostami st pritom  tekutost a sorpcia, teplota napudiavania a
mazovatenia, viskozita a zahustovacia schopnost, rozpustnost §krobu,
priehfadnost a Struktira Skrobového mazu, stalost voéi pdsobeniu
tepla, striznych sil a kyselin, tendencia k retrogradacii, schopnost
tvorby filmov, stabilita pri zmrazovani/rozmrazovani, viskozitna stalost
v sofnych roztokoch, stravitelnost a rovnako schopnost tvorby

komplexov napriklad s  anorganickymi alebo organickymi iénami.

2. Nepotravinarsky priemysel

V tejto Sirokej oblasti je mozné pouzivat Skrob ako pomocnu latku
pri réznych vyrobnych procesoch, resp. ako prisadu do technickych
produktov. Skrob ako pomocna latka sa pouziva najma v papierenskom
priemysle a v priemysle vyroby lepenky. Skrob sa v tejto aplikacii pouZiva
predov§etkym na retardaciu (viazanie pevnych latok), viazanie plnidiel a
jemnych ¢&astic, ako stuZovaci prostriedok a prostriedok na
odvodiiovanie. Okrem toho sa vyuZivaju vyhodné vlastnosti $krobu na
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dosiahnutie tuhosti, tvrdosti, akustickych vlastnosti, poZadovaného
omaku, lesku, hladkosti, odolnosti proti rozStiepeniu a rovnako na
dosiahnutie poZadovanych vlastnosti povrchu..

Priemysel vyroby papiera a lepenky

Pri vyrobe papiera sa rozliSuju Styri oblasti pouZitia, a to Uprava
povrchu, natieranie, Uprava papierenskej hmoty a postrek. PoZiadavky
na Skrob pre Upravu povrchu si najméd vysoky stupefi belosti,
zodpovedaijlica viskozita, vysoka viskozitna stalost, dobra schopnost k
tvorbe filmov a minimaina tvorba prachu. Pri pouziti Skrobu pre natery je
dolezity obsah pevnych latok, zodpovedajuca viskozita, vysoka
vazbovost a rovnako vysoka afinita k pigmentom. Pri pouZiti 8krobu ako
prisady do papierenskej hmoty sa pozaduje jeho rychle, rovnomerné a
bezstratové rozptylenie, vysoka mechanicka stabilita a upiné zadrzanie
Skrobu v pride papieroviny. Pri pouziti Skrobu na postrekovanie st
rovnako dodlezitymi vlastnostami zodpovedajici obsah pevnych latok,

vysoka viskozita a vysoka vazbovost.

Priemysel vyroby lepidiel

Priemysel vyroby lepidiel predstavuje Siroki oblast pouzitia
8krobov, ktorli je mozné rozdelit na Styri Ciastkové oblasti: pouZitie ako
disté 8krobové lepidlo, pouzitie do Skrobovych Iepidiel s prisadou
$pecialnych chemikalii, pouZitie Skrobu ako prisady k syntetickym
Ziviciam a k disperznym polymérom a nakoniec pouzitie Skrobov ako
nastavovacieho prostriedku do syntetickych lepidiel. 90 % lepidiel na
baze Skrobu sa pouziva pri vyrobe vinitej lepenky, papierovych sackov,
vriec a kornttkov, na vyrobu spojovacich materidlov pre papier a hlinik,
na vyrobu kartonaze a ako zvlhéovacie lepidlo na dopisné obalky,

znamky a podobne.

Textiiny priemysel a priemysel pomocnych textiinych pripravkov
Velkym odberatefom Skrobov je textiiny priemysel a priemysel
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textilnych pripravkov, kde sa §kroby pouZivaju ako pomocny prostriedok
a prisada. Vramci textiiného priemyslu je mozné rozliSit Styri oblasti
pouzitia: pouzitie Skrobu ako Slichtovacieho prostriedku, teda ako
pomocného prostriedku na vyhladenie, spevnenie a zvySenie sudrznosti
textilnych surovin na ochranu proti pdsobeniu tahovych sil pri spriadani
a tkani a rovnako na zvySenie odolnosti proti oderu pri tkani, pouzitie
Skrobu ako prostriedku na zusfachtovanie textilu, najma po UGpravach
zhors$ujucich kvalitu ako je bielenie, farbenie a podobne, $krob sa dalej
pouziva ako zahustovaci prostriedok pri vyrobe farbiacich past na
potlacenie diflzie farieb a nakoniec sa Skrob pouziva ako prisada do

prostriedkov na spajanie niti.

Stavebnictvo

Stvrtou oblastou pouzitia je pouZivanie $krobu ako prisady do
stavebnin. Ako priklad je mozné uviest sadrokarténové panely, kde
Skrob pridany do sadrovej kase pésobenim vody mazovatie, difunduje na
povrch sadrovej dosky a viaZe kartdén na tato dosku. DalSou oblastou
pouzitia je pridavanie Skrobu do omietok a minerainych vlakien. Pri
preprave beténu sa Skrobové produkty pouZivaju na spomalenie jeho
tvrdnutia.

Stabilizacia pédy

DalSou oblastou spotreby $krobu je vyroba prostriedkov na
stabilizaciu pddy, ktoré sa pouzivaju pri pohyboch pédy na docasnu
ochranu ¢astic pddy proti vode. Kombinované produkty skiadajice sa zo
8krobu a emuizii polymérov su podfa sugasnych znalosti vo svojich
G&inkoch na znizovanie erdzie a inkrustacie porovnatelné s doteraz

pouzivanymi vyrobkami, su vSak podstatne lacnejSie.

Poutzitie v prostriedkoch na ochranu rastlin a v hnojivach
V tejto oblasti sa Skrob pouziva do prostriedkov na ochranu rastlin

na zmenu ich $pecifickych vlastnosti. Skroby sa pouZivaju na zlepsené
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zmadanie prostriedkov na ochranu rastlin a hnojiv, na postupneé
uvoliiovanie uginnych latok, na premenu kvapalnych, prchavych a/alebo
zapachajlcich latok na mikrokrystalické, stabilné a tvarovatelné latky, na
mie$anie nekompatibilnych zlG&enin a na prediZenie doby uginnosti

spomalenim rozkladu.

Farmaceuticky, zdravotnicky a kozmeticky priemysel

Dal$ou oblastou pouzivania §krobu je farmaceuticky, zdravotnicky
a kozmeticky priemysel. Vo farmaceutickom priemysle sa $krob pouZiva
ako spojivo na tablety alebo na zriedovanie spojiv v kapsulach. Dalej sa
Skrob pouziva ako prostriedok na rychly rozpad tabliet, kde tablety po
zhitnuti absorbuji tekutinu a po kratkej dobe napuciavaju pricom
uvoliuju udinnu latku. Lekarske zasypy a pldre na zasypavanie ran
obsahuji ako zakladnu latku Skrob. V oblasti kozmetiky sa Skroby
pouzivaji napriklad do pudrov ako nosiée prisad, ako su vonné latky a
salicylova kyselina. Pomerne znaéné mnoZstvo Skrobov sa pouziva do

zubnych past.

Pridavanie $krobov do uhlia a brikiet

Skroby sa pridavaju i do uhlia a brikiet. Uhlie sa po pridavku
8krobu lepsie aglomeruje resp. briketuje, o brani predCasnému rozpadu
brikiet. Do grilovacieho uhlia sa pridava 4 az 6 % $krobu, do palivového
uhlia 0,1 aZ 0,5 % $krobu. Sroby ako spojiva do uhlia nadobldaju stale
vagsi vyznam, pretoze pridavok Skrobu do uhlia a brikiet mbze znacne

znizit emisie Skodlivych latok.

Uprava rudnych a uhofnych kalov
Skroby je mozné pouzivat i na upravu rudnych a uhofnych kalov

ako flokulaény prostriedok.

2.10. Pomocné prostriedky v zlievarenstve

DalSou oblastou je pouZitie $krobu ako prisady do pomocnych
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zlievarenskych prostriedkov. Pri réznych postupoch odlievania st
potrebné jadra, ktoré sa vyrabaju z pieskov s prisadou spojiva. Ako
spojivo sa v si¢asnej dobe pouZiva prevazne bentonit, do ktorého sa
pridavaji modifikované $kroby, najmé napudatelné Skroby. Pridavok
§krobu sa pouziva na zvySenie pevnosti pri toku a na zlepSenie
vazbovosti. Okrem toho méZu napuéatelné Skroby spltat dalSie
technické poziadavky, ako je dispergovatelnost v studenej vode, fahka
rehydratacia, dobra mieSatelnost s pieskom a vysoka schopnost viazat

vodu.

Pouzitie v gumarenskom priemysle

V gumarenskom priemysle sa méze $krob pouzivat na zlepSenie
technickej a optickej kvality vyrobkov. Pouziva sa na zlepSenie lesku
povrchu, na zlep$enie omaku a vzhladu, pricom sa pred vulkanizaciou za
studena poprasia $krobom lepivé pogumované plochy. Skrob sa rovnako

pouziva i na zlep$enie potladovatefnosti gumovych vyrobkov.
Vyroba nahradok koze

Dalsou oblastou uplatnenia modifikovanych Skrobov je vyroba

nahradok koze.

Skroby v syntetickych polyméroch

V oblasti plastov sa $kroby pouzivaju na nasledujuce ucely:
pridavok Skrobovych produktov pri spracovani (Skrob funguje iba ako
pinidlo, medzi syntetickym polymérom a Skrobom nevznikd priama
véazba) alebo alternativne na viazanie Skrobovych produktov pri vyrobe

polymérov (Skrob a polymér vytvaraju pevnu vazbu).

Pouzivanie Skrobu iba ako plnidla nie je v porovnani s inymi latkami, ako

je napriklad mastenec, perspektivne. Situacia sa v§ak meni, ak sa uplatnia

Specifické vlastnosti Skrobu a déjde k podstatnej zmene vlastnosti koneéného
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produktu. Ako priklad je mozné uviest pouZitie Skrobovych produktov pri
spracovani termoplastov, ako je polyetylén. Pritom sa Skrob a synteticky
polymér spracuju koexpresiou vpomere 1 : 1 na takzvany ,master batch”
(predzmes), z ktorej sa s granulovanym polyetylénom za pouZitia beZnych
technologickych postupov vyrabaji rbézne produkty. Naviazanie $krobu
v polyetylénovych féliach moze zvysit latkova priepustnost féliovych dutych
telies, zlepsit priepustnost pre vodni paru, zlepsit antistatické vlastnosti a
rovnako zlepsit potladovatelnost farbami rieditefnymi vodou.

Dalsou moznostou je pouzitie $krobu do polyuretanovych pien. Upravou
Skrobovych derivatov a rovnako optimalizaciou technologickych parametrov je
mozZné cielene riadit reakciu medzi syntetickymi polymérmi a hydroxylovymi
skupinami Skrobu. Vysledkom s polyuretanové félie, ktorym pouzZitie Skrobu
dodava nasledujice vlastnosti: zniZenie koeficientu tepelnej roztazZnosti,
znizenie zrazanlivosti, zlepSenie vlastnosti pri pdsobeni tlaku/fahu, vzrast
priepustnosti pre vodnu paru bez zmeny schopnosti prijimat vodu, zniZenie
zapalnosti a moznosti roztrhnutia, nedochadza k odkvapkavaniu horiacich
dielov, absencia halogénov a spomalené starnutie. Nevyhodami, ktoré sa
v su¢asnej dobe prejavuji, su znizena pevnost vtlaku a znizena razova
odoinost.

Vyvoj vyrobkov sa vSak neobmedzil iba na folie. V sidasnej dobe sa
vyrabaju i masivne vyrobky, ako su napr. hrnéeky, taniere a misky, obsahujtce i
viac ako 50 % Skrobu. Zmesi Skrobu a polymérov st hodnotené velmi priaznivo
i zekologického hfadiska, pretoze maju podstatne vysSiu Dbiologicku
odbdratefnost.

Mimoriadny vyznam ziskali vrubkované skrobové polyméry vzhladom na
ich extrémne schopnosti viazat vodu. Ide o produkty ktorych hlavny retazec
tvori 8krob a na tento retazec si podla principu radikalového mechanizmu
oCkované vedlajSie retazce syntetického monoméru. Ockované S§krobové
polyméry, ktoré su v sGéasnej dobe k dispozicii, sa vyznaduju zlep$enou
schopnostou viazat a zadrZovat vodu, a to az do mnoZstva 1 000 gvody na1g
Skrobu pri vysokej viskozite. Oblasti pouzitia tychto superabsorpénych latok sa
v poslednych rokoch velmi rozsirili a tieto latky sa uplatfiuju v oblasti hygieny
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ako plienky a podlozky a rovnako v pofnohospodarstve, ako napriklad na
potahovanie osiva.

Pre pouZitie novych génovo-technicky premenenych Skrobov su
rozhodujice jednak ich Struktira, obsah vihkosti, obsah proteinov, obsah
lipidov, obsah vlakniny, obsah popola/fosfatov, pomer amyl6za/amylopektin,
rozloZzenie molarnych hmotnosti, stupen rozvetvenia, velkost zin a ich tvar a
krystalinita, a jednak vlastnosti, z ktorych vyplyvaju nasledujuce charakteristiky:
chovanie pri toku a sorpéné viastnosti, teplota mazovatenia, viskozita, stalost
viskozity v solnych roztokoch, zahustovacia schopnost, rozpustnost, struktira
a transparencia Skrobového mazu, odolnost voéi teplu, striznym sildm a
kyselinam, tendencie kretrogradacii, tvorba gélov, stabilita pri
zmrazovani/rozmrazovani, schopnost tvorit komplexy, viazanie jodu, tvorba
filmov, pevnost lepeného spoja, stalost voéi enzymom, stravitelnost a
reaktivita.

U modifikovanych skrobov, ziskanych z prisluSnych rastlin pomocou
génovo-technickych postupov, méze ddjst k takej zmene ich vlastnosti, Ze
dalSia modifikacia pomocou chemickych alebo fyzikalnych postupov uz nie je
nutnd. Inak je moZné Skroby pozmenené génovo-technickymi postupmi dalej
modifikovat chemickymi postupmi, takZze sa dosiahne dalSie zlep$enie kvality
pre vySSie uvedené ucely pouzitia. Tieto chemické Upravy su v zdsade zname.
Pri tom sa pouZivaju najméa Upravy pdsobenim tepla, pésobenim organickych
alebo anorganickych kyselin, oxidacie a reesterifikacie, pricom vznikajl
napriklad fosfaty, nitraty, sulfaty, xantaty, acetaty alebo citraty Skrobu. Dalej je
mozné na pripravu éterov Skrobu pouZit jednofunkéné alebo viacfunkéné
alkoholy za pritomnosti silnych kyselin, priom vznikaju alkylétery, O-allylétery,
hydroxyalkylétery , O-karboxymetyl-étery Skrobu, Skrobové étery obsahujlce
dusik, Skrobové étery obsahujuce fosfor, Skrobové étery obsahujuce siru,
zosietované Skroby alebo o&kované Skrobové polyméry.

Vyhodnym pouzitim Skrobov podfa tohto vynalezu je jednak vyroba
obalovanych materidlov a vyrobkov na jedno pouZitie a jednak pouzite tychto
Skrobov ako potravin a potravinarskych polotovarov.

Na expresiu molekul nukleovych kyselin podfa tohto vynalezu v sense-



alebo antisense-orientacii v rastlinnych bunkach sa tieto molekuly spoja
s regulaénymi DNA-prvkami, ktoré potom uskuto€fiuja transkripciu v rastlinnych
bunkach. K tomu sa este priraduji najmé prométory, enhancéry a terminatory.
Véeobecne sa expresie moZe zUdastnit ktorykolvek aktivny promoétor
v rastlinnej bunke.

Prométor je pri tom mozné volit tak, aby expresia prebiehala
konstitutivne, alebo iba v uréitom tkanive, v uréitom &asovom Useku vyvoja
rastliny alebo v uréitom okamihu, stanovenom vonkaj§imi vplyvmi. Vo vztahu
k rastline mdze byt tento prométor homologicky alebo heterologicky. Vhodnymi
promotormi na konstitutivnu expresiu st napriklad prométor 35S RNA virusu
karfiolovej mozaiky a ubiquitinovy prométor z kukurice, na expresiu $pecificku
pre hfuzy je vhodny patatinovy prométor B33 (Rocha-Sosa a spol., EMBO J. 8
(1989), 23 — 29), ako prométor zaistujlci expresiu iba vo fotosynteticky
aktivnych tkanivach je vhodny napriklad prométor ST-LS-1 (Stockhaus a spol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 7943 — 7947; Stockhaus a spol., EMBO
J. 8 (1989), 2445 — 2451), pre endosperm-8pecificki expresiu je mozné pouZit
HMG-prométor z pSenice, USP-prométor, faseolin-prométor alebo prométory
zo zeinovych génov kukurice.

Dalej mdze byt k dispozicii terminacna sekvencia, ktora zaistuje spravne
ukonéenie transkripcie a zaistuje rovnako adiciu poly-A-konca na transkript,
ktorému je pripisovana funkcia pri stabilizacii transkriptov. Tieto prvky su
v literattre popisané (pozri napr. Gielen a spol., EMBO J. 8 (1989) a su
fubovofne zamenitefné.

Tento predkladany vynalez poskytuje molekuly nukleovych kyselin, ktoré
kéduju protein s funkciou izoamylazy z pSenice. Molekuly nukleovych kyselin
podla tohto vynalezu umoZfiuju pripravu tohto enzymu, ktory sa funkéne
zUGastni biosyntézy Skrobu a ktory umozriuje ziskavanie génovo-technicky
zmenenych rastlin, v ktorych je aktivita tohto enzymu zmenena a umoznuje tak
v takto modifikovanych rastlinach uskutoériovat syntézu Skrobu so zmenenou
§truktarou a so zmenenymi fyzikalno - chemickymi vlastnostami.

Molekuly nukleovych kyselin podla tohto vynalezu mézu byt principialne
pouzivané i na ziskavanie rastlin, v ktorych je aktivita izoamylazy podfa tohto



vynéalezu zvy$ena alebo znizend sucasne v ktorych je aktivita inych enzymov,
ktoré sa podielaji na syntéze $krobu, zmenena. Tato zmena aktivity izoamylazy
v rastlinach vedie k syntéze $krobu s pozmenenou $truktdrou. Dalej mézu byt
vnasané molekuly nukleovych kyselin, ktoré koduju izoamylazu, alebo
zodpovedajlice anti-sense konstrukty do rastlinnych buniek, v ktorych uz bola
syntéza endogénnych Skrobovych syntaz alebo enzymov ovplyviiujdcich
rozvetovanie retazca inhibovana (ako napriklad vo WO 92/14827 alebo
Shannon a Garwood, 1984, v publikacii Whistler, BeMiller a Paschall, Skrob:
Chemistry and Technology, Academic Press, Londyn, 2. vyd.: 25 — 86).

Ak sa ma dosiahnuf v transformovanych rastlinach inhibicia viac
enzymov podielajucich sa na biosyntéze, je moZné pouZit pre transformaciu
DNA-molekuly, ktoré suéasne obsahuju viac oblasti, kédujucich zodpovedajuce
enzymy v antisense-orientacii za kontroly vhodného prométoru. Pritom méZe
byt alternativne bud kaZda sekvencia kontrolovana jednym viastnym
prométorom, alebo mézu byt sekvencie transkribované ako fizia jednym
spolo&nym prométorom alebo mézu byt vSetky sekvencie kontrolované jednym
spoloénym prométorom. Spravidla sa preferuje tato posledna alternativa,
pretoZe v tomto pripade je syntéza prislusnych proteinov inhibovana priblizne
vrovnakej miere. Pre diZku jednotlivych kodujlcich oblasti vyuZivanu
v ziskanom konétrukte plati to, o bolo uz skér uvedené pri priprave antisense-
konstruktov. Horna hranica poétu antisense-transkribovanych fragmentov
v prométore jednej DNA molekuly principialne neexistuje. Vznikajuci transkript
by v8ak nemal byt dlh§i ako 10 kb, preferovane by nemal prekroCit dizku 5 kb.

Kédujuce oblasti, ktoré su lokalizované vtychto DNA-molekulach
v kombinacii s ostatnymi kodujucimi oblastami v antisense-orientacii za
prislusnym prométorom, mozu pochadzat z DNA-sekvencii, ktoré koduju
nasledujice proteiny: syntdza viazana na Skrobové zrno (GBSS | a Il) a
rozpustné syntdzy (SSS | a |Il), enzymy ovplyviiujice rozvetvovanie
(izoamylazy, pululandzy, R-enzymy, ,Branching‘-enzymy, ,Debranching®
enzymy), Skrobové fosforylazy a disproporcionaéné enzymy. Tento vypocet je
iba orientaény. V ramci tychto kombinacii je mozné pouzit i iné DNA-sekvencie.

Tieto konstrukty umoZiuji v rastlinnych bunkach, ktoré su ich



pésobenim transformované, si¢asne inhibovat syntézu niekofkych enzymov.

Dalej je mozné tieto konétrukty vkladat do rastlinnych mutantov, ktoré st
pre jeden alebo viac génov biosyntézy Skrobu defektné (Shannon a Garwood,
1984, v publikacii Whistler, BeMiller a Paschall, Starch: Chemistry and
Technology, Academic Press, Londyn, 2. vyd. : 25 —86). Tieto defekty sa mézu
tykat nasledujucich enzymov: syntazy viazané na $krobové zrno (GBSS I all) a
rozpustné syntazy (SSS | a ll), enzymy ovplyviiujice rozvetvovanie (BE | a ll),
.Debranching“-enzymy (R-enzymy), disproporcionaéné enzymy a Skrobové
fosforylazy. Tento vypocet je iba orientaény.

Pomocou tohto postupu je dalej moZné v rastlinnych bunkach
transformovanych tymto spdsobom sufasne inhibovat syntézu niekolkych
enzymov.

Na zavedenie cudzich génov do vysSich rastlin je k dispozicii velky po&et
klonovacich vektorov, ktoré obsahuju replikaény signal pre E. coli a markérovy
gén pre selekciu transformovanych bakterialnych buniek. Ako priklady tychto
vektorov je mozné uviest pBR322, pUC-série, M13mp-série, pACYC184 a
dalSie.

PoZadovanu sekvenciu je mozné zaviest do vektora v prisiuShom
restrikénom Stiepnom mieste. Ziskany plazmid sa pouZije na transformaciu
buniek E.coli. Transformované bunky E.coli sa kultivuju vo vhodnom médiu,
nakoniec sa uskutoéni ich izolacia a lyza. Plazmid sa regeneruje. Ako
analytické metddy na charakterizaciu ziskanej plazmid-DNA sa vSeobecne
pouzivaju restrikéna analyza, gélova elektroforéza a dalSie biochemické a
molekularne-biologické metédy. Po kazdej manipulacii je mozné plazmid-DNA
rozStiepit a ziskané DNA-fragmenty viazat na iné DNA-sekvencie. Kazdu
sekvenciu plazmid-DNA je mozné klonovat' v rovhakom plazmide alebo v inych
plazmidoch.

Na zavedenie DNA do rastlinnej hostitel'skej bunky existuje rad postupov.
K tymto postupom patria transformacie rastlinnych buniek s T-DNA s pouzitim
Agrobacterium  tumefaciens alebo Agrobacterium rhizogenes ako
transformaénym prostriedkom, fuzie protoplastov, injekcie, elektroporacie DNA,
vkladanie DNA pomocou biolistickej metédy a dalSie moznosti.



Pri injikacii a elektroporacii DNA do rastlinnych buniek nie st na pouzité
plazmidy kladené Ziadne $pecidlne poZiadavky. Je moZné pouZit jednoduche
plazmidy ako napriklad pUC-derivaty. Ak sa v8ak ma z takto transformovanych
buniek regenerovat cela rastlina, je spravidla nutna pritomnost prislusného
markérového génu.

V zavislosti od spésobu zavadzania pozadovanych génov do rastlinnej
bunky méZe byt potrebné pouzit dalSiu DNA-sekvenciu. Ak sa napr. pre
transformaciu rastlinnej bunky poZiva Ti- alebo Ri-plazmid, musi byt aspofi
pravé ohraniéenie, &asto véak pravé i favé ohrani¢enie Ti- a Ri- plazmidu T-
DNA spojené ako okrajova oblast so zavadzanym génom.

Ak sa pre transformaciu pouzivaju agrobaktérie, musi byt zavadzana
DNA klonovana v §pecidlnom plazmide, a to bud vintermediarnom vektore
alebo v binarnom vektore. Intermediarne vektory je mozné na zaklade sekvencii
homologickych so sekvenciami v T-DNA integrovat do Ti- alebo Ri-plazmidu
agrobaktérii pomocou homologickej rekombinacie. Tento plazmid obsahuje
nadto i virusovu oblast (vir-Region) potrebnu pre transfer T-DNA. Intermediarne
vektory nie je mozné replikovat v agrobaktériach. S pouZitim pomocného
plazmidu je mozné intermediarny vektor prena$at na Agrobactérium
tumefaciens (konjugacia). Binarne vektory je mozné replikovat ako v E.coli, tak
i v agrobaktériach. Tieto vektory obsahuju selekény markérovy gén a vézbovy
glen (linker alebo polylinkér), ktoré ramuji sprava a zfava hrani€n( oblast T-
DNA. Tieto vektory je moZné transformovat priamo v agrobaktériach (Holsters a
spol., Mol. Gen. Genet. 163 (1978), 181 ~ 187). Agrobaktérium ako hostitelska
bunka by mala obsahovat plazmid nesuci virus - region. Tento virus -region je
nutny pre transfer T-DNA do rastlinnej bunky. Mé2u byt pritomné i dalSie T-
DNA. Takto transformované bunky Agrobaktérium je mozné pouzit na
transformaciu rastlinnych buniek.

Pouzivanie T-DNA na transformaciu rastlinnych buniek je predmetom
intenzivneho §tidia a je dokladne popisané vEP 120 516; Hoekema,
v publikaciach The Binary Plant Vector Systém, Offsetdrukkerij Kanters B.V,
Alblasserdam (1985), kapitola V; Fraley a spol., Crit Rev. Plant. Sci., 4, 1-46 a
An a spol., EMBO J. 4 (1985), 277 — 287.



Na transfer DNA do rastlinnej bunky je mozné UGcelne ko-kultivovat
rastlinné explantity s Agrobacerium tumefaciens alebo Agrobacterium
rhizhogenes. Z infikovaného rastlinného materialu (napriklad kusky listov, casti
stoniek, korene, ale i protoplasty alebo suspenzne kultivované rastlinné bunky)
je potom mozné vo vhodnom médiu, obsahujicom mimo iného uréité cukry,
aminokyseliny, antibiotika alebo biocidy na selekciu transformovanych buniek,
regenerovat opat celé rastliny. Vtakto ziskanych rastlindch je potom mozne
sledovat’ pritomnost zavedenej DNA. SU zname i iné moZnosti na zavedenie
cudzej DNA s pouzitim biolistického postupu alebo pomocou transformacie
protoplastov (pozri napr. Willmitzer, L., 1933 Transgenic plants, v publikacii
Biotechnology, A Multi-Volume Comprehensive Treatise (edit. H. J. Rehm, G.
Reed, A. Puhler, P. Stadler), diel 2, 627 — 659, VCH Weinheim-New York-
Basel-Cambridge).

Zatial &o transformacia dikotylnych rastlin prostrednictvom Ti-
plazmidovych vektorovych systémov pomocou Agrobacterium je znama
dostatodne, ukazuju novSie prace, Ze transformaciu pomocou vektorov,
vychadzajucich z Agrobacterium je moZné uskutoCiiovat i v monokotylnych
rastlinach (Chan a spol., Plant Mol. Biol. 22 (1993), 491 — 506; Hiei a spol.,
Plant J. 6 (1994), 271 — 282).

Alternativnymi postupmi transformacie monokotylnych rastlin st pouzité
biolistické postupy, transformacie protoplastov alebo fyzikaine alebo chemicky
indukované vioZenie DNA do protoplastov, napriklad pomocou elektroporacie
giastoéne permeabilizovanych buniek, transfer DNA pomocou skienenych
vlakien, makroinjekcie DNA do kvetenstva, mikroinjekcia DNA do mikrospor
alebo pro-embryonov, vkladanie DNA pomocou kliiaceho pefu a vkladanie
DNA do embryonov napuéiavanim (Prehlad: Potrykus, Physiol. Plant (1990),
269 - 273).

Tri zvysSie uvedenych transformaénych systémov boli uZz skér
pouZivané na rdzne druhy obilia: elektroporacia tkaniva, transformacia
protoplastov a DNA-transfer vstrelovanim astic do regenerovatefného tkaniva
a buniek (Prehfad: Jahne a spol., Euphytica 85 (1995), 25 — 44).

Transformacia p$enice bola popisana v rade prac (Prehfad: Maheswari a



spol., Critical Rewievs in Plant Science 14 (2) (1995), 149 az 178). Hess a spol.
(Plant Sci 72 (1990), 233) pouzili postup makroinjekcie, aby dostali do
bezprostrednej vzajomnej blizkosti pel a agrobaktérie. Mobilizacia plazmidu
obsahujuceho nptll gén ako volitefny markér bola preukdazana pomocou
Southern-Blot-analyzy a NPTII testom. Tieto transformanty vykazovali normainy
fenotyp a boli fertiné. V dvoch po sebe iducich generaciach bolo mozné
preukazat rezistenciu voci kanamycinu.

Prvi transgénnu fertiind rastlinu pSenice, ktora bolo mozné regenerovat
po vstrelovani DNA viazanej na mikroprojektily popisali Vasil a spol.
(Bio/Technology 10 (1992), 667 — 674). Cielovym tkanivom na vstrelovanie bola
embryogénna kultura kalu (kallus typ C). Ako selekény markeér bol pouZity Cisty
gén (bar Gen) kéduijuci fosfinotricin-acetyltransferazu a zaistoval tak rezistenciu
proti herbicidu Phosphinothricin. Dalsi systém popisali Weeks a spol. (Plant
Physiol. 102 (1993), 1077- 1084) a Becker a spol. (Plant J. 5(2) (1994), 299 —
307). V tomto pripade bolo ciefovym tkanivom pre DNA-transformaciu Stitok
(skutellum) nezrelych embryénov, ktoré boli v pociatoénej in vitro-faze
stimulované k indukcii somatickych embry6nov. Uginnosti tejto transformacie
bola v systéme, ktory vyvinuli Becker a spol. (citacia pozri skér), s 1
transgénnou rastlinou na 83 embryénov druhu ,Florida" podstatne vy§si ako pri
systéme ktory vypracovali Weeks a spol. s 1 aZ 2 transgénnymi rastlinami na
1 000 embryénov druhu ,Bohwhite”.

Systém ktory vyvinuli Becker a spol. (citacia pozri skor) tvori zaklad
transformaénych pokusov popisanych v prikladoch uskutoénenia.

Akonahle sa vlozena DNA integruje do genému, zostava v fiom spravidla
stabilne a zostava zachovana i v potomstve pévodnych transformovanych
buniek. Obsahuje spravidla jeden z vySSieuvedenych selekénych markérov
ktory zaistuje transformovanym rastlinnym bunkam napriklad odolnost proti
biocidnym prostriedkom ako je Phosphinothricin alebo proti antibiotikam ako je
kanamycin, G418, Bleomycin alebo Hygromycin alebo umozZriuje uskutocriovat
selekciu za pritomnosti alebo nepritomnosti uréitych cukrov alebo aminokyselin.
Individudlne zvoleny markér by mal preto umozZfiovat selekciu
transformovanych buniek za bunky, ktorym vioZzena DNA chyba.
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Transformované bunky rastd v rastline normalnym spdsobom (pozri
napr. McCormick a spol., Plant Cell Reports 5 (1986), 81 — 84). Vysledné
rastliny je mozné normalne pestovat a je mozné ich kriZit s rastlinami, ktoré
majia rovnaké alebo odliSné dediéné vlastnosti. Takto vzniknuté hybridné
individud maju zodpovedajlice fenotypové vlastnosti. Z rastlinnych buniek je
mozZné ziskat semend. Aby bolo zaistené, Ze fenotypova vlastnost zostala
zachovana a Ze je dedicnd, je potrebné uskutoénit pestovanie dvoch alebo
niekofkych generacii. Je potrebné zozbierat i semena, aby bolo zaistené, ze
zostal zachovany prislusny fenotyp alebo ostatné charakteristické viastnosti.

Nasledujtice priklady ilustruja tento vynalez, v Ziadnom pripade ich vS§ak

neobmedzuju.

Priklady uskutoénenia vynalezu
Priklad 1

Postup klonovania
Pre klonovanie v E.coli bol pouzZity vektor pBluescript Il SK (Stratagene).

Priklad 2

Kmene baktérii
Pre vektor Bluescript a pre antisense-konstrukty bol pouZity E.coli kmer

DH5a. (Bethesda Laboratories, Gaithersburg, USA). Pre exciziu uskutoénenu in

vivo bol pouzity E.coli kmeri LX1-Blue.

Priklad 3

Transformacia nezrelych pSeniénych embryénov

Média:

MS: 100 ml/makrosof (D.Becker a H.Lérz,
1 mi/1 mikrosofl Plant Tissue Cuiture
2 mi/1 Fe/NaEDTA Manual (1996), B 12 : 1 — 20)
30 g/1 sachar6za

#30: MS +24-D (2 mg/1)

#31: MS +2,4-D (2 mg/1) + Phosphinothricin (PPT, aktivny komponent



herbicidu BASTA (2 mg/1)
#32: MS +2,4-D (0,1 mg/1) + PPT (2 mg/1)
#39: MS + 2,4-D (2 mg/1) + po 0,5 N mannit/sorbit

V uvedenych médiach bola hodnota pH nastavena pomocou KOH na 5,6
a média boli stuzené 0,3 % pripravku Gelrite.

Metddu transformacie nezrelych embryonov z pSenice vyvinuli a
optimalizovali Becker a Lérz (D. Becker a H. Lérz, Plant Tissue Culture Manual
(1996), B 12 : 1 az 20).

V dalej popisanych pokusoch bol dodrzovany protokol, ktory vypracovali
Becker a Lérz (citacia pozri skor).

Pre transformaciu boli klasy s karyopsami v stupni vyvoja 12 az 14 dni
po antézii zberané a povrchovo sterilizované. 1zolovana skutela bola nanesena
s osou ebrya, priradenou k médiu na indukéné médium # 30.

Po dvoj- az Stvordennej predbeznej kultivacii (26 °C, tma) boli explantaty
prevedené na médium # 39 pre osmoticki predbeznu kultivaciu (osmotische
Vorkultur) (2 az 4 hodiny, 26 °C, tma).

Na biolistickl transformaciu bolo pre jedno vstrelovanie pouzité cca 29
ug Gastic zlata, na ktoré bolo predtym vyzraZané niekolko pg ciefovej DNA.
Vzhfadom na to, Ze pri uskutoéfiovanych pokusoch iSlo o ko-transformanty,
bola ciefova DNA na zraZanie pridavana s cielovym génom a rezistentnym

markérovym génom (bar-Gén) v pomere 1 : 1.

Priklad 4
DiG-znacenie DNA-fragmentov
Znadenie DNA- fragmentov pouZitych ako screeningové sondy bolo
uskutoénené pomocou $pecifickej PCR s vkladanim DIG-znaéeného dUTP
(Boehringer Mannheim, Nemecko).
Média a roztoky pouzité v prikladoch uskuto€nenia :
20 x SSC 175,3 g NaCl
88,2 g natriumcitrat
doplnit do 1 000 ml redest. vodou
Uprava na pH 7,0 roztokom 10 N NaOH
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V DSMZ v Braunschweigu, SRN, bolo uskutoénené uloZenie plazmidu
pTaSU 8A podla BudapesStskej zmluvy pod &islom DSM 12795 a rovnako
plazmidu pTaSU 19 pod €. DSM 12796.

Priklad A

Identifikacia, izolacia a charakterizacia CcDNA, kodujucej izoamylazu
(sacharidicky homolég /sugary H./ )z pSenice (Triticum aestivum L., odroda
Florida)

Na identifikdciu Uplnej cDNA, koédujacej izoformu izoamylazy
(sacharidicka — sugary) zpSenice bola pouzita stratégia heterologického
screeningu. Pritom bola preskimand cDNA- banka z pSenice pomocou
sacharidickej sondy z kukurice.

Izolacia tejto sacharidickej sondy zkukuriénej cDNA banky bola
uskutoénena pomocou S$pecifického priméru PCR-amplifikaciou. Klonovanie
kukuri¢nej cDNA banky bolo uskutonené z poly (A) + RNA zo zmesi rovnakych
podielov 13, 17, 19, 20, 22, 25 a 28 dni (DAP) starych karyopsov vo vektore
Lambda Zap |l podia udajov vyrobcu (Sada /kit/ na syntézu Lambda ZAP II-
cDNA, Stratagene GmbH, Heidelberg, Nemecko). Vo vSetkych pouZitych
karyopsoch, svynimkou zin starych 13 dni, bolo pred izoldciou RNA
odstranené embryo.

Amplifikacia DNA-fragmentu pouZittho ako sonda na skUmanie
pSeniénej cDNA-banky bolo uskutoénené s nasledujtcimi primérmi :
sulp-1a: 5’AAAGGCCCAATATTATCCTTTAGG 3'(Seq.ID No.4)
sulp-2 : 5’GCCATTTCAACCGTTCTGAAGTCGGGAAGTC 3" (Seq. ID No.5)

Ako templaty pre PCR-reakciu boli pouzité 2 ui amplifikovanej kukuriénej
cDNA-banky. Tato PCR-reakéna zmes obsahovala dalej 1,5-3 mM MgCl,, 20
mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI, 0,8 mM dNTP Mix, 1 uM primér su1p-1a,
1uM primér sulp-2 a 2,5 jedn. Taq polymerazy (rekombinantna, Life
Technologies). Amplifikacia bola uskutoénena v zariadeni Trioblock od firmy
Biometra podla schémy : 4°(min)/95 °C; 1°/95 °C; 45°° (sek.)/58 °C; 1°15°" [72
°C; 30 cyklov 5°/72 °C. Amplifikované DNA-pasy s velkostou cca 990 bp boli
rozdelené v agarézovom géli a vyrezané. Stymto fragmentom bola podfa
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vy$Sie uvedenej schémy uskutoénena druha amplifikacia. Fragment
s velkostou 990 bp ziskany z tejto druhej amplifikacie bol rozstiepeny pomocou
restrikéného enzymu BAM HI na fragment s velkostou 220 bp a fragment
s velkostou 770 bp. Po opakovanom deleni sacharidického (sugary) fragmentu
na agarézovom géli, vyrezani pasu a izolacii tohto fragmentu bolo uskutoénené
DiG-znackovanie sondy. Na znakovanie ,random prime* pomocou
digoxygeninu bolo pouZit¢ 500 ng sacharidického fragmentu. K tomuto
znackovanému fragmentu bolo pridané 10 pl pripravku Random Primer a
reakéna zmes bola zahrievana po dobu 5° na teplotu 95 - 100 °C. Po
zahrievani boli pridané 0,1 mM dATP, 0,1 mM dGTP, 0,1 mM dCPT a 0,065
mM dTTP a 0,035 mM Digoxygenin-11-dUTP (Boehringer Mannheim) a pufor
Klenow (8tandard) a 1 jednotka polymerazy Klenow. Reakcia bola
uskutoéiiovana pri RT (laboratorne;j teplote) cez noc. Na kontrolu znackovania
bol pouzity Dot-test (bodkovaci test) podlfa udajov vyrobcu (prirucka ,Dig
System User’s Guide for Filter Hybridization" od firmy Boehringer, Mannheim,
Nemecko).

Syntéza p$eniénej cDNA-banky bola uskutoénena z poly(A)+RNA z 21
dni starych karyopsov (,starchy” -endosperm) vo vektore Lambda ZAP Il Vektor
podfa udajov vyrobcu (Sada /kit/ na syntézu Lambda ZAP |I-cDNA, Stratagene
GmbH, Heidelberg, Nemecko). Po stanoveni titra cDNA-banky bola stanovena
hodnota primarneho titra 1,26 x 10° pfu/ml.

Na preskumanie p$eni¢énej cDNA-banky bolo nanesené na dosku cca
350 000 fagov. Nanasanie fagov a vyhodnocovanie dosiek bolo uskutoénené
podla §tandardného protokolu. Prehybridizacia a hybridizacia filtra bola
uskuto&nena v 5X SSC, 3 % Blocking (Boehringer, Mannheim), 0,2 % SDS, 0,1
% natriumlaurylsarkozin a 50 pg/ml DNA sledich spermii pri 55 °C. Do
hybridizaéného roztoku bol pridany 1 ng/ml znackovanej sacharidickej sondy a
hybridizacia bola inkubovana cez noc. Filtre boli premyté 2X5° v 2XSSC, 1%
SDS pri laboratérnej teplote; 2X10° v 1XSSC, 0,5 % SDS pri 55 °C; 2X10" v
0,5XSSC, 0,2 % SDS pri 55 °C. Pozitivne klony boli spojené pri dalSich
screeningovych postupoch. Exciziou in vivo boli ziskané spojené klony ako
pBluescript SK Phagemide (uskutoénené podfa udajov vyrobcu; Stratagene,
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Heidelberg, Nemecko).
Po analyze tohto klonu pomocou minipreparacie a restrinkcie ziskanej

plazmid-DNA bol klon pTaSU-19 uloZzeny v Nemeckej zbierke mikroorganizmov
a bunkovych kultir DSMZ - Deutsche Sammiung fir Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH pod &islom DSM 12796 a bol dalej analyzovany.

Priklad B
Sekvenéna analyza cDNA-inzerciou plazmidu pTaSU-19

Zklonu pTaSU-19 bola izolovana plazmid-DNA a sekvencia cDNA-
inzertov bola stanovena didezoxynukleotidovou metédou (Sanger a spol., Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 74 (1997), 5463 — 5467).

Inzercia klonu pTaSU-19 ma dizku 2997 bp a predstavuje &iastoénu
cDNA. Nukleotidova sekvencia je uvedena pod oznaéenim Seq ID No.1.
Z porovnania s uZ publikovanymi sekvenciami vyplynulo, Ze sekvencia uvedena
pod oznacenim SeqlD No.1 zahriiuje upini kodujucu oblast, ktora vykazuje
homoldgiu s izoamylazami z inych organizmov. Analyza tejto sekvencie rovnako
preukazala, Ze cDNA-sekvencia obsahuje dva intrény v pozicii 297-396 (intrén
1) a 1618-2144 (intron 2). Po odstraneni tychto intrénov je mozné odvodit
proteinovl sekvenciu, ktora vykazuje homoldgiu s proteinovymi sekvenciami
izoamylaz zinych organizmov. Aminokyselinova sekvencia zodpovedajuca

kédujucim oblastiam Seq ID No.1 je vedena pod oznacenim Seq ID No.3.

Priklad C
Priprava rastlinného transformaéného vektora pTa-alfa-SU19

Na expresiu antisense-RNA zodpovedajucej TaSU19-cDNA bol na
zaklade zakladného plazmidu pUC19 konstruovany rastlinny transformaény
vektor pTA-alfa-SU19, v ktorom bola spojena cDNA-inzercia plazmidu pTa-alfa-
SU19 v antisense-orientacii s 3’-koncom ubiquitinového prométoru. Tento
prométor sa sklada z prvého neprenosového exdnu (untranslatierter Exon) a
prvého intrénu ubiquitin 1-génu z kukurice (Christensen A. H. a spol., Plant
Molecular Biology 18 (1992), 675 — 689). Casti polylinkéru a NOS-terminator
pochadzaju z plazmidu pACT1.cas (CAMBIA, TG 0063, Cambia, GPO Box
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3200, Canberra ACT 2601, Australia). Vektorové konStrukty s tymto
terminatorom a konstrukty zaloZzené na pACT1.cas su popisané v praci McElroy
a spol. (Molecular Breeding 1 (1995), 27- 37). Takto vzniknuty vektor bol
pomenovany PUbi.cas.

Klonovanie tohto vektora bolo uskutoérfiované restrikciou 2 kb fragmentu
z klonu Ta-SU19 pomocou restrikéného enzymu Xba |. Tento fragment bol na
koncoch doplneny pomocou Klenowovej reakcie a potom bol naviazany na
klonovacie miesto Sma / expresného vektora pUbi.cas.

Vzniknuty expresny vektor bol oznaéeny Ta-alfa-SU19 a bol

vy$$ieuvedenym postupom pouzity na transforméciu pSenice.

Priklad D
Izolacia a charakterizacia dalSej cDNA kddujlcej izoamylazu (Sugaryl-homolog)
z pSenice (Triticum aestivum L., odroda Florida).

cDNA-banka z pSenice bola preskimavana sondou Sugary-Sonde, ktora
predstavovala ¢ast klonu pTaSU19, a to poziciu 489-1041 zo Seq.ID No.1.

Priprava digoxygeninom znackovanej Sugary-Sonde S$pecifickej pre
p$enicu, pouzitej na preskimavanie cDNA-banky, bola uskutoénena pomocou
PCR-amplifikacie. Priméry pozité pri tejto reakcii boli nasledujuce :

SUSO1: 5°-GCT TTA CGG GTA CAG GTT CG-3'(Aseq.ID No.8), a
SUS02: 5-AAT TCC CCG TTT GTG AGC-3'(Seq.ID No.9).

Ako templat bol do reakcie pouZity 1 ng plazmidu pTaSU19. Reakéna
zmes pre PCR obsahovala okrem toho 300 nM priméru SUSO1 a SUSO2, po
100 uM nukleotidu dATP, dGTP, dCTP, 65 puM dTTP, 35 uM preparatu
Digoxygenin-11-dUTP (Boehringer Mannheim), 1,5 mM MgCl, a 2,5 U (jedn.)
preparatu Taq Polymerazy a 10 pl desatnasobne koncentrovaného reakéného
pufru Taq Polymerazy (oba preparaty od Life Technologies). Kone¢ny objem
reakénej zmesi bol 100 pl. Amplifikacia bola uskutoénena v pristroji PCR-Gerat
(TRIO® Thermoblock, Biometra) pri nasledujucom teplotnom programe: 3°(min)
pri 95 °C (raz); 45" (sec.) pri 95 °C - 45" pri 55 °C — 2’ pri 72 °C (30 cyklov); 5°
pri 72 °C (raz). Vzniknuty DNA-fragment mal dizku 553 bp. VioZenie
Digoxygenin-11-dUTP do PCR-produktu bolo preukazané podfa nepatrnej



»»

35 Pt

mobility v agar6zovom géli v porovnani s produktom kontrolnej reakcie bez
Digoxygenin-11-dUTP.

Karoypticko-8pecifickd cDNA-banka zpSenice zPrikladu 1 bola
preskiimana pomocou ziskanej sondy znacenej digoxygeninom.

Postup hybridizacie bol uskutoéneny cez noc v §X SSC, 0,2 % SDS, 0,1
% natriumlaurylsarkozin a 50 pg/ml DNA slediich spermii (Heringssperma) pri
teplote 68 °C za pridavku 1 ng/ml digoxygeninom znaCenej sondy. Po
hybridizacii boli filtre premyté 2X5° v 2XSSC, 1% SDS pri laboratornej teplote;
2X10° v 1XSSC, 0,5 % SDS pri 68 °C; 2X10° v 0,6XSSC, 0,2% SDS pri 68 °C.
Pozitivne klony boli ziskané minimaine dvoma dalS§imi screeningovymi
postupmi. Exciziou in vivo boli zfagovych klonov ziskané pBluescript SK
plazmidy (protokoly podfa Gdajov vyrobcu; Stratagene, Heidelberg, Nemecko).
Po reétrikénej analyze bol ziskany klon pTaSU8A uloZeny v Nemeckej zbierke
mikroorganizmov a bunkovych kultar DSMZ - Deutsche Sammlung far
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH pod &islom DSM 12795 a bol dalej

analyzovany.

Priklad E
Sekvencéna analyza cDNA-insertu v plazmide pTaSU8SA

Nukleotidova sekvencia cDNA-insertu v plazmide pTaSU8SA bola
stanovena pomocou didezoxynukleotidove] metddy (Seq. ID No.6).

Tato inzercia klonu pTaSUBA ma dizku 2437 bp a predstavuje parcialnu
cDNA. Pri porovnani s doteraz publikovanymi sekvenciami sa ukazalo, zZe
sekvencia oznacena ako Seq. ID No.6 zahriiuje kddujicu oblast vykazujacu
homolégiu s izoamyldzami zinych organizmov. Rovnako tak proteinova
sekvencia, odvodena z kédujucej oblasti klonu pTaSUB8A, znazornena ako Seq.
ID No.7, vykazovala homolégiu s proteinovymi sekvenciami izoamylaz z inych
organizmov. Z porovnania sekvencii kionu pTaSU19 (Seq.ID No.1) a pTaSU8A
(Seq. ID No.6) vyplyva 96,8 %-na podobnost. Vaésina rozdielov medzi oboma
sekvenciami spodiva v 3’-neprenosovej oblasti cDNA. Ostatné rozdiely
v sekvenciach v kédujicej oblasti spdsobuju rézne aminokyseliny celkom
v dvanastich poziciach odvodenych proteinovych sekvencii (Seq. ID No.3 a 7).
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cDNA obsiahnuté v pTaSU19 a pTaSUBA nie su identické a kéduju izoformy

izoamylaz z pSenice.

Priklad F
Priprava rastlinného transformaéného vektora pTa-alfa-SUBA

Na expresiu antisense-RNA zodpovedajiucej TaSU8BA-cDNA bol na
zaklade zakladného plazmidu pUC19 konstruovany rastlinny transformacny
vektor pTa-alfa-SU8BA, v ktorom bola spojena ¢ast TaSU8A-cDNA v antisense-
orientacii s 3’-koncom ubiquitinového prométoru. Tento prométor sa sklada
z prvého neprenosového exénu a prvého intronu ubiquitin | génu z kukurice
(Christensen A. H. a spol., Plant Molecular Biology 18 (1992),675 — 689). Casti
polylinkéru a NOS-terminator pochadzaju z plazmidu pACT1.cas (CAMBIA, TG
0063; Cambia, GPO Box 3200, Canberra ACT 2601, Australia). Vektorové
konstrukty s tymto terminatorom a konstruktami zaloZzené na pACT1.cas su
popisané v praci McElroy a spol. (Molecular Breeding 1 (1995), 27 — 37). Vektor
s ubiquitinovym prométorom, polylinkérom a NOS-terminatorom na zaklade
pUC19 bol pomenovany pUbi.cas.

Na klonovanie pTa-alfa-SU8A bola pomocou PCR amplifikovana &ast
TaSU8A-cDNA s velkostou cca 2,2 kb, a to pozicia 140 — 2304 zo Seq. ID
No.6.

Priméry pouzité pri tejto reakcii boli nasledujuce :

SUEXS:

5°- GCG GTA CCT CTA GAA GGA GAT ATA CAT ATG GCG GAG GAC AGG
TAC GCG CTC-3"(Seq.ID No.10), a

SUEX4:

5-GCT CGA GTC GAC TCA AAC ATC AGG GCG CAA TAC-3(Seq.ld No.11).

Ako templat bol do reakcie pouzity 1 ng plazmidu pTaSU8A. PCR-
reakéna zmes okrem toho obsahovala: po 300 nM priméru SUEX3 a SUEX4,
po 200 uM nukleotidu dATP, dGTP, dCTP a dTTP, 1,6 mM MgCl,, 60 mM Tris-
S04 (pH 9,1), 18 mM (NH4)2SO4 a rovnako 1 ul preparatu Elongase® Enzym
Mix (zmes Taq Polymerase a DNA Polymerase, Life Technologies). Koneény

objem reakénej zmesi bol 50 pl. Amplifikacia bola uskutoénena v pristroji PCR-
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Gerit (TRIO® Thermoblock, Biometra) pri nasledujiucom teplotnom programe :
1°(min) pri 94 °C (raz); 30"’ (sec.) pri 95 °C — 30 " pri 55 °C — 2°30"" pri 68 °C
(30 cyklov); 10" pri 68 °C (raz). Pri tejto reakcii vznikol DNA-fragment s dizkou
2205 bp.;

Tento 2,2 kb-produkt bol restringovany pomocou Kpnl a Sall a bol
naviazany do expresného vektora pUbi.cas upraveného pomocou Kpnl a Sal.
Takto vzniknuty rastlinny transformaény vektor bol oznaeny ako pTa-alfa-
SUBA a bol pouzity na transformaciu pSenice podfa vyssie uvedeného postupu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Molekula nukleovych kyselin kédujuca protein s funkciou izoamylazy

z pSenice, vybrana zo skupiny ktorl tvoria

(@) molekula nukleovej kyseliny kédujuca protein, ktora zahriiuje sekvenciu
aminokyselin uvedent pod Seq ID NO.3 alebo Seq ID NO.7

(b) molekula nukleovej kyseliny, zahrilujdca nukleotidova sekvenciu
uvedent pod Seq ID No. 6 alebo jej &ast alebo tomu zodpovedajicu
ribonukieotidovu sekvenciu,

(c) molekula nukleovej kyseliny, hybridizovana s niektorou z molekul
nukleovej kyseliny uvedenej pod (a) alebo (b) alebo je siiou
komplementarna, a

(d)  molekula nukleovej kyseliny, ktorej nukleotidova sekvencia je na zaklade
degeneracie genetického kodu odlidna od sekvencie molekdl nukleovej
kyseliny uvedenej pod (a), (b) alebo ().

2. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 1, vyzna€ujica sa tym, Ze ide
o molekulu DNA.

3. DNA-molekula podfa naroku 2, vyznacujica sa tym, Ze ide o molekulu
cDNA.
4. Molekula nukleovej kyseliny podla jedného alebo viac z narokov 1 az 3,

ktora obsahuje regulaéné prvky.

5. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 1, vyznagujica sa tym, Ze ide
o molekulu RNA.

6. Molekula nukleovej kyseliny, ktora je &pecificky hybridizovana
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s molekulou nukleovej kyseliny podfa niektorého znarokov 1 az 5.

7. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 6, ktora je oligonukleotidom

s dizkou minimaline 15 nukleotidov.
8. Vektor, obsahujlici DNA-molekulu podrla niektorého z narokov 1 az 5.

9. Vektor podfa naroku 8, v ktorom je uvedena molekula nukleovej kyseliny
spojena s regulaénymi prvkami v sense-orientécii, ktora zaistuje transkripciu a

syntézu prenosovej RNA do pro- alebo eukaryotickych buniek.

10.  Vektor podla naroku 8, v ktorom je uvedena molekula nukleovej kyseliny
spojena s regulaénymi prvkami v sense-orientacii, ktora zaistuje transkripciu a
syntézu neprenosovej RNA do pro- alebo eukaryotickych buniek.

11.  Vektor podfa naroku 8, v ktorom je uvedena molekula nukleovej kyseliny
spojena s regulaénymi prvkami v antisense-orientacii, ktora zaistuje transkripciu
a syntézu neprenosovej RNA do pro- alebo eukaryotickych buniek.

12.  Hostitelska bunka, ktora je transformovana molekulou nukleovej kyseliny
podla jedného alebo niekofkych narokov 1 az S alebo vektorom podfa jedného
alebo niekofkych narokov 8 az 11, alebo bunka z takejto bunky pochadzajuca.

13.  Protein, kdédovany molekulou nukleovej kyseliny podfa jedného alebo

niekofkych narokov 1 az 4.

14.  Spdsob pripravy proteinu podfa naroku 13, pri ktorom sa hostitelska
bunka podfa naroku 12 kultivuje za podmienok, umoziiujicich syntézu
uvedeného proteinu a tento uvedeny protein sa z kultivovanych buniek a/alebo
Z kultivaéného média izoluje.

15. Spbdsob pripravy transgénnej rastlinnej bunky, pri ktorom sa
a) molekula nukleovej kyseliny podla jedného alebo niekofkych narokov 1 az §



40

alebo
b) vektor podrla jedného alebo niekofkych narokov 8 az 11

integruje do genému rastlinnej bunky.

16.  Transgénna rastlinna bunka, transformovana molekulou nukleovej
kyseliny podfa jedného alebo niekofkych narokov 1 az 5 alebo vektorom podfa
jedného alebo niekolkych narokov 8 az 11, alebo bunka z takejto bunky

pochadzajuca.

17. Spésob vyroby transgénnej rastlinnej bunky, pri ktorom sa
a1) moiekula nukleovej kyseliny podfa jedného alebo niekofkych narokov 1 az 5

alebo

a2) vektor podla jedného alebo niekolkych narokov 8 az 11
integruje do genému rastlinnej bunky a

b) z uvedenej rastlinnej bunky sa regeneruje cela rastlina.

18. Rastlina, obsahujtica rastlinni bunku podfa naroku 16.

19. Rastlina podla naroku 19, ktora je monokotylnou alebo dikotylnou
rastlinou.

20. Rastlina podfa naroku 19, ktora je Gzitkovou rastlinou.
21. Rastlina podfa naroku 20, ktora je rastlinou ukladajticou §krob.

22. Rastlina podfa naroku 21, ktorou je rastlina kukurice, ryze, zemiakov
alebo pSenice.

23. Mnozitefsky material rastliny podfa jedného alebo niekolkych narokov 18
az 22.

24.  Skrob, ziskatelny z rastlinnej bunky podfa naroku 16, z rastliny podfa
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jedného alebo viac narokov 18 aZ 22 alebo z mnozitefského materialu podfa
naroku 23.

25. Pouzitie Skrobu podfa naroku 24 na vyrobu potravin alebo
potravinarskych polotovarov, vyhodne peciva alebo cestovin.

26. Poutzitie $krobu podfa naroku 24 na vyrobu obalovych materialov alebo
vyrobkov na jedno poutitie.
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