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Chimérické geny s né&kolika geny rezistence k herbicidum,
rostlinné buflky a rostliny rezistentni k herbicidim a zpusob

pfipravy takovych rostlin

Oblast techniky

Pfedlozeny vynalez se tykd chimérickeho genu s nékolika
geny rezistence k herbicidim, rostlinné buiky a rostliny
rezistentni k n&kolika herbicidim.

V nasledujicim popisu, herbicidy budou oznaleny podle
bé&¥ného nazvu zejména tak, jak jsou uvedeny v "The Pesticide
Manual" v desatém vydani British Crop Protection Council.

Dosavadni stav techniky

Jsou zn&my rostliny, které byly transformovany proto,
aby byly rezistentni k uréitym herbiciddm, napfiklad k
dihalogenhydroxybenzonitrilim, zejména k bromoxynilu diky
genu kédujicimu nitrilasu, kterd degraduje tyto herbicidy
nebo jsou také znamy rostliny tolerujici inhibiéni herbicidy
EPSPS zejména glyphosat, sulfosat nebo fosametin nebo
tolerantni k inhibitorim acetolaktatsynthasy (ALS) typu
sulfonylmodovina nebo také tolerantni k inhibitorim
dihydropteroatsynthasy takovym, jako asulam nebo také k
inhibitortm glutaminsynthasy takovym, jako glufosinat.

Jsou znamy urdité herbicidy takové, Jjako isoxazoly
popsané zejména ve francouzskych prihlaskach vyndleza 95
06800 a 95 13570 a zejména isoxaflutol, selektivni herbicid
kukufice, diketonitrily takové, které jsou popsény evropskych
prihl&8ka4ch vynalezd 0 496 630, O 496 631, zejména
2—kyano—3—cyklopropyl—1—(2—SOJH%—4—CF3fenyl)propan—l,3—dion a
2-kyano-3—cyklopropyl—1—(2~SOJKQ—4—2,3—Clzfenyl)propan—1,3—
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~-dion, triketony popsané v evpopskych prihladkach vynaleza O
625 505 a 0 625 508, zejména sulcotrinon nebo také ty, které
jsou popsany v USP 5 506 195, nebo také pyrazolinaty. Byl
izolovan gen kdédujici HPPD vyjadfujici toleranci k témto
posledné jmenovanym herbicidum a ziskané transgenni rostliny
ho obsahujici wvykazuji vyznamnou toleranci a tvori -tak
predmé&t nepublikovanych francouzkych pfihla3ek vynalezul
N°95/06800, 95/13570 a 96/05944.

Alkoliv zem&d&lska praxe ukazuje, Ze zemedélcl radi
pouzivaji pro oSetrfeni rostlin, zejména kulturnich, spojeni
herbicidd zejména pro vyfeSeni raznych problémi odpleveleni,
které dJsou zavinéné omezenim spektra herbicidl® pouzitych
izolovand. Mimo Jjiné mlZe byt zajimavé disponovat znacenym
genem selekce spojenym s genem tolerantnim Kk herbicidim.
Ukazuje se, Ze Jje tedy potfeba rostlin a zejména kultur,
které vyjadfuji rezistenci k vice herbicidim, prednostné

alespon ke dvéma nebo trem.

Nyni se ukdzalo, Ze by se mohla udélit rostlinnym

bufikdm a rostlindm nékolikandsobnéd tolerance k herbicidim.

Podstata vynalezu

PredlozZeny vynalez m& za pfedmét vyndlezu chiméricky
gen obsahujici alespon dva zakladni chimérické geny, které
obsahuji kaZdy ve sméru transkripce elementy regulace
nezpbytné pro transkripci v rostlinach, totiz obsahujici
alespon regulac¢ni sekvenci promotoru, alespoi heterologni
kédovanou &Ast obsahujici kédovanou sekvenci, ktera kéduje
enzym ud&lujici rostlinam toleranci k herbicidim a alespon

sekvenci regulace terminace nebo polyadenylace.

Jako koédovand sekvence se mbZze zejména pouzit kazda
znama sekvence pro udéleni rostlindm tolerance k urcitym

inhibitorim, zejména:




-sekvence EPSPS pro toleranci ke glyphosatu, k

sulfosatu nebo k fosametinu, zejména sekvence mutovanych nebo
nemutovanych proteind, sekvence uvedené v nasledujicich

dokumentech;

-Usp 4 535060, EP 115 673, USP 4 769 061, USP 5 094
945; USP 4 971 908, USP 5 145 783, EP 293 358; EP 378 985, WO
91/04323; WO 91/04323; WO 92 044 449; WO 92 06201. Pozdéji

tento typ genu bude oznalen sekvenci nebo genem "EPSPS".

M1Ze se také uvést glyphosatoxydoreduktasa (viz WO

92/000 377) enzym detoxyfikace glyphosatu.

-sekvence genu nitrilasy Klebsiella sp. pro toleranci k
dihalogenbenzonitrillim popsany v USP 4 810 648, zejména
sekvence pochéazejici z Klebsiella ozaneae, kterd bude déle

oznacena genem nebo sekvenci "OXY",

-sekvence HPPD popsand v nepublikovanych francouzskych
prihlaskach  vynéalezl N°95/06800, 95/13570 a 96/05944

uvedenych déle. Tento HPPD miZe byt prirodni.

Tato sekvence mizZe byt zejména bakteridlniho pavoduy,
zejména rodu Pseudomonas nebo také rostlinného pavodu,
zejména Jednodéloznych nebo dvoudéloZnych rostlin, zejména
Arabidopsis nebo okoliénatych rostlin Jjako Je napriklad
karotka (Daucus carota). Mohou byt prirodni, divoké nebo
pfipadné mutované pri zachovani rezistence k herbicidim proti
inhibitortm HPPD takovym, Jjako Jjsou herbicidy skupiny

isoxazoll nebo herbicidy skupiny triketon( nebo pyrazolinata.
Mohou byt pouzity dal3i sekvence:

~-sekvence phosphinotrycinacetyltransferasy neko
sekvence glutaminsynthasy pro toleranci ke glufosinatu (viz
EP 0 242 236) '

-sekvence dihydropterocatsynthasy pro toleranci k
asulamu (viz EP 0 369 367)



-sekvence ALS pro tcoleranci k sulfonylmodoving

-sekvence Protoporphyrogenoxydasy ("protox") pro
toleranci k herbicidim skupiny difenyletherlG takovych, jako
Je acifluorfen nebo oxyfluorfen nebo skupiny oxadiazolu
takovych, Jako Jje oxadiazon nebo oxadiargyl nebo skupiny
cyklickych imidd takovych, jako Je chlorophthalim nebo
skupiny fenylpyrrazold takovych, Jjako je TNP nebo skupiny
pyridinG a fenopylatl a karbamatovych analogd (viz WO
95/34659) .

Jeden z chimérickych genl prfednostné obsahuje sekvenci
kédujici HPPD. V tom pripadé druhd nebo druhé sekvence mohou
byt jakékoliv, zejména vybrané z mnoZiny sekvenci, kterd Jje
uvedena déle. Druhé sekvence Jjsou pfednostné vybrané ze
skupiny zahrnujici gen nitrilasy tolerantni k

dihalogenhydroxybenzonitrildm a gen EPSPS.

Chimérické geny podle vyndlezu mohou mimo jiné
obsahovat geny kdédujici vlastnosti Jjiné neZ je herbicidni
tolerance, napriklad geny rezistence ke hmyzu, napriklad geny
typu Bacillus thurigensis wudélujici rezistenci k rdznym
predstavitelim Celedi Coleoptera a Lepidoptera nebo také geny
rezistence ke hlistdm, geny rezistence k fungicidnim a
mikrobidlnim nemocem nebo také geny udélujici agronomické
vlastnosti a to geny ruznych desaturas pusobicich prfi tvorbé
mastnych kyselin. Mohou se uvést zejména geny
delta-o6desaturasy popsané v mezindrodni prihlé&8ce vynadlezu WO
93/06712.

Jako sekvence regulace promotoru se miZe pouZit kaZda
sekvence promotoru genu, ktery se exprimuje pfirozend v
rostlinach, zejména se mlZe uvést promotor bakteri&lniho,
virového nebo rostlinného plvodu, jako napriklad promotor
genu malych podjednotek ribulosbiskarboxylasy (RuBisCO) nebo
promotor genu a-tubulinu (Evropskd prihlaska vyndlezu EP n°Q

652 286), nebo také genu rostlinného wviru, napriklad promotor



mozalky kvétaku (CaMV 189S nebo 356S), ale miZe byt pouzZit i

kazdy jiny vhodny zndmy promotor. Zejména se obracime k na
sekvenci regulace promotoru, ktery upfednostiuje silnou
expresi kodujici sekvence takové, jako napfiklad sekvence,
ktera obsahuje alespoft histonovy promotor takovy, jako je

popsan v evropské prihléaSce vyndlezu EP 0507698.

Podle predloZeného vyndlezu se mohou také pouZit ve
spojeni se sekvenci regulace promotoru dal3i sekvence
regulace, které jJsou umistény mezi promotorem a koédujici
sekvencl takové jako jsou aktivatory transkripce "enhancer",
napriklad aktivator translace viru etch tabdku (TEV) popsany
v prihlasce vynédlezu W087/07644 nebo tranzitni peptidy, bud
jednoduché nebo dvojité, v tom pripadé pripadné oddélené
intermedidrni sekvenci, totiZ sekvenci obsahujici ve sméru
transkripce sekvenci kdédujici tranzitni peptid rostlinného
genu, ktery kéduje enzym v plastididlni lokalizaci, &&st
sekvence vyzralé casti N-konce rostlinného genu, ktery kéduje
enzym v plastididlni lokalizaci a potom sekvenci, ktera
kéduje druhy tranzitni peptid rostlinného genu, ktery kéduje
enzym v plastidialni 1lokalizaci, tvofeny &asti sekvence
vyzralé Zasti N-konce rostlinného genu, ktery kéduje enzym v
plastidialni lokalizaci takovy, Jjaky je popsdn v evropské

prihlasce vyndlezu n°0 508 909.

Jako sekvence regulace terminace nebo polyadenylace se
mizZe uvést kazZzdéd odpovidajici sekvence bakterialniho puvodu,
jako napfiklad termindtor nos Agrobacterium tumefaciens nebo
také sekvence rostlinného plvodu Jjako napfiklad histonovy
termindtor takovy, Jjaky Je popsan v evropské prihlasce
vynalezu EP n°0 633 317.

PredloZeny vyndlez m& také za predmét rostlinnou bufiku
JednodéloZnych a dvoudélozZnych rostlin, zejména kulturnich
tolerantnich alespon ke dvéma herbicidim, z nich? alespon
jeden je inhibitor HPPD. Tato buika miZe obsahovat alespon

dva chimérické geny obsahujici kaZdou sekvenci, ktera kéduje



toleranci k Jjednomu herbicidu a =z kterych alesponn Jjeden

obsahuje sekvenci kédujici HPPD. Tyto dva chimérické geny
mohou byt neseny stejnym vektorem nebo kaZdy mlZe byt nesen
jinym vektotrem nebo také mohou byt neseny takové, jako jsou
a mohou byt vloZeny do bunky fyzikdlné nebo chemickofyzik&lné
napriklad mikroinjekci, elektroporaci nebo bombardovanim

podle znamych metod.

Predlozeny vynalez se také tykad rostliny transformované
pro toleranci alespon ke dvéma herbicidlim, z nichz jeden je
inhibitor HPPD. Tato rostlina mGZe byt ziskd&na bud krfiZenim
alespon dvou rostlin, které obsahujl gen kdédujici toleranci k
herbicidu nebo regeneraci bunky podle vynadlezu tak, jak Jje
dale  popsano. Rostliny mohou byt jednodéloZné nebo
dvoudé&lozZné, zejména kulturni, zejména  velké kulturni
rostliny takové, jako naptfiklad, neomezené& pro dvoud&lozZné,
tabak, bavlna, repka, soja, fepa a pro jednod&loZné jako je
kukufice a slamové obiloviny neboc také zelindfské rostliny

nebo kvétiny.

PredloZeny vynalez se také tykd metody ziskdni rostlin
tolerantnich k herpicidim nékolikanasobnou rostlinnou

transgenezi, vyznacenou tim, Ze:

- v prvni etapé se vloZi do nékolika bunék jeden ze
zakladnich gent, ktery obsahuie element regulace nezbytny pro
tanskripci v rostlinach a koédovanou sekvenci kédujici enzym,

ktery udéluje toleranci k herbicidu,

- potom Jsou rostliny kriZeny, aby se ziskaly rostliny

s nékolikanadsobnou toleranci.

PredloZeny vynédlez se také tykd jiné metody ziskani
rostlin s nékolikandsobnou herbicidni toleranci rostlinnou
transgenezl, tyka se prvni etapy zahrnujicl integraci alespof
dvou gend tolerantnich k herbicidu do rostlinné butiky, z
nichz alespon Jjeden dJe  inhibitor HPPD ‘a druhé etapy

zahrnujici regeneraci rostliny z transformovanych bun&k podle



vynalezu.

Transformace mizZe byt ziskdna prostrfednictvim vhodnych
znédmych metod dikladné popsanych ve specializované literatufe
a zejména v prihlaskach vyndlezl a v nédrocich v predloZeném

vynalezu.

Série metod spociva v bombardovani  bunék nebo
protoplastl c¢éasticemi, wve kterych jsou zachyceny sekvence
DNA. Podle predloZeného vynalezu tyto DNA mohou byt neseny
stejnymi Casticemi nebo rlznymi Casticemi. Jind série metod
spocCivé v pouziti jako prostfednika pfenosu chimérického genu
vioZzeného do plazmidu Ti Agrobacterium tumefaciens nebo Ri

Agrobacterium rhizogenes do rostliny.

Mohou byt pouzity dal3i metody, a to metody, jako je

mikroinjekce nebo elektroporace.

Odbornik vybird vhodnou metodu s ohledem na vlastnosti
rostliny, zejména s ohledem na jeji charakter, zda se jednd o

jednodéloZnou nebo dvoudéloZnou rostlinu.

Bylo pozorovéno, Zze rostliny - transformované podle
vyndlezu maji vyznamnou toleranci k inhibitorim
hydroxyfenylpyruvatdioxygenasy takovym, jako jsou nejnovéijsi
herbicidy naprfiklad isoxazoly popsané zejména v francouzskych
prihlaskadch  vynéleza 9506800 a 95 13570 a zejména
4-[4-CF,-2- (methylsulfonyl)benzoyl]-5-cyklopropyl-izoxazol
nebo "izoxaflutol" selektivni herbicid kukurfice,
diketonitrily takové, jako jsou popsany evropskych
prihlaskéach vynalezl 0 496 630, 0496 631 zejména
2-kyano-3-cyklopropyl-1-(2-S0,CH,-4-CF,fenyl)propan-1,3-dion a
2—kyano~3—cyklopropyl—l—(2—SO§H@—4—2,3—Clzfenyl)propan—l,3—di
on, triketony popsané v evpopskych prihlaskach vyndlezd 0 625
505 a 0 625 508, zejména sulcotrinon a pyranosilaty. Rostliny
podle vynédlezu predstavuji vyznamnou toleranci k dalsim
herbicidim takovym, jako jsou napfiklad dihalogenodinitrily,

zejména Dbromoxynil a ioxynil, glyphoéat a jejich analogy a



glufosinat.

Predlozeny vynalez se také tykd rostlin regenerovanych
z transformovanych bunék. Regenerace se zisk& vSemi vhodnymi
metodami, které odpovidaji povaze vzorku jako napfiklad
metodou popsanou v predloZzeném vyndlezu. Rostliny podle
vynalezu mohou byt také =ziskdny kfiZenim rodicovskych
rostlin, které nesou Jjeden =z popsanych genld herbicidni

tolerance.

PredlozZeny vynalez se tykd metody odpleveleni rostlin,
zejména kulturnich rostlin, pomoci herbicidu tohoto typu
vyznaceného tim, Ze se tento herbicid aplikuje na rostliny
transformované podle vynalezu, jak v dobé po vyseti, pred
vzklicenim, tak po vzkliceni kultury. Herbicidem ve smyslu
predloZzeného vynalezu se rozumi samotny aktivnl herbicid nebo
herbicid spojeny s pfidavkem, ktery modifikuje jeho ulinnost
jake napriklad pridavek zvy3ujicl aktivitu (synergizmus) nebo

omezujici aktivitu (anglicky safener).

Pro praktickou aplikaci herbicidd Jjsou dale uvedené
herbicidy spojené znamym zpusobem s ©pridavkem obvykle

pouzivajicim se pro agrochemickou formulaci.

Podle predlozZeného vynadlezu miZe Dbyt pouzZit jeden =z
genu herbicidni tolerance vyjadfené v rostlindch jako mérkr

selekce bud in vitro nebo in vivo.

Nasledujici obrazky a priklady bliZze ilustruji
vynalez, aniz by v3ak v Jjakémkoliv smé&ru omezovaly Jjeho

rozsah.



Priklady

Priklad 1: Izolace genu HPPD Pseudomonas fluorescens A32

0d sekvence aminokyselin HPPD Pseudomonas sp. P.J. 874
(publikované Rudetschi U. et al., 1992. Eur. J. Biochem. 205:
459-4¢6) se ovozuje sekvence kédujici HPPD Pseudomonas
fluorescens A32 (izolovana McKellarem, R.C. 1982 J. Appl.
Bacteriol. 53: 305-316). Amplifikacé¢ni fragment genu tohoto
HPPD se pouZije pro kfiZeni genomické banky Pseudomonas
fluorescens A32 a také pro izolaci genu kdédujiciho tento

enzym.

A) Prfiprava genomické DNA P. fluorescens A32.

Bakterie se kultivuje ve 40 ml minimdlni kultivaé&ni
pady M63 (13,6 g/l KH,PO,, 2 g/l (NH,),S0,, 0,2 g/l MgSo,,
0,005 g/1 FeSO, pH 7 a 10 mM L-tyrosinu jako jediny zdroj
uhliku) pfi teploté okolo 28°C po dobu 48 hodin.

Po promyti se bunky vloZi do 1 ml lyzovaciho pufru‘(loo
mM tris HCl pH 8,3, 1,4 M NaCl a 10 mM EDTA) a inkubuiji po
dobu 10 minut pfi teplotd 65°C. Po pasobeni smési
fenol/chloroform (24/1) a pUsobeni chloroformu se nukleové
kyseliny srazi pridavkem objemu isopropanolu, potom se vnesou
do 300 pl Steriini vody a nakonec oSetri 10 mg/ml RNAasy. DNA
se znovu vystavi pasobeni smé&si fenol/chloroform a plsobeni
chloroformu a znovu sraZzi pridavkem desetinového objemu 3M
octanu sodného pH 5 a dvéma objemy ethanolu. DNA se potom

vliozl do sterilni vody a zméri.



B) Vybér oligonukleotidd a syntéz

Ze sekvence aminokyselin HPPD Pseudomonas sp. P.J. 874

se vybere pét oligonukleotidd,

k COOH-konci proteinu a trfi

dva rizené ve sméru NH,-konce

rizené ve sméru obraceném (viz

Obréazek 1). Vybér se ridi nasledujicimi dvéma pravidly:

- 3'konec stabilniho nukleotidu, to znamend alespon dvé

base bez dvoujsmyslnosti.

- co moznd nejmens$i degenerace.

Vybrané oligonukleotidy maji nédsledujici sekvenci:
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C) Amplifikace kdédujici <C¢&sti HPPD bakterie Pseudomonas

fluorescens A32.

Amplifikace byla provedena na pfistroji PCR PERKIN
ELMER 9600 a s enzymem Tag-polymerase PERKIN ELMER, s
vlastnim pufrem za standartnich podminek, to znamena, Ze pro
S50 pul reakce je to 200 uM NTP, 2,5 jednotek Tag-polymerasy a
S ug DNA bakterie Pseudomonas fluorescens A32.

Pouzity amplifikacni program byl ndsledujici: 5 minut
prfi teploté 95°C, potom 35 cykld <45 sekund pf¥i teploté 95°C,
45 sekund pfi teploté& 49°C, 1 minuta prfi teplotd 72°C>

nasledovanych 5 minutami pfi teplotd& 72°C.

Za téchto podminek v3echny ziskané fragmenty
amplifikace mély velikost srovnatelnou S teoretickou
velikosti uvedenou déle, coz naznaCuje dobrou specificitu

amplifikaci.

Fragmenty amplifikace ziskané kombinaci sekvenci P1/P4,
P1/P5 a P2/P4 jsou spojeny v pBSII SK(-) po digesci tohoto
plazmidu pusobenim Eco RV a nakonec plsobenim transferasy v
pritomnosti ddTITP, jak je popsano v HOLTON T.A. a GRAHAM M.W.
1991 N.A.R. vol 19, n°®°5 pll5e.

Klon vSech téchto trech typl je &astednd sekvenovan; to
umoznuje potvrdit, Ze byla dobre amplifikovéna ve vSech tfech
pripadech ¢&ast kdédujici oblasti HPPD Pseudomonas fluorescens
A32. Fragment P1/P4 se ziskd jako sonda pro kfizZeni dopliikové
genomické banky Pseudomonas fluorescens A32 a pro izolovani

uplného genu HPPD.

D) Izolace genu

Southernovym prenosem se ukazuje, Ze fragment o 7 Kbp

po digesci DNA Pseudomonas fluorescens BA32 restrik&nim



enzymem BamHI se hybriduje se sondou HPPD P1/P4. Digeruje se

400 png DNA Pseudomonas fluorescens A32 restrikfnim enzymem
BamHI a na agarosovém gelu se purifikujl fragmenty DNA, které

maji okolo 7 Kbp.

Tyto fragmenty 3jsou ligovdny v pBSII SK(-), tery Jje
digerovan Bam HI a defosforylovédn ©puascobenim alkalické
fosfatasy. Po transformaci do Escherichia «c¢oli DH10b

doplnkové genomickd banka se k¥izZi se sondou HPPD P1/P4.

Izoloval se pozitivni klon a nazval se pRP A. Jeho
zjednodudend mapa je uvedena na Obréazku 2. Na této mapé Jje
naznacena pozice kbédujici ¢&éasti genu HPPD. Je tvofena 1077
nukleotidy, které kéduji 358 nukleovych kyselin (viz SEQ ID
N°1). HPPD bakterie Pseudomonas fluorescens A32 pfedstavuije
homologii aminokyselin s aminokyselinami Pseudomonas sp. druh
P.J. 874, je zde az 92% identickych kyselin mezi témitc dvéma

proteiny (viz Obrazek 3).

Priklad 2: Konstrukce dvou chimérickych gend se sekvenci
HPPD.

Aby byla udélena rostlindm tolerance k herbicidim

inhibujicim HPPD byly konstruovany dva chimérické geny:

Prvni gen spociva ve vloZeni kdédujici &a&sti genu HPPD
Pseudomonas fluorescens A32 pod fizeni dvojitého histonového
promotoru (Evropsk&d prihlaska vyndlezu N°0 507 698)
nasledujici Tabacco etch virus transladni enhancer (TEV)
(PRTL-GUS (Carrigton and Freed, 1990; J. Virol. 64:
1590-1597)) s termindtorem genu nopalinsynthasy. HPPD bude

tedy umisténa v cytoplazmé.

Druhy gen bude identicky k prvnimu genu aZ na to, Ze
mezl aktivator translace TEV a kdédujici Sast HPPD se vkada

optimalni tranzitni peptid (OPT) (Evropska prihladka vynalezu



N°0Q 508 909). HPPD bude tedy umisténa v chloroplastu.

A) Konstrukce vektoru pRPA-RD-153;

-~ pRPA-RD-11:

Derivdt pBS-II  SK(-) (Stratagen katalog #212206)
obsahujici misto polyadenylace nopalinsynthasy (NOS polya)
(Evropské prihlé3ka vynélezu N°0 652 286) se klonuje mezi
misty KpnI a SallI. Misto KpnI se transformuje v misté Notl
pusobenim T4 DNA-polymerasy za pritomnosti 150 uM
deoxynukleotidtrifosfadth potom liguje s linkerem NotlI
(Stratagen katalog #1029). Tak se ziskd kazeta klonovani NOS
polyA.

- pRPA-RD-127:

Derivadt pRPA-BL-466 (Evropsk& prihlaska vynalezu N°0
0337 899) klonovan v pRPA-RD-11 vytvafejicl kazetu exprese
genu oxy ~a obsahujici promotor ©peptidové podjednotky

ribulosobikarboxylasy:
"promotor (SSU) - oxy gen - NOS polyAa"

Aby se vytvoril tento plazmid byl pRPA-BL-488 digercvan
Xbal a HindIII, aby se izoloval fragment o 1,9 kpb obsahujici
propmotor SSU a gen oxy,‘ ktery byl 1ligovan v plazmidu
PRPA-RD-11 rizeny kompatibilnimi enzymy.

~-pRPA-RD-132:

Je to derivdt pRPA-BL-488 (Evropsk& prihlaska vynalezu
N°0 507 698) klonovan v pRPA-RD-127 s vytvofenim kazety

exprese genu oxy s dvojitym histonovym promotorem:
"dvojity histonovy histone - oxy gen - NOS polyA"

Pro vytvoreni tohoto plazmidu byl pRPA-BL-466 digerovan
pomoci HindIII, oSetreny Klenowem, potom znovu digerovan

pomoci Ncol. Purifikovany fragment o 1,35 kbp obsahujici



dvojity histonovy promotor H3A748 byl'ligovén s plazmidem

pRPA-RD-127, ktery by mohl byt digerovan pomoci Xbal, oSetfen

Klenowem a znovu digerovan ponoci Ncol.
-pRPA-RD-153:

Je to derivat pRPA-BL-132 obsahujici aktivator
translace tabé&kového viru etch (TEV). pRTL—GUS (Carrigton and
Freed, 1990; J. Virol. 64: 1590-1597) byl digerovan pomoci
NcoI a EcoRI a fragment ¢ 150 bp byl ligovan v pRPA-RD-132
digerovaném stejnymi enzymy. Tak Dbyla vytvorfena kazeta

exprese obsahujicl promotor:

"dvojity histonovy promotor - TEV - oxy u - NOS polyA"

B) Konstrukce vektoru pRPA-RD-185

- PUC19/GECA:

Je to derivat pUC-19 (Gibco katalog #15364-011)
obsahujici pocet klonovacich mist. pUC-19 byl digerovan EcoRI

a ligovén s oligonukleotidovym linkerem 1:
Linker 1: AATTGGGCCA GTCAGGCCGT TTAARACCCTA GGGGGCCCG

CCCGGT CAGTCCGGCA AATTTGGGAT CCCCCGGGC
TTAA

Vybrany klon obsahuje misto EcoRI nasledované
polylinkerem, ktery obsahuje nasledujici mista: EciRI, Apal,
AvrII, PmeI, SfiI, SacI, KpnI, SmalI, BamHI, XbaI, SalI, PstI,
SphI a HindIII. ’

- pRPA-RD-185:

je to derivdt pUC19/GECA obsahujici modifikovany
polylinker. pUC1l9/GECA je digerovan pomoci HindIII a ligovan

s oligonukleotidovym linkerem 2:
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Linker 2: AGCTTTTAAT TAAGGCGCGC CCTCGAGCCT GGTTCAGGG

AARTTA ATTCCGCGCG GGAGCTCGGA CCAAGTCCC
TCGA

Vybrany klon obsahuje misto HindIII, misto v prostredi
polylinkeru, ktery obsahuje zejména nasledujici mista: EciRI,
ApaI, AvrII, PmeI, SfiI, SacI, KpnI, Smal, BamHI, XbaI, Sall,
PstI, SphI, HindIII, PacI, AscI XhoI a EcoNT.

C) Konstrukce vektoru pRP T:

- pRP O:

je to derivét pRPA-RD-153 obsahujici kazetu exprese
HPPD, dvojity histonovy promotor - TEV - gen HPPD -
terminator NOS. Aby se vytveril pRP O Dbyl pRPA-RD153
digerovan pomoci Hind III, o3Setfeny Klenowem potom opét
digerovan pomoci NcoI, aby se odstranil gen oxy a nahradil
genem HPPD wvzniklym 2z ©plazmidu pRP A digesci BstEII,

pusobenim Klenowa a opétnou digesci pomoci Ncol.
- PRP R:

pro jeho =ziskani byl plazmid pRP O digerovan pomoci
PvuIl a SacI, chiméricky gen byl purifikovan potom ligovan v

PRPA-RD, ktery byl digerovan pomoci Pvull a SacI.
- pRP T:

byl ziskan ligaci chimérického genu vzniklého z pRP R
po digesci pomocil Sacl a HindIII v plazmidu pRPA-BL 150
alpha?z digerovany stejnymi enzymy (Evropska prfihlaska
vynalezu EP N°0 508 909).




Chiméricky gen vektoru m& nadsledujici strukturu:

dvojity TEV kédujici termindtor nos
histonovy oblast HPPD
promotor

D) Konstrukce vektoru pRP V
- pRP P:

je to derivdt pRPA-RD-7 (Evropskd prihlaska vynalezu EP
n°0 652 286) obsahujici optimalizovany tranzitni peptid
nasledovany genem HPPD. Byl ziskan ligaci kédﬁjici Casti HPPD
vzniklé z pRP A digescl BstEII a Ncol p&sobenim'Klenowé a
plazmidu pRPA-RD-7, ktery byl digerovan SphI a Accl a o3etren
DNA-polymerasou T4.

- pRP Q:

PRP Q byl odvozen od pRPA-RD-153 obsahujici optimdlni
kazetu exprese HPPD, dvojity histonovy promotor - TEV - OTP -
gen HPPD - termindtor NOS. Aby se vytvoril pRP O byl
PRPA-RD-153 digerovan pomoci Sal I oSetfeny Klenowem potom
opét digerovan pomoci NcoI, aby se odstranil gen oxy a
nahradil genem HPPD vzniklym z plazmidu pRP A digesci BstEII,

pusobenim Klenowa a opétnou digesci pomoci Ncol.
-~ pRP S:

pro jeho ziskéni byl plazmid pRP Q digerovén pomoci
PvuIl a Sacl, aby vznikl chiméricky gen, ktery byl ligovan v

pRPA-RD-185, ktery byl digerovan pomoci Pwvull a Sacl.
- pRP V:

byl ziskan ligaci chimérického genu vzniklého z pRP S
po digesci pomoci Sacl a HindIII v plazmidu pRPA-BL 150
alpha2 (Evropska pfihlééka'vynélezu EP N°0 508 909).



Chiméricky gen vektoru mé nésledujici strukturu:

dvojity TEV OTP kédujici terminator nos
histonovy oblast HPPD
promotor

Priklad 3: Transformace primyslového tabdku PBD6

Aby se urc¢il ucinek téchto dvou chimérickych gend, byly
tyto geny transformovany do prumyslového tabdku PBD6 podle
transformaénich postupi &a podle postupd regenerace JiZ

popsanych v evropské pfihléasce vyndlezu EP N°0 508 909.

1) Transformace:

Vektor byl vloZen do neonkogenniho kmene Agrobacterium
EHA 101 (Hood et al., 1987) nesouciho kosmid pTVK 29 (Komari
et al., 1986). Technika transformace je =zaloZena na metodé

popsané Horshem et al., (1985) v Science, 227, 1229-1231°.

2) Regenerace:

Regenerace tabaku PBD6 (pochdzi =z SEITA France) z
listovych fragmentli byla provedena v kultivaénim prostrfedi
Murashige et Skoog (MS) obsahujicim 30 g/l sacharosy stejné
jako 100 upg/ml  kanamycinu. Listové ¢é&sti rostlin byly
preneseny na rostliny ve skleniku nebo in vitro a
transformovany podle techniky  listovych tercl (Science 1985,
Vol 227, p. 1229-1231) ve trech nédslednych etapéch: Prvni
etapa zahrnuje indukci vyhonkd na kultivaéni pud& MS
obohacené o) 30 g/l sacharosy obsahujici 0,05 mg/1l
naftyloctové kyseliny (ANR) a 2 mg/l benzylaminopurinu (BAP)
po dobu 15 dni. VYhonkf vytvorené v pribé&hu této etapy byly



-
-
L4
L]

18 e .

potom podrobeny kultivaci v mediu MS, které bylo obochaceno o
30 g/1 sacharosy, ale neobsahovalo zadny hormon, po dobu 10
dni. Potom byly vyvinuté vyhonky odebrdny a kultivovany v
kultivaéni piadé pro zakorfené&ni MS s polovidénim obsahem soli,
vitamind a cukrd a s Zadnym obsahem hormon. Po 15 dnech byly
zakoXenéné vyhonky vloZeny do ptdy. Ziskané rostliny byly

nazvany Co 17.

Transformované rostliny tabdku byly aklimatizoviny ve
skleniku (60% relativni vlhkost; teplota: 20°C pfes noc a
23°C  Dbéhem dne) po dobu péti tydnd a pak o3etfeny

4-[4-CF3-2-(methylsulfonyl)benzoyl]-5-cyklopropyl-izoxazolem.

Kontrolni tabak, netransformovény a o3etreny
4-[4-CF3-2- (methylsulfonyl)benzoyl]~5-cyklopropyl-izoxazolem
v davkach od 50 do 400 g/ha vyvinul béhem 72 hodin chlordzy,
které se zvétsily, aby se vyvinuly velmi vyrazné nekrdzy v

jednom tydnu (pokryvajici okolo 80% lista).
j ydnu (pokryvajici oko

Po transformaci tohoto tabdku, ktery silné exprimuije

HPPD P. fluorences Jje tato rostlinavelmi dobfe ochranén proti

o3etrfeni 4-[4-CF3-2-(methylsulfonyl)benzoyl]-5-cyklopropyl-

-izoxazolem v davce 400 g/ha.

JestlizZe je tento silné exprimovany enzym v
chloroplastu, totiz je-1li jeho transformace provedena s genem
nesenym vektorem pRP V, tak je rostlina uplnd ochrénéna a

nevyjadfuje Zadny sympton.

Priklad 4: Transformace prumyslového tabdku PBD6 s genem
EPSPS pro => konstrukce 173

Izolace cDNA kdédujici EPSPS kukufice:

Byly popsé&ny rUzné etapy, které vedly k ziskani cDNA
EPSPS kukurice, které slouZily substrdtu k vloZeni dvou
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mutaci. Kazdéd tato operace popsand dale je uvedend v
pfikladech a odpovidd vybéru mezi Uc&innymi metodami vhodnymi
pro ziskdnl stejnych vysledki. Tento vybér nem& zAadny vliv na
kvalitu vysledkd a naopak, kazdd prizpusobend metoda miZe byt
odborniky pouzita pro ziskdni stejnych vysledka. Vétsina
metod komplexnich projektovych studii fragmentd DNA je
popséna v "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes 1
a 2, Ausubel F.M. et al., publikovany Greene Publishing
Associates et Wiley - Interscience (1989) (V dal3i Casti préace
budou odkazy citovany jako "ref. CPMB"). Operace zahrnujici
DNA, které byly provedeny podle protokold popsanych v této
praci Jjsou zejména nasledujici: ligace fragment DNA,
plsobeni  DNA-polymerasy podle Klenowa a plUsobeni T4
DNA-polymerasy, priprava DNA plazmidu a bakteriofégﬁ.l bud
minipreparacli nebo maxipreparaci, analyza DNA a RNA podle
technik Socuthern a Northern. V této préci byly popsany i jiné
metody a jejich modifikace nebo vyznamné upravy téchto metod

v protokolech.

1. Ziskani fragmentu EPSPS Arobidopsis thaliana

a) dva oligonukleotidy 20 mer nasledujicich sekvenci
5 -GCTCTGCTCATGCTGCTCC-3"
5 -GCCCFCCCTTGACAAAGAAA-3’

se syntetizuji od sekvence genu EPSPS Arobidopsis
thaliana (Klee H.J. et al., (1987) Mol. Gen. Genet., 210,
437-442). Tyto dva oligonukleotidy jsou v poloze 1523 az 1543
a 1737 az 1717 publikované sekvence a Vv konvergentni

orientaci.

b) udaplna DNA Arobidopsis thaliana (var. columbia) se
zisk& od Clontech (katalogovy odkaz: 6970-1)

c) Smichd se 50 nanogrami (ng) DNA s 300 ng kazdého
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oligonukleotidu a podrobi se 35 amplifikadnim cyklim pomoci
pristroje Perkin-Elmer 9600 za podminek standardnihb
prostfedl pro amplifikaci podle doporuceni vyrobce. Vysledny
fragment o 204 pb obsahuje fragment EPSPS Arobidopsis

thaliana.

2. Konstrukce knihovny cDNA od bunééné linie kukurfice BMS.

a) Rozmackéd se 5g filtrovanych bunék do kapalného
dusiku a nukleové kyseliny se extrahuji podle metody popsané

Shure et al., s nasledujicimi modifikacemi:
- pH lyzovaciho pufru je udrzovano na hodnoté 9,0

- po sraZeni isopropanolem, sraZenina se vlozi do vody
a po rozpuSténi se koncentrace upravi na 2,5 M LiCl. Po
inkubaci po dobu 12 hodin pfi °C se sraZenina po odstfedovani
po dobu 15 minut pri 30000g prfi teploté 4°C se znovu
rozpuSti. Opakuje se srazZeni pomoci LiCl. Znovu rozpu3téné

srazenina obsahuje frakci RNA nukleovych kyselin.

b) Frakce RNA-polyA+ frakce RNA se ziské
chromatograficky na celulosové koloné& oligo-dT takové, jaka

je popsana v "Current Protocols in Molecular Biology'".

c) Syntéza dvouvldknové cDNA se syntetickym koncem
EcoRI: se provede podle protokolu dodavatele nezbytnych
reagentd pro tuto syntézu ve form& soupravy: "copy kit"

spolecnosti In Vitrogen.

Dva jednovlaknové oligonukleotidy komplamentarni

sekvencim:
5" -AATTCCCGGG-3"
5" -CCCGGG-3 " (tato sekvence byla fosforylovéna)

se liguji s dvouvlaknovou cDNA s pfesahujicimi konci.




Tato ligace adaptort vytvori misto Smsa I spojené s

dvouvlaknovou cDNA a EcoRI v kohezni formé ke kazZdému konci

dvouvléaknové cDNA.
d) Vytvoreni knihovny:

cDNA, které maji na svych koncich uméld kohezni mista
EcoRI se liguji s- cDNA bakteriofdga Agtl0 3Sté&peného EcoRI a
defosforylovaneho podle protokolu dodavatele New England
Biolabs. |

Alikvotni C&st ligacni reakce se enkapsiduje in vitro s
extrakty enkapsidace.: Gigapak Gold podle doporuceni
dodavatele, tato knihovna se oznaci za pouziti bakterie E.
coli Ce00hfl. Takto ziskand knihovna se amplifikuje a
skladuje podle doporuCeni vyrobce a tvofila knihovnu cDNA

bunééné suspenze kukurfice BMS.

3. Tridéni knihovny cDNA bunééné suspenze kukurice BMS se

sondou EPSPS Arobidopsis thaliana:

Nasledujici protokol je protokol "Current Protocols in
Molecular Biology" Vol. 1 a 2, Ausubel F.M.et al., publikovan
Greene Publishing Associates a S (1989) (CPMB). Ve zkratce:
okolo 10° rekombinantnich fagQ se rozprostfe na kultivadni
misce LB s primérnou denzitou 100 fagh / cm’. Fagy po lyse se

replikuji dvojnasobné na membréné Hybond N Amersham.

h) DNA se fixuje na filtrech puasobenim UV 1600kJ
(Stratalinker Stratagene). Iontové filtry se pfedem hydriduji
v 6xS8SC/0,1% SDS/0,25 odtudnéného mléka po dobu 2 hodin pfi
teploté 65°C. Sonda EPSPS Arobidopsis thaliana se zna&i
32p-dCTP '"random-primiting" podle doporuleni vyrobce (Kit
Ready to Go Pharmacia). Ziskand specifickd aktivita se upravi
na hodnotu 10° cpm na ug fragmentu. Po denaturaci béhem 5

minut prfi teploté. 100°C, se sonda pfidd do prostredi



prehybridace, hybridace se sleduje po dobu 14 hodin pri

teploté 55°C. Filtry se fluorografuji 48 hodin pfi teploté
-80°C filmem Kodak XARS5 a zesilovalem Hyperscreen RPN
Amersham. Postavenl pozitivnich bodi na filtru s miskami, kde
vznikly umoziuje odebrat na misce zdénu odpovidajici fagim,
které vyjadruji pozitivhi hybrida¢ni odpovéd se sondou EPSPS
Arobidopsis thaliana. Tato etapa rozlozZeni, pfenuos,
hybridace, ziské&ni je opakovdna azZz do doby, kdy vsSechny body
fadgld na kultivacni misce postupné purifikované se ukazuji
pozitivni ve 100% hybridace. Plak lysy samostatnym fagem se
vloZzi do rozredéné pudy A (Tris-Cl pH=7,5; 10 mM MgSO,; 0,1 M
NaCl; 0,1% zelatiny), tytc fagy v roztoku tvori pozitivni

klony EPSP bunécné suspenze kukurice BMS.

4. Priprava a analyza DNA klonu EPSPS bunééné suspenze
kukurice BMS.

PFiblizné& 5.10° fagh se pridad ke 20 ml bakterii C60Chfl
o 2 OD 600 nm/ml a inkubuje po dobu 15 minut prfi teploté
37°C. Tato suspenze se rozfedi v 200 ml Dbakteridlni
kultivacéni pldy v Erlehmayerové bance o obsahu 1 litr a micha
na rotacnim michadle pri 250 rpm. Lysa se zjistuje vyCeFenim
pady, coZ odpovidd lyse bakteridlniho zdkalu a objevuje se po
4 hodinadch michani. Supernatant se zpracuje tak, jak Je
popsano v "Current Protocols in Molecular Biology". Ziskané

DNA odpovidd klonum EPSP bunééné suspenze kukufice BMS.

Jeden az dva upg této DNA se $tépl pomoci EcoRI a
separuje na . 0,8% agarosovém gelu LGTA/TBE (ref. CPMB).
Posledni ovéreni spocivd v ujisténi, Ze purifikovana DNA
predstavuje signal hybridizace se sondou EPSPS Arabidopsis
thaliana. Po elektroforéze se fragmenty DNA prenesou na
membranu Hybond N Amersham podle protokolu Southern popsaného
v "Current Protocols 1in Molecular Biology". Filtr se

hybriduje se sondou EPSPS Arabidopsis thaliana podle podminek



popsanych v paragrafu 3. Klon predstavujici signal

hybridizace se scndou EPSPS Arabidopsis thaliana a obsahujici
nejdelsi fragment EcoRI ma velikost stanovenou na gelu okolo
1,7 kpb. '

5. Ziskéani klonu pRPA-ML-711

Deset pg DNA fagového klonu obsahujiciho inzert o 1,7
kpb se digeruje pomoci EcoRI a separuje na 0,8% agarosovém
gelu LGTA/TBE (ref. CPMB). Fragment gelu, ktery obsahuje
inzert ¢ 1,7 kpb se vyfizne z gelu zbarveného BET a fragment
se oSetfi P-agarosou podle doporuceni dodavatele New a
Biolabs. Purifikovana DNA fragmentu o 1,7 kpb se liguje pri
teploté 12°C po dobu 14 hodin s DNA plazmidu pUC 19 (New
England Biolabs), 3$tépi pomoci EcoRI podle protokolu ligace
popsaného v "Current Protocols in Molecular Biology'". Dva ul
ligac¢ni smési se pouzZije pro transformaci alikvotni &asti E.
coli DH1IOB elektrokompetentni; transformace se provadi
elektroporaci za pouziti nasledujicich podminek: SmMEésS
prislusnych bakterii a ligac¢ni ptda se vlozZzi do kyvety pro
elektroporaci o tloudtce 0,2 cm (Biorad) predem zchlazené na
0°cC. Fyzikalni podminky elektroporace vyuzivajici
elektopordtor znacky Biorad jsou: 2500 Voltd, 25 pg Faradd a
200 Q. Za téchto podminek cas vyboje kondenzatoru je okolo
4,2 milisekund. Bakterie se vlozi do 1 ml paddy SOC (ref.
CPMB) a michaji se po dobu jedné hodiny pfi 200 rpm na
rotacnim michadle ve =zkumavkdch Corning o objemu 15 ml. Po
rozloZeni na piddé LB/agar doplnéné 100 pg/ml carbenicilinu,
se provede minipreparace Dbakteridlnich klont po noci pri
teploté 37°C podle protokolu popsaného v "Current Protocols
in Molecular Biology". Po digesci pomoci EcoRI DNA a separaci
pomoci elektroforézy na 0,8 % agarosovém gelu LGTA/TBE (ref.
CPMB) jsou klony prfedstavujici inzert o 1,7 kpb konzervovany.

Posledni ovéreni spoc¢ivé v ujisténi, Ze purifikovand DNA



predstavuje signal hybridizace se sondou EPSPS Arabidopsis

thaliana. Po elektroforéze se fragmenty DNA prenesou na
membranu Hybond N Amersham podle protokolu Southern popsaného
v "Current Protocols in Molecular Biology". Filtr se
hybriduje se sondou EPSPS Arabidopsis thaliana podle podminek
popsanych v paragrafu 3. Plazmidovy klon pfedstavujici inzert
o 1,7 kpb se sondou EPSPS Arabidopsis thaliana se pfipravi v
nejvetsim mnoZstvi a vysledna DNA pcchézejici z lysy bakterii
se purifikuje v gradientu CsCl tak, jak je popsdno v "Current
Protocols in Molecular Biology". Purifikovand DNA se Castedné
sekvenuje soupravou Pharmacia za dodrzeni doporuceni
dodavatele a za pouzZziti jako nédstrojd univerzalnich néstrojl
M13, primych a inverznich, objednanych od stejného
dodavatele. Vytvorena <castelné& sekvence pokryvad okolo 0,5
kpb. Aminokyseliny odvozené sekvence v oblasti vyzrédlého
proteinu (okolo 50 zbytkovych aminokyselin) predstavuji 100%
identitu - s aminovou sekvenci odpovidajici vyzrélé EPSPS
kukurice popsané v americké prfihléasce vynélézu Usp 4 971
908). Tento klon odpovidajici fragmentu EcoRI o 1,7 kpb
kyseliny DNA EPSP kukuricné bunécné susupenze BMS byl nazvan
pRPA-ML-711. Uplnéd sekvence tohoto klonu se provadi na dvou
vldknech za pouzZiti protokolu soupravy Pharmacia a za syntézy
komplementdrnich oligonukleotidd a v3ech opadénych sm&ri o 250
pb. Ziskana uplna sekvence klonu o 1713 pb je vyjadrfena SEQ
ID N°2.

6. Ziskani klonu pRPA-ML-715:

Analyza sekvence klonu pRPA-ML-711 a zejména porovnani
odvozenych sekvence aminokyselin se sekvenci aminokyselin
kukurice ukazuje rozS8irfeni sekvence o 92 pb proti sméru

kodonu GCG kédujiciho Alanin NH,-konce ¢&asti zralého EPSPS
.kukufice (americka prihlé&ska vynédlezu USP 4 971 908). Lze

‘dokonce pozorovat rozsireni o 288 pb po sméru kodonu AAT



kKdédujiciho asparagin COOH-konce vyzralé Casti EPSPS kukurice

(americka prihlaska vynalezu USP 4 971 908). Tyto dvé c¢éasti
by mély odpovidat pro rozsireni HN,~-konce <&asti sekvence
tranzitniho peptidu plastidiédlni lokalizaci a pro extenzi

3"oblasti COCH-konce nepfeloZené cDNA.

Aby se ziskala cDNA kbédujici vyzrédlou cast c¢DNA EPSPS
kukurice tak, jak je popséno v USP 4 971 908, byly provedeny

nasledujicl operace:

a) Eliminace neprelozené 3'oblasti: konstrukce

PRPA-ML-712:

Klon pRPA-ML-711 se 3tépil restrikénim enzymem Asel a
vzniklé konce tohoto Stépeni se zbavi presahl plsobenim
Klenowa fragmentu DNA-polymerasy I podle protokolu popsaného
v CPMB. Potom se provede Stépeni restrikénim enzymem SacII.
Vysledna DNA pochazejici =z téchto operaci se separuje

elektroforeticky na 1% agarosovém gelu LGTA/TBE (ref. CPBRM).

Fragment gelu obsahujici inzert "Asel-presahujici
konce/SacII" o 0,4 kpb se vyfizne z gelu a purifikuje podle
protokolu popsaného v paragrafu 5. DNA klonu pRPA-ML-711 se
Stépi restrikénim enzymem HindIII wumisténym v polylinkeru
vektoru klonovaném pUClS a vysledné konce tohoto Stépeni se
zbavi presaht plsobenim Klenowa fragmentu DNA-polymerasy I.
Potom se provede Stépeni restrikénim enzymem SacII. Vysledné
DNA pochazejici z téchto operaci se separuje elektroforeticky
na 0,7 % agarosovém gelu LGTA/TBE (ref. CPBM).

Fragment gelu obsahujici inzert HindIII-presahujici
konce/SacII o 3,7 kpb se vyfizne z gelu a purifikuje podle

protokolu popsaného v paragrafu 5.

Liguji se dva inzerty a 2 pl ligacni smési pak slouzi k
transformaci E. coli DHIOB tak, jak Je vySe popséano v

paragrafu 5.

Analyzoval se obsah plazmidové DNA rlznych klond podle



protokolu popsaného pro pRPA-ML-711. Jeden 2z plazmidovych

klonu obsahuje inzert EcoRI-HindIII o 1,45 kpb. Konce
sekvence tohoto klonu prozrazuji, Ze 5 konec inzertu presné
odpovida konci odpovidajicimu pRPA-ML-711 a zZe 3 konec ije

vyjadren nasledujici sekvenci:
"5 ~AATTAAGCTCTAGAGTCCTGCAGGCATGCAAGCTT-3"".

PodtrzZzena sekvence odpovida kodonu aminokyseliny
COOH-konce asparaginu, nadsledujici kodon odpovida
termina¢nimu kodonu translace. Nukleotidy po sméru odpovidaji
elementim sekvence polylinkeru pUCl9. Tento klon obsahujici
sekvencli pRPAML-711 az k mistu terminace translace vyzralého
EPSPS kukurice a néasledné sekvence poylinkeru pUCl9 aZ k

mistu HindIII byl pojmenovan pRPA-ML-712.

b) Modifikace 5 konce PRPA-ML-712: konstrukce
DRPA-ML-715

Klon pRPA-ML-712 se 35tépi restrikénimi enzymy Pstl a
HindIII. DNA pochazejici =z této manipulace se separuje
elektroforeticky na 0,8 % agarosovém gelu LGTA/TBE (ref.
CPBM) . Fragment gelu cbsahujici inzert PstI/EcoRI o 1,3 kpb
se vyrizne z gelu a purifikuje‘podle protokolu popsaného v
paragraquS. Tento inzert se podrobi ligaci za prfitomnosti
ekvimoldrniho mnoZstvi kazdého oligonukletidu Castecné

komplementarniho néasledujici sekvence:
Oligo 1:
5 ~GAGCCGAGCTCCATGGCCGGCGCCGAGGAGATCGTGCTGCA-3
Oligo 2:
5" -GCACGATCTCCTCGGCGCCGGCCATGGAGCTCGGCTC-3

stejné jako \Y pritomnosti DNA  plazmidu pUC19

digerovaného restrikénimi enzymy BamHI a HindIII.

Dva pl ligac¢ni smési se podrobi transformaci E. coli



DHIOB tak, jak je popséno vy3e v paragrafu 5. Po analyze

obsahu plazmidové DNA rlznych klond, pcdle postupu popsaného
v paragrafu 5, klony vyjédrené v 1inzertu o 1,3 kpb se
konzervujl pro pozdéijisi analyzu. Sekvence 5 konce zachovaného
klonu odhaluije, ze sekvence DNA v této oblasti Jje
nasledujici: sekvence polylinkeru pUC19 mist EcoRI az BamHI
nasledovana sekvenci oligonukleotidl pouzZzitych ke klonovani a
nésledovana =zbytkem sekvence pfitomné v pRPAML-712. Tentc
klon byl pojmenovan pRPA-ML-713. Tento klon vyjadruje kodon
methioninu ATG obsazZzeny v misté Ncol proti sméru kodonu

alaninu N-konce vyzralé EPSPSsynthasy. Navic kodony alaninu a
glycinu N-konce se zachovavaji s modifikaci na treti

proménliveé basi: pocatecni GCGGGT dava modifikovany GCCGGC.

Klon pRPA-ML-713 se Stépi restriklnim enzymem HindIII a
pfesahujici konce tohoto 3Stépeni se odstrani pUsobenim
Klenowovou DNA polymerasou I. Potom se provede Stépeni
restrikénim enzymem SacI. DNA, kterd& vznikla témito operacemi
se separuje elektroforeticky na 0,8% agarosovém gelu LGTA/TBE
(ref. CPBM) . Fragment gelu obsahujici inzer
"HindIII-presahujici konce/SacI" o 1,3 kpb se vyfizne z gelu
a purifikuje podle protokolu popsaného v paragrafu 5. Tento
inzert se podrobi 1ligaci =za prfitomnosti DNA plazmidu pUCL9
digerovaného restrikénim enzymem Xbal a presahujici konce se
odstrani timto Stépenim pusobenim Klenowovou DNA polymerasou
I. Potom se provede Stépeni restrikénim enzymem SacI. Dva pl
ligac¢ni smési se podrobi transformaci E. coli DHIOB tak, jak
je popsano vysSe v paragrafu 5, klony vyjadfené v inzertu o
1,3 kpb se konzervuji pro pozdéjs$i analyzu. Sekvence konct
zachovaného klonu naznacuje, Ze sekvence DNA je nasledujici:
sekvence polylinkeru pUCl9 mist EcoRI aZ Sacl nasledovana.
sekvencil oligonukleotidd pouzitych ke klonovani deletovanych
4 pb GATCC popsaného oligonukleotidu 1 nasledovand zbytkem
sekvence pritomné v pRPAML-712 aZ k mistu HindIII a sekvenci

polylinkeru pUCl9 Xbai aZ HindIII. Tento klon byl pojmenovan



PRPA~ML~715.

7y Ziské&ni cDNA kdédujici mutovany EPSPS kukufice

V3echny etapy mutageneze se provedou s USE mutagenni
soupravou Pharmacia za dodrzeni podminek uréenych
dodavatelem. Princip systému mutageneze Jje nédsledujici:
plazmidova DNA se denaturuje teplem a znovu spoji v
pritomnosti molarniho nadbytku casti oligonukleotidu
mutageneze a dalsi ¢asti oligonukleotidu umoZiujiciho
eliminovat misto restrikéniho enzymu pritomného v
polylinkeru. Po této etapé opétného spojeni se provede
syntéza komplementérniho vlAkna plisobenim T4 DNA-polymerasy v
pritomnosti T4 DNA-ligasy a proteinu genu 32 v pufru
doporuceném dodavatelem. Produkt syntézy se inkubuje v
pritomnosti restrikéniho enzymu, jehoZ misto se predpokléada
odstanit mutagenezi. Kmen E. coli vyjadrujici zejména mutaci
mutS se pouzije jako hostitel pro transformaci této DNA. Po
ristu v kapalné kultivacéni padé je plazmidovd DNA prfipravena
a inkubovana v prfitomnosti restrikéniho enzymu pouzitého
predem. Po tomto oSetrXeni kmen E. coli DHIOB se pouzZije jako
hostitel pro transformaci. Plazmidova DNA izolovanych klont

je pfipravena a pritomnost mutace se ovéri sekvenovanim.

A) modifikace mist nebo sekvence bez vlivu na
vliastnosti rezistence  EPSPS kukurice ke kompetitivnim
inhibitortm aktivity EPSP synthasy: eliminace mista NcolI
interniho pRPA-ML-715.

Sekvence pRPA-ML-715 se oc¢isluje arabskymi &islicemi
pri umisténi prvni base kodonu alaninu N-konce GCC v poloze

1. Tato sekvence vyjadruje Ncol v poloze 1217. Modifikovany

oligonukleotid mista predstavuje sekvence:

5" ~CCACAGGATGGCGATGGCCTTCTCC-3 .



Po sekvenovani podle odkazd na odbornou literaturu

uvedenou dale sekvence lue po mutagenezi odpovidd sekvenci
pouziteho oligonukleotidu. Misto Ncol se eliminuje a
translace nukleovych kyselin v této oblasti zachovava

pocatecni sekvenci pritomnou v pRPA-ML-715.
Tento klon je pojmenovan jako pRPA-ML-716.

Sekvence o 1340 bp tohoto klonu je vyjadfena sekvenci

SEQ ID N°3 a SEQ ID N°4.

B) modifikace sekvence umoznujici zlepSeni
rezistencnich vlastnosti EPSPS kukufice k kompetitivnim

inhibitordm aktivity EPSP-synthasy.
PouZily se néasledujici oligonukleotidy}
a) mutace Thr 102 => Ile.
5" -GAATGCCTGGAATCGCRAATGCGGCCATTGACRGC-3”
b) mutace Pro 106 => Ser.
5 ~GAATGCCTGGAACTGCAATGCGGTCCTTGACAGC-3 "
c) mutace Gly 101 => Ala a Thr 102 => Ile.
5" -CTTGGGGAATGCTGCCATCGCAATGCGGCCATTG-3"
d) mutace Thr 102 => Ile a Pro 106 => Ser.
57" ~GGGGAATGATCTGGAATCGCAATGCGGTCCTTGACAGC -3

Po sekvenovani sekvence lue po mutagenezi na trech
mutovanych fragmentech je identickd rodicovské sekvenci DNA
PRPA-ML-716 kromé&€ mutagenizované oblasti, kterd odpovida
sekvenci pouZité oligonukleotidové oblasti. Tyto klony jsou
nazvany: pRPA-ML-717 pro mutaci Thr 102 => Ile, pRPA-ML-718
pro mutaci Pro 106 => Ser, pRPA-ML-719 pro mutace Gly 101 =>
Ala a Thr 102 => Ile, pRPA-ML-720 pro mutace Thr 102 => Ile a
Pro 106 => Ser. '

Sekvence o 1340 bp pRPA-ML-720 je vyjadrena SEQ ID N°5



a SEQ ID N°6.

Inzert NcoI-HindIII o 1395 pb Jje =zakladem vSech
konstrukci pouiithh pro transformaci rostlin pro vlozZeni
rezistence ke kompetitivnim herbicidnim inhibitortm EPSPS a
zejména resistence ke glyphosatu. Tento inzert bude dale

pojmenovén jako "dvoujnésobny mutant EPSPS kukurice".
B Tolerance ke glyphosatu rlznych mutantd in vitro.
2a: Extrakce EPSP-synthasy

Do plazmidového vektoru pTrc99a (Pharmacia, ref.
27-5007-01) 3té&peného Ncol a HindIII se vloZi se ruazné geny
EPSP-synthasy ve formé kazety NcoI-HindIII. Rekombinantni E.
coli DH1IOB silné exprimujici riazné EPSP-synthasy se
sonifikuji ve 40 ml pufru pomoci 10 g wusazenych bunék a
promyji stejnym pufrem (200 mM tris HCL pH 7,8, 50 mM
merkaptoethanol, 5 mM EDTA a 1 mM PMSF), ke kterému se prida
1 g polyvinylpyrolidonu. Suspenze se mich&d po dobu 15 minut
pfi teploté 4°C a potom se odstrfeduje po dobu 20 minut prfi
27000 g a teplotd& 4°C. ‘

Supernatant se pridd k siranu amonnému aZz po dosazZeni
40% nasycenosti siranu amonného. Smés se odstredi po dobu 20

minut pri 27000 g a teploté& 4°C.

Novy supernatant se pfidd k siranu amonnému azZ po
dosazeni 70% nasycenosti roztoku siranu amonného. Smes se
odstfedi po dobu 30 minut pfi 27000 g a teploté 4°C.
EPSP-synthasa pfitomnd v proteinové usazeniné se vlozi do 1
ml pufru (200 mM tris HCl pH. 7,8, 50 mM merkaptoethanol).
Tento roztok se dialyzuje pres noc préti dvéma litrlm tohoto

pufru pri teploté 4°C.
2b: Enzymova aktivita

Aktivita kaZdého enzymu stejné, jako jeho rezistence ke

glyphosatu se mé&fi in vitro po dobu 10 minut pfi teploté 37°C



v nésledujici reakcni smési: 100 mM kyselina maleinova pH

5,6, 1 mM fosfoenolpyruvdt, 3 mM Sikimdt-3-fosfat (pfipraveny
podle Knowles P. F. et Sprinson D. B. 1970. Methods 1in
Enzymol 17A, 351-352 od Aerobacter aerogenes druh ATCC 25597)
a 10 mM fluorid véapenaty. Enzymovy extrakt se prida na
posledni chvili po pridani glyphosatu, jehoz kone&néa

koncentrace se pohybuje od 0 do 20 mM.

RAkxtivita se méfi mnozZstvim uvolnéného fosfdtu podle
techniky Tausky H. A. et Shorr E. 19853. J. Biol. Chem. 202,
675-685. Za téchto podminek divoky enzym (WT) se inhibuje 85
% pfi koncentraci 0,12 mM glyphosatu. V této koncentraci
mutovany enzym znamy jako Serl(06 se inhibje jen z 50% a tri
dal3i mutanti Ile 102, Ile 102/Serl06, Alal01/I1el02 nejsou-

nebo jsou malo inhibované.

Je tedy potreba zndsobit koncentraci glyphosatu
desetkrat, a to az na 1,2 mM, pro 50% inhibici mutovaného
enzymu I1el02 u trfech dalsich mutantd I1el02, I1el02/Serl06 a
Alal0l1/I1el02 a nelyla nikdy inhibice pozorovana.

Je potfeba poznamenat, Ze aktivita mutantld Ala/Ile a
Ala nebyla inhibovéna aZz do koncentrace 10 mM glyphosatu, a
Ze aktivita mutantu I1el02/Serl06 se nesnizZila dokonce ani
byla-1li koncentrace glyphosatu nédsobena dvakrat, tedy na 20
mM.

C. Rezistence transformovanych tabdkovych rostlin
0-1 Konstrukce plazmida:
pRPA-RD~-124:

K predem ziskanému pRPA-ML-720 se pridéd polyadenyladni

signal '"nos" za vytvoreni kazety klonovani obsahujici gen
EPSPS dvojnasobného mutantu kukufice (Thr 102 -> Ile a Pro

106 -> Ser). pRPA-ML-720 se. digeruje pomoci HindIII



oSetrfeného Klenowovym fragmentem DNA-polymerasy I E. coli,

aby se vytvoril presahujici konec. Provede se druha digesce
pomocl Nco I a fragment EPSPS se purifikuje. Gen EPSPS se
potom liguje s purifikovanym pRPA-RD-12 (kazeta klonovani
obsahujici polyadenylaéni signdl nopalin-synthasy), aby se
vytvoril pRPA-RD-124. Aby se ziskal purifikovany vektor
pRPA-RD-12, bylo potfeba, aby tento vektor byl predem
digerovan pomoci Sall, oSetren pomoci DNA-plymerasou podle

Klenowa, potom pcdruhé digerovan pomoci Ncol.
pRPA-RD-125:

Pridavek optimalizovaného transportniho peptidu (OTP) k
pRPA~-RD-124 za vytvoreni kazety klonovadni obsahujici cilovy

gen EPSPS na plazmidech.

PRPA-RD-7 (evropskd prihld3ka vyndlezu EP 652 286) se
digeruje pomoci Sph I, oSetfi pomoci T4 DNA-polymerasou potom
digeruje pomoci Spe I a fragment OTP se purifikuje. Fragment
OTP se klonuje v pRPA-RD-124, ktery se predem digeruje pomoci
NcoI, oSetri DNA-polymerasou podle Klenowa, aby se zvySila
protuberance 37, potom digeruje pomoci Spe I. Tento klon se
tedy sekvenuje, aby se zajistila pIfesna prekladovd flze mezi
OTP a genem EPSPS. Takto se ziska pRPA-RD-125.

PRPA-RD-159:

Pridavek dvounasobného promotoru histonu arabinopsis
H4A748 (prihlaska vynélezu EP 507 698) kpRPA-RD-125, aby se
vytvorila kazeta exprese v rostlinidch pro expresi genu
"OTP-gen EPSPS dvounadsobny mutant” ve tkani dvoudé&loZnych
rostlin. pRPA-RD-132 (kazeta obsahujici promotor dvoundsobny
H4A748 (prihlaska vynalezu EP 507 698) se digeruje pomoci
Ncol a Sac I. Purifikovany fragment promotoru se potom

klonuje a digeruje se pomoci Eco I a Sac I.
pPRPA-RD-173:

Pridavek genu "promotor H4A748—OTP;gen EPSPS



dvounasobny mutant” pRPA-RD-159 do plazmidu pRPA-BL-150A

(evropskd prihlaska vynélezu EP 508 909), aby se vytvoril
vektor transformace Agrobacterium tumefaciens. pRPA-RD-159 se
potom digeruje pomoci Not I a oSetri pomoci polymerasy podle
Klenowa. Tento fragment se potom klonuje v pRPA-BL-150A

pomoci Sma I.

1-1 Transformace

Vektor pRPA-RD-173 se vlozi do kmene Agrobacterium
tumefaciens EHA101 (Hood et al., 1987) nosicle kosmidu pTVK291
(Komari et al., 1986). Metoda transformace Jje =zaloZena na

postupu Horshe et al. (1985).

1-2 Regenerace

Regenerace tabdku PBD6 (SEITA France) z listovych c¢asti
rostlin se provadi na zakladnim médiu Murashige et Skoog (MS)
obsahujicim 30 g/l sacharosy stejné jako 200 pug/ml
kanamycinu. Listnaté <&asti rostlin jsou odebrany z rostlin
kultivovanych ve skleniku nebo in vivo a transformovéany podle
techniky listovych diskd (Science, 1985, Vol 227, 1229-1231)
ve trech nédslednych etapach: prvni etapa =zahrnuje indukci
vyhonkl na médiu s pfidavkem 30 g/l sacharosy obsahujici 0,05
mg/l kyseliny naftyloctové (ANA) a 2 mg /1 benzylaminopurinu
(BAP) po dobu 15 dnG. Vyhonky vytvofené v pribéhu této etapy
se vyvijeji po dobu 10 dnd kultivaci na kultivacéni pGdé MS
obohacené 30 g/l sacharosy, ale bez obsahu hormonu. Vytvorené
vyhonky se potom odeberou a kultivuji na pudé MS pro
zakorenéni s poloviénim obsahem soli, vitamind a cukra a
neobsahujici hormon. Po 15 dnech se zakorenéné vyhonky vlozZi

do zemé.



1-3 Rezistence ke glyphosatu

Dvacet transformovanych rostlin se regeneruje a vlozil
do skleniku, aby se vytvorila konstrukce pRPA-RD-173. Tyto
rostliny se ve skleniku o3etfi ve stadiu péti listld vodnou
suspenzi RoundUp v davce 0,8 kg aktivniho glyphosatu na
hektar. | |

Vysledky odpovidaji pozorovani indexu fytotoxicity
zvySeného tfi tydny po oSetfeni. Za téchto podminek 1lze
konstatovat, ze rostliny transformované konstrukci
pRPA~RD-173 vyjadfuji velmi dobrou toleranci a to takovou, zZe

kontrolni netransformované rostliny jsou uplné zniceny.

Tyto vysledky Jasné ukazuji zlepSeni, které prinédsi
pouZiti chimérického genu podle vyndlezu pro stejny gen

kédujici rezistenci ke glyphosatu.

Priklad 5: Transformace prumyslového tabdku PBD6 genem

nitrilasy (pro =>konstrukce 238):

Tento tabdk se ziskd podle evropské prihlé&sky vynalezu
n°0 337 899 na strané 6, radku 50 a od konstrukce 238, kterd

je popséna pod jménem pRPA-BL238.

Priklad 6: KrizZeni opylenim

KrizZeni 1linii Co 17, 173 a 238 se provadi opylenim ve

skleniku:

- Co 17 se kf¥i®i s 238, aby se ziskaly tabakové
rostliny PBD6 pro testovani na dvounasobnou toleranci k

isoxaflutolu a ke bromoxynilu ("rostliny HPPD + OXY") a

- Co 17 se krizi s 173, aby se =ziskaly tabakové

rostliny PBD6 pro testovani na dvounadsobnou toleranci k



isoxaflutolu a ke glyphosatu ("rostliny HPPD + EPSPS").

Tyto tfi linie Jsou homozygoty oproti plvodnimu genu:
potomstvo je hemizygota pro kazdy ze dvou genl vloZenych

kF¥iZenim.

KrfizZené rostliny se ziskaji na konci Sesti tydnl.

Priklad 7: MéZfeni tolerance tabdku po vzkliCeni pri o3etreni

isoxaflutolem a bromoxynilem nebo glyphosatem

V této zkouSce kaZdy test se provadi na vzorku deseti

rostlin, deset rostlin zstane neo3etrfeno.

V3echna o3etfeni se provadéji rozstfikovanim v davce

500 1 pfipravku na hektar.

Pro oSetfeni v dobé& po wzkliCeni se provadi seti a
potom se rostliny prepichuji do kvétindckl o rozmérech 9 cm x

9 cm.

OSetrfeni po vzkliceni se provadi ve stddiu dobfe
vyvinutych trech aZz cCtyrfech listkd. Podil divokych rostlin a
rostlin ziskanych geneticky transformovanych se déli na vice
Casti:

a) neosSetreny podil

b) dalsi podily, které jsou oSetfeny samotnymi

herbicidy,

-isoxaflutolem po vzkliCeni ve dvou davkach (200 a 400
g/ha)/

-bromoxynilem po vzkliceni ve dvou davkach (400 a 800
g/ha),

-glyphosatem po vzklicCeni ve dvou davkach (800 a 1200
g/ha),.
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c) dals$i podily, které jsou o3etreny dvéma herbicidy,

po vzkli¢eni v pfipravené smési:

-isoxaflutol a bromoxynil ve dvou davkach (200/400 a
400/800 g/ha),

-isoxaflutol a glyphosat wve dvou davkach (200/800 a
400/1200 g/ha).

OSetfenil se provédi s nésledujicimi formulacemi latek:
75% isoxaflutol, bromoxynil (komeré&ni produkt PARDNER) v

koncentované emulgované formé 225 g/l a glyphosat (Roud-UP).

Za téchto podminek lze pozorovat v nasledujici tabulce
l7v dni po oSetfeni nésledujicimi fytotoxiny vyvolanou
destrukci v procentech, stejné jako pocet rostlin na podil a
ddvku herbicidu ¢&i herbicidd vyjédfenych v gramech aktivni

hmoty na hektar:




OSetreni po vzklicenil isoxaflutolem a bromoxynilem nebo

glyphosatem
Herbicid Rostliny s tolerantnimi geny
v g/l « | HPPD + | * | HPPD + | * |bez genu =
OXY EPSPS divoké
Kontroly 10 10 10
isoxaflutol 200 20 4% 20 2% 10 75%
samotny 400 20 5% 20 3% %
bromoxynil 400 10 3% 10 %
samotny 800 10 0% 10 %
Glyphosat 800 20 0% 10 100%
samotny 1200 20 0% 10 100%
isoxaflutol 200 20 20% 10 100%
+ bromoxynil 400 100%
isoxaflutol 400 20 30% 10 100%
+ bromoxynil 800
isoxaflutol 200 40 5% 10 100%
+ Glyphosat 800
isoxaflutol 400 40 10% 10 100%
+ Glyphosat 1200

*pocet rostlin

- Priklad 8

Za UCelem studie, midZe-1li byt gen HPPD Pseudomonas
fluorescens pouzit jako znacici gen v prGb&hu cyklu
"transformace - .regenerace" rostlinného druhu, se tabdk
transformuje chimérickym genem tvofenym genem HPPD a genem'
EPSPS dvoundsobn& mutovanym pro rezistenci ke glyphosatu a

transformované rostliny rezistentni soudasné ke isoxaflutolu



a glyphosatu se ziskajl po selekci na isoxaflutol.

Materidl, metody a vysledky

Chiméricky gen pRP2012, popsany dale, se transformuje

do prumyslového  tabdku PBD6 podle transformadnich a

regeneracénich postupd jiz dfive popsanych v evropské

prihlasce vyndlezu EP n°0 508 909.

Chiméricky gen vektoru 2012 m& nésledujici
strukturu A-B, ve které:
A Jje:

Dvojity TEV OTP kédujici termindtor
histonovy oblast HPPD nos
promotor

a B je:

Dvojity TEV OTP kédujici termindtor
histonovy oblast nos
promotor EPSPS

jako ve vektoru pRPA-RD-173.

Chiméricky gen pRP 2012 se vlozZi do tabdaku.
1) Transformace

Vektor pRPA-RD-173 se vlozi do neonkogenniho kmene
Agrobacterium EHA10l (Hood et al., 1987) nosiCe kosmidu

pTVK291 1986) .

zaloZena na postupu Horshe et al. (1985).

(Komari et al., Metoda transformace Je

1-2 Regenerace

Regenerace tabaku PBD6 (SEITA France) z listovych &asti
rostlin se provadi na zakladnim médiu Murashige et Skoog (MS)

obsahujicim 30 g/l sacharosy stejné& jako 350 pg/ml cefotaximu

a 1 mg/l isoxaflutolu. Listnaté C&sti rostlin jsou odebrény z



rostlin kultivovanych ve skleniku nebo z rostlin

kultivovanych in vivo a transformovany podle techniky
listovych diskd (Science, 1985, Vol 227, 1229-1231) ve trfech
naslednych etapach: prvni etapa obsahuje indukci vyhonkd na
médiu s pridavkem 30 g/l sacharosy obsahujici 0,05 mg/l
kyseliny haftyloctové (ANA) a 2 mg/l benzylaminopurinu (BAP)
po dobu 15 dnl. Vyhonky vytvofené v pribéhu této etapy se
vyvyjeji po dobu 10 dnd kultivaci na kultivadni puadé@ MS
obohacené 30 g/l sacharosy a 1 mg/l isoxaflutolu, ale bez
obsahu hormonu. Vytvorené vyhonky se potom odeberou a
kultivuji na pddé MS pro zakorenéni s polovidnim obsahem
soli, vitaminl a cukrl a neobsahujici hormon. Po 15 dnech se

zakofenéné vyhonky vlcZi do zemé.

VSechny kli¢ici rostliny ziskané podle tohoto protokolu
se analyzuji pomoci PCR se specifickymi néstroji HPPD P.
fluorescens. Tato PCR analyza umoZiuje potvrdit, Ze vSechny
takto ziskané klicici rostliny dobfe zaclenily gen HPPD, a Ze
maji toleranci soucasné k isoxaflutolu a ke glyphosatu za

podminek popsanych v prikladu 7.

zavérem, tato zkouSka potvrzuje, Ze gen HPPD miZe byt
pouzit Jako znacici gen, a Ze spojeni tohoto genu s

isoxaflutolem mizZe byt dobry &initel selekce.

Pfiklad 9: Rostlina s genem HPPD a genem bar rezistentni

soucasne€ k isoxaflutolu a k phosphinothrycinu

1. Konstrukce chimérického genu se sekvenci HPPD:

Plazmid pRPA-RD-1004 vyjadreny na obrazku 4 se ziskéa
vliozenim chimérického genu rezistence k isoxazolu do plazmidu
puC 19 o 2686 pb vytvoreného v New England Biolabs
(Yannish-Perron, C. Viera, J. a Massing, J. (1985) Gene 33,

103-119 a obsahujiciho rezistenci k ampicilinu.



RUzné elementy chimérického genu Jsou ve smyslu

translace:

- histonovy promotor H3C4 kukufice o 1020 pb popsany v
prihléasce vyndlezu EP 0 507 698;

- intron genu alkoholdehydrogenasy 1 kukurfice popsany
Sachsem et al., Genecics 113: 449-467 (1987) a tvoreny 536 pb

- optimalizovany tranzitni peptid (OTP) popsany V-
prihléd3ce vynalezu EP 0 508 909; tento OTP je tvoren 171 pb
tranzitniho peptidu peptidové podjednotky Ribulosy 1,5
bifosfatkarboxylasy / oxygenasy Helianthus annuus (Waksman G.
et al., 1987, Nucleic acids Res. 15: 7181) né&sledované 66 pb
vyzralé Casti malé podjednotky Ribulosy 1,5
bifosfatkarboxylasy / oxygenasy Zea mays (Lebrun et al.,
1987, Nucleic acids Res. 15: 4360) nasledované 150 pb
tranzitniho peptidu peptidové podjednotky Ribulosy 1,5
bifosfatkarboxylasy / oxygenasy Zea mays (Lebrun et al.,
1987, Nucleic acids Res. 15: 4360); dohromady tvorfi tedy 387

pb;
- koédujici oblast HPPD Pseudomonas fluorescens dale

popsané;

- termindtor genu nopalinsynthasy (nos) (polyadenylacni
oblast genu nos izolovaného z pTi 37, 250 pb (Bevan M. et
al., Nucleic Acids Res. 11: 369-385));

2. Konstrukce chimérického genu rezistence k

phosphinothricinu (gen bar):

Phosphinothricinacetyltransferasa (PAT) kdédovand genem
bar je enzym, ktery inaktivuje herbicid phosphinothricin
(PPT). PPT inhibuje syntézu glutaminu a vyvoldva rychlou

akumulaci amoniaku v bunkdch, coz vwvede k Jjejich smrti



(Tachibana et al., 1986).

Plazmid pouzity pro vliozeni tolerance k
phosphinothricinu Jjako <¢&initelili selekce se ziskd vlozZenim
chimérického genu pDM 302 do vektoru pSP72 o 2462 pb
vyrobeného firmou Promega Corp. (Genbank/DDBJ database cCislo

X65332) a obsahujiciho gen rezistence k ampicilinu.

Plazmid pDM 302 o 4700 pb byl popsan odborniky Cao, J.
et al., Plant Cell Report 11: 586-591 (1992).

RGzné elementy toho plazmidu jsou:

- promotor genu aktinu ryzZe popsany Mc Elroy D. et al.,
Plant Molecular Biology 15: 257-268 (1990) tvofeny 840 pb;

- prvnil exon genu aktinu ryZe tvofeny 80 pb;
- prvni intron genu aktinu ryZe tvorfeny 450 pb;

- kdédovana oblast genu bar o 600 pb vyfiznutd z
plazmidu pIJ41404 popsana odpborniky White et al., Nuc. Acids
res. 18: 1862 (1990) ;.

- terminator genu nopalinsynthasy (nos) (polyadenyladni
oblast genu nos izolovaného z pTi 37, 250 pb (Bevan M. et
al., Nucleic Acids Res. 11: 369-385).

3. Transformace:

Pro vloZeni genetické konstrukce se pouZije technika
bombardovani. Plazmidy se purifikuji na kolon& Qiagen a
spolelné sraZzeji na wolframové Céastice MI10 podle metody
popsané Kleinem (Nature 327: 70-73, 1987).

Smés kovovych c¢astic a dvou plazmidi popsanych dale se
potom Dbombarduje na embryogennich bunkédch kukufice podle

protokolu.

4. Regenerace a pouZiti genu bar jako Cinitele selekce
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Bombardované podily se selekuji na glufosinat az do

objeveni zeleného sekretu.

Pozitivni podily Jsou tedy obracené v somatickych
embryondlnich bunkdch a Jsou ulozZeny za uprednostnovanych
podminek kliZeni. Mladé rostliny se pfenesou do skleniku za

GCelem vytvorenl semen.

Molekularni analyza provedend na rostlinach ukazuje,

- alespofi 4 kalusy selekované na phosphinothricin byly
vyvolany na rostlinach prozrazujicich prfitomnost genu HPPD

pomoci PCR;

- alespofi 5 kalusd selekovanych na phosphinothricin
byly vyvolany na rostlinach prozrazujicich pritomnost genu

HPPD pomoci Southern blot;

- alespoft 5 kalusd selekovanych na phosphinothricin
byly vyvoladny na . rostlinach prozrazujicich pritomnost

rekombinantniho proteinu pomoci Western blot;

- chiméricky gen HPPD a heterologni gen nejsou pritomny

v transformovanych kalusech.

Tyto vysledky ukazuji ucinek chimérického genu bar pro
selekci transformovanych kalusd obsahujicich jiny gen

agronomického zajmu.

5. Analyza potomkd transformovanych rostlin

Transformované rostliny ziskané dale byly vytvorfeny z
pilu z&Asti transgenniho, ktery oplodnil ovule netransgenni
divoké kukufice. Ziskanad semena se selektuji na pisku po

o%etfeni isoxaflutolem. Protokol selekce je nasledujici:
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800 ml pisku z Fontainebleau se umisti do lodicky o
stranach 15 x 20 cm. Tyto lodidky se zalévaji vodou a
hydratuji zejména privadénim Zivného roztoku tvorfeného 5 ml
Quinoligo (La Quinoléine) na litr vody. Dvacet kukuricnych
semen se umisti na lodiéky, které jsou oSetreny isoxaflutolem

rozpradovanim v davce 100 az 200 g aktivniho materialu na

hektar (300 nebo 600 pg aktivniho materi&dlu na lodi&ku).

Lodidky se potom umisti do skleniku ke kultivaci.

ziskané vysledky Jjsou uvedeny Vv nidsledujici tabulce:

genotypy |isoxaflut| pocet pocet pocet poclet
ol vysetych| vzkli¢e- juhynulych prezitych
(g/1) semen nych rostlin rostlin
rostlin
ne- 0 20 20 0 20
transgenni
100 20 20 20 0
261 2B 459 - 100 10 10 5 5
200 10 9 4 5
261 202 | 100 10 9 6 3
200 10 10 7 3
261 2A2 100 . 10 5 3 2
200 10 7 7 0

Tyto vysledky ukazuji u&innost genu HFPD pro selekci
kukufidnych rezistentnich rostlin. Ukazuji také, Ze silna
exprese HPPD Pseudomonas Vv kukuri&né tkani potvrzuje

toleranci k isoxafluolu.
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Seznam sekvenci

SEQ ID N°1:

sekvence genu HPPD Pseudomonas fluorescens A32
SEQ ID N°2:

sekvence cDNA EPSPS Arabidopsis thalia

SEQ ID N°3 a 4:

sekvence génu a proteinu EPSPS mutované kukurice, cCast
1340 pb klonu pRPA-ML-716

SEQ ID N°5 a SEQ ID N°6:

sekvence genu a proteinu EPSPS mutované kukufice, cast
1340 pb klonu pRPA-ML-720

Legenda k obrazkim

Oprazek 1: Proteinova sekvence HPPD Pseudomonas sp.
druhu P.J. 874 a teoreticka nukleotidova sekvence
odpovidajici kédované asti; pét oligonukleotidd vybranych
pro provedeni amplifakce tasti této kédované oblasti jJe

nazna&eno péti Sipkami.

Obrazek 2: Mapa plazmidu s fragmentem genomické DNA o 7

kb kédujici gen HPPD Pseudomonas fluorescens A32.

Obrazek 3: PorovnaniDvojity histonovy aminokyselin
sekvenci HPPD Pseudomonas fluorescens A32 a HPPD Pseudomonas
sp. druhu P.J. 874 (jediné divergentni aminokyseliny mezi
dvéma sekvencemi Jjsou identické) stejné jako konsensualni

sekvence.




ATGGCAGATC

TCCCCGACGC

ACCCACCGTT

AACGAGCCCA

ATGGCGTTCC

CAGCCGATCC

GGCGGCGCGC

GACCACCTGA
AAATTGTTCA
ACTTCCAAGG
TCCAAGGGCG
CACGTGGCGT
ATGCGCTTCA
GACCACGGCG
GTGGAAGGCG
TTCTTCGAAT

m
CTGTTCGAGT

TATACGAAAA

CGGGTACCCT

CCAAGAACGT

ACAGCATCGC

GCGTGAAGGA

ATATTGACAC

CGTTGTACCT

ACCTCGAAGG

CCCACAACGT

ACTTCCGTGA

CCATGAGTGC

CGGGGCAGAT

TCCTCACCGA

TGACCGCGCC

AGCCGGTGGA

ACAAACGCCT

TCATCCAGCG

wn
®
1]
jos]
Q)
2

CCCAATGGGC

GGAGCCGATC

GCACCTGTAC

CTCCTACTTT

GATCGACCGT

TGTGGAGCGC

CTATCGCGGC

CGACCTGGTC

GCCAGACACT

TCAACTGCAG

GCTGCTGCAG

CAAGGGCGAC

TGACCAGGTC

o>
on

CTGATGGGCT

TTCGAGATCA

CGCCAGGGCG

GCGGCCGARC

GCCTACAACC

GAATTGAACC

TTCGGCGAAG

AATCCGGTCG

CGCATGGTCT

ATGATCCGCA

CTGATGCAGT T

AAGACCTGGG

TATTACGAAA

GCACGCGGTA

ATCTTCTCGG

GATGGGTTTG

TTGAATTCAT

TGGGCTTCAC

AGATCAACCT

ACGGCCCGTC

GCGCCCTGGA

TGCCGGCGAT

GCAGCTCGAT

GTGCAGGTCT

ACTGGGCCAA

TCCTGCTGGA

AAACCCTGAT

GCGAGGGCAA

TATTGACCGC

CGAATTCGCG
CAAAGTCGCG
GATCCTCAAC
GGTGTGCGGC
ACTCGGCGCC
CAAGGGCATC
CTACGACATC
CAAAGTCATC
CTTCTACGAG
CACCGGCCTG

CGAAGAGTCG

\ AGGCATCCAG

GAAARATCGGC

. CCGCCTGCCT

CGGATCTTCC

GGGCCCGGTG

CTTCAAGGCG -

CGATTAA

2490

300

360

420

480

1020

1077



SEQ ID NO:
AATCAATTTIC
ATCCGGCGGC
CCATCAAGGA
TCCTCCTACT
AGGATGTCCA
AAGCTGCCAA
AAGAGGAAGT
CTGTTACTGC
AGAGACCCAT
TCCTTGGCAC
AGGTCAAGCT
CTTTGGCTCT
" TCGAAATGAC
GGGACAGATT
AAGGTGATGC
TGACTGTGGA
TGGAGATGAT

CGCGGGAGCC

GAGACGTGGC
TAACCAAGCT
AGAAGCTGAA
CCCTTGCCGC
CCTTCCCCGA
ACTACCACGC
CTGTTTTTCT
TTTCTATTTC
GTTGGAATAA

AAAAAAAAAR

9.

ACACAGGAAA
GGCAGCGGLG
GATCTCCGGC
CGCCGCCCTG
CTACATGCTC
AAGAGCTGTA
GCAGCTCTTC
TGCTGGTGGA
TGGCGACTTG
TGACTGCCCA
GTCTGGCTCC
TGGGGATGTG
ATTGAGATTG
CTACATTAAG
CTCAAGCGCA
AGGTTGTGGC
GGGAGCGAAG
ATTTGGGAGG
CATGACTCTT

TCCTGGAGA
GGGAGCATCT
CGTGACGGCG
CTGTGCCGAG
CTACTTCGAT
AGCTTGATTG
CTTTCACGGG
GGATCTTAAG
TAAGAATAAT

AAARAAAAAAA

GCGGCGGTGC
ACCGTCAAGC
TCCGAGGGGA
GGGGCCTTGA
GTTGTIGGCT
TTGGGGAATG
AATGCAACTT
GTTGTCGGAT
CCTGTTCGTG
ATCAGCAGTC
GAGATTGAAA
ATGGAGCGTT
GGAGGTCAAA
AGCTATTTCT
ACCACCAGTT
GTTACATGGA
AAACACCTCA
GCTGTGGTTG
GTAAAGGAGA
GTTGAGGAAG
ATCGACACGT
GTCCCCGTCA
GTGCTGAGCA
AAGTGATAGG
ATTAAGTTTT
TTTGTGCACT
AAATTACGTT

AACCCGGGAA

FaN
=

CATGATTACG
AGGCGGGTGC
TGCCGGGGTC
CAACAGTGGT
GGACTCTTGG
GTGGTGGAAA

TGGAACTGC
ACGTGCTTGA
TGAAGCAGCT
TCAATGGAAT
AGTACTTGAG
TCATTGATAA
TTGGTGTGAA
AATACAAGTC
TGGCTGGTGC
TGCAGGGTGA
CCGAGACTAG
AGGCGATTGA
CCCTCTTTGC
CCGAGAGGAT
GGCCGGACTA
ACGACGACCA
CCATCCGGGA
CTTTCGTCAA
CTTGTGCTGA
GAGTCTGTAA
GTAAGCCAAA
TCAGTGAAAA

TTC

(X RN J
(X RN J

AATTCGGGCC
CGAGGAGATC
CAAGTCGCTT
TGATAACCTG
TCTCTCTGTC
GTTCCCAGTT
AATGCGGCCA
TGGAGTACCA
TGGTGTAGAT
CGGAGGGCTA
TGCCTTGCTG
ATTAATCTCC
AGCAGAGCAT
CCCTAAAAAT
TGCAATTACT
TGTGAAGTTT
CGTAACTGTT
TGTCAACATG
CGATGGCCCG
GGTTGCGATC
CTGCATCATC
CAGGATGGCC
CCCTGGGTGC
GAATTAATAA
GGAAATACAT
CGTTAGTTGT
TTTCATTTCA

BARAAAAAAA

CGGGCGCGTG
GTGCTGCAGC
TCCAACCGGA
CTGAACAGTG
GAAGCGGACA
GAGGATGCTA
TTGACAGCAG
AGAATGAGGG
GTTGATTGTT
CCTGGTGGCA
ATGGCTGCTC
ATTCCGTACG
TCTGATAGCT
GCCTATGTTG
GGAGGGACTG
GCTGAGGTAC
ACTGGCCCAC
AACAAGATGC
AC&GCCATCA
CGGACGGAGC
ACGCCGCCGG
ATGGCCTTCT
ACCCGGAAGA
AGCGTGCGAT
TTCTTTTGTT
TTGTAGCAAG
AGAGTGGTTC

ARAAAAAAAAA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
€50
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1713




SEQ ID NO: 3:

CCATG GCC
Al

AGA
Arg

cTT
Leu

CGT
ATrg

GGC
Gly
175

TTG
Leu

ATT
Ile

Lys

CAA
Gln

CTC
Leu

TTC
She

ACT
Thr

ATG
Met

GGT
Gly

GTC
vVal
160

TCC
Ser

GCT
Ala

CCG
Pro

GCA
Ala

Lys
240

477

GGC GCC GAG GAG ATC GTG CTG CAG CCC ATC AAG GAG ATC

a Gly Ala Glu Glu Ile Val Leu Gln Pro Ile Lys Glu Ile

1

8
a}

3
T 0
0

CTC
Leu

AGT

Ser

TCT
Ser
65

T GGT

Gly

TTG
Leu

GCT
Ala

AGG
Arg

GCA

B

Ala
145

AAT
Asn

ATC
Ile

cTT
Leu

TAC

TvT

GAG
Glu
225

TAC
Tyr

GTC
val

GCC
Ala

GAG
Glu
5Q

GTC
val

GGA |

Gly

GGG
Gly

GCT

Ala

GAG
Glu
130

GAT

Asp

GGA
Gly

AGC
Ser

GGG
Gly

GTC
val
210

CAT

His

AAG
Lys

AAG
Lys

GCC
Ala
35

GGT
Gly
115

AGA
Arg

GTT
val

ATC
Ile

AGT
Ser

GAT
Asp
195

GAA
Glu

TCT
Ser

TCC
Ser

GCT
Ala
100

GGA
Gly

CcccC
Pro

GAT
AsSpP

GGA
Gly

CAG
Gln
180

GTG
val

ATG
Met

GAT
Asp

cCT
Preo

5

CCG
Pro

TCC
Ser

CAC

1s

GAC
Asp

TGT
Cys

GGG
Gly
165

TAC

Tyr

GAG
Glu

ACA

”m
Thr

Ser

Lys
245

GGG
Gly

GAG
Glu

TAC

YT

AAA
Lys
70

GTT
val

TTC
Phe
150

CTA
Leu

TTG
Leu

ATT
Ile

TTG
Leu

TGG
Trp
230

AAT
Asn

TCC
Ser

GGG
Gly

ATG
Met
55

GCT
Ala

GAG
Glu

GCA
Ala

ACT
Thr

GAC
Asp
135

CTT
Leu

CcCT
Pro

AGT
Ser

GAA
Glu

AGA
Arg
215

GAC
AsSp

GCC
Ala

AAG
Lys

ACA
hr
40

CTC

Leu

GCC
Ala

GAT
Asp

TAC
120
TTG

Leu

GGC
Gly

GGT
Gly

GCC
Ala

ATC
Ile
200

TTG
Leu

AGA
Arg

TAT
TYTY

r Val

TCG
Ser
25

ACA
Thr

GGG
Gly

ARA
Lys

GCT
Ala

CGG

t Arg

105

GTG

4

GTT
val

ACT

My
Tor

GGC
Gly

TTG
Leu
185

ATT
Ile

ATG
Met

TTC
Phe

GTT
val

10

CTT
Leu

GTG
val

CCA

Pro

CTT
Leu

GTC
vVal

GAC
Asp

AAG
Lys
170

CTG
Leu

GAT
Asp

GAG
Glu

TAC

>~

GAA
Glu
250

TCC

Ser

GTT
vVal

TTG
Lau

GCT
Ala

CGT
Arg

ATT
Ile
235
GGT
Gly

AAC
Asn

GAT
AsSp

AGG

T

o

60

GTA
vVal

GAA
Glu

ACA

Thr

GGA
Gly

TTG
Leu
140

CCA
Pro

AAG
Lys

GCT
Ala

GAT
Asp

CGG

ro
\ T2

ARC
Asn
45

ACT

mh .

PR

GTT
val

GCT
Ala

ATC
Ile
205

GGT
Gly

GGA
Gly

GCC
Ala

A
I

G CAG

Gln

GCT
Ala
110

cca
Pro

CAG
Gln

GTT
val

CCT
Pro
190
TCC
Ser

GTG
val

GGT
Gly

TCA
Ser

47

95

143

191

239

287

335

383

431

479

575

623

671

719

767




TAC
TYyr

ACG
Thr

GCC
Ala
415

TTC
Phe

TAA

ID NO:

CCA
Ala

GTG
val

GAG

e B RS
LU

GTA
val

AAG
Lvs
320

T CTT

Leu

GTG
val

ACG
Thr

TGC
Cys

TAC

TYY
400

GAG
Glu

ccc
Pro

AGC
Ser

GAA
Glu

GTA
Val

ACT
Thr
305

GCG
Ala

GCT
Ala

GCT
Ala

GAG
Glu

TC
Ile
385

GAC

Asp

GTC
Val

GAC
Asp

(pokralovani)

A
M.,

Hoe3

GGT
Gly

CTG
Leu

290

GTT
Val

ATT
Ile

GTG
vVal

TCC
Ser

CTA
Leu
370

ATC
Ile

GAC
Asp

cCcC
Pro

TAC

.

TTC

Phe

TGT
Cys
275

GAG

Glu

ACT
Thr

GAT
Asp

GTT
Val

TGG
Tro
355
ACC
Thr

ACG

Thr

CAC
His

GTC
val

TTC
Phe
435

TTG
Leu
260

GGC
Gly

ATG
Met

GGC
Gly

GTC
val

GCC
Ala
340

AGA
Arg

ACC
Thr
420

GAT
Asp

GCT
Ala

ACC
Thr

ATG
Met

CCA
Pro

AAC
Asn
32¢

cTC
Leu

GTA
val

CTG
Leu

CCG
Pro

ATG
Met
405

ATC
Ile

GTG
val

GGT
Gly

ACC
Thr

GGA
Gly

CCG
ro
310

ATG
Met

TTT
Phe

AAG
Lys

GGA
Gly

GAG

CGG
Arg

CTG
Leu

GCT
Ala

AGT
Ser

GCG
Ala
295

CGG
Arg

AAC
Asn

GCC
Ala

GAG
Glu

GCA
Ala
375
AAG
Lys

AT

Met

GAC
Asp

AGC
Ser

CCA
Ala

TTG
Leu
280

GAG

Lys

GAT
Asp

ACC
Thr
360

TCT
Ser

CTG
Leu

CCT
Pro

ACT
Thr
440

ATT
Ile
265
CAG
Glo

GTT
Val

CCA
Pro

ATG
Met
GGC
345
GAG

Glu

GTT
val

TTC

ACT

Thr

CCT
Pro
330

CCG

Pro

AGG
Arg

GAG
Glu

GGA
Gly

GAT
Asp

TGG

Moy

WP

GGG
Gly
315

GAT
Asp

ACA
Thr

ATG
Met

GAA
Glu

ACG
Thr
395

TT

Leu

ACC
Thr

GGG
Gly

GTG
Val

ACC
Thr
300

AGG
Arg

GTC
val

GCC
Ala

GTT
val

GGG
Gly
380

GCG

Ala

GCC
Ala

CGG
Arg

AAT
Asn

ACT
Thr

ARG
Lys
285

GAG -

Glu

Lys

GCC
Ala

ATC
Ile

GCG
Ala
385

CCG
Pro

ATC GAC

Ile

TGT
Cys

ACC
Thr
430

815

863

311

959

1007

1055

1103

1151

119¢

1295

1337

1340



Leu

Ser

Arg G

Ala

145

Asn

Ile

Leu

Glu
225

Tyr

val
Thr
305

Ala

Ala

ID NO:

4:

Gly Ala Glu

Val

Glu
50

r val

Gly

Gly

Ala

val
210
His
Lys
Tyr
Gly
Leu
290
Val

Ile

val

Lys

Asn

Ser
Ser
Phe
Cys
275
Glu
Thr

Asp

Val

Ala
100
GLy

Pro

Leu

260

Gly

Met

Gly

val

21
ALd

340

Glu

Pro

Ser

His

Asp

Pro

Gly

Asn A

Ile

Cys

Ser

Lys
245

Ala

Pro

Asn
325

Leu

Ile

Leu !

Tr
230

Asn

Gly

Gly
Pro
310

Met

Phe

Pro

Ser

Glu

Ala

Ala

Ser

Ala

295

Arg

Asn

Ala

Gly

Ala

TYyr

Ala

Leu

280

Lys

Glu

Lys

Asp

Thr

Gly

Lys

Ala

Arg

105

Val

Phe

vVal

Ile

265

Gln

val

Pro

Met

Gly

Asp
Lys
170

Leu

Glu
250

Thr

Leu

Ala
75

Gly
Cvs
155

val

Ile
235
Gly

Gly

Asp

Gly
315

Asp

Thr

Lys

Asn A

Arg
60
val

Glu

Thr

Leu
Phe
220
Lys
Asp
Gly
Val
Thr
300

Arg

val

Ala

val

val

Ala

val

125

Lys

Leu

Ala

Ile

205

Gly

Gly

Ala

Thr

Lys

285

Lys

Ala

Ile

Ile
Ile

30
Leu
Leu
val
Gln
Ala
110
Gln
val
Ser
Pro
190
Ser
val
Gly
Ser
Val
270
Phe
Thr
His
Met

Arg
350

Ut g

e

Leu

Leu

Gly

Leu

Arg

Ile

Gln
Ser
255
Thr

Ala

Ser

Thr
335

Asn

Leu

Cys

80

Phe

Thr

MetC

Gly

val
160

Pro

Glu
Val
Lys
320

Leu

Val



SEQ

Ile
385

Asp

val

ip No: 4 (pokracovani)

Ser

Leu

370

Asp

Tyr

w3

P
SS
Thx
Thr
His
val

Phe
435

Arg

Lys

Pro

Arg

Thr

420

Asp

val

Lys Glu
Gly Ala
375

Glu Lys
390

Ala Met

Axrg Asp

Leu Ser

Thr
440

Asn
Phe
Gly

425

Phe

val
Ser
410

Cys

vVal

Glu

Thr
395

Leu

Gly
380

Ala

Ala

r Arg

Asn

Ile

Ala

Lys

Ile A

Asp

Asp

Cys

TYY
400



SEQ ID NO:

CCATG GCC GGC GCC GAG GAG ATC GTG CTG CAG
Ala Gl

CTG
Leu

GGT
Gly

GGC
Gly

CTC
Leu

95
GTT
Val

AGA
Arg

CTT
Leu

GG
175
TTG

Leu

ATT
Ile

Lys

CAA
Gln

GGC

M)y
iy

CTA
Leu

AAC
Asn

CTC
Leu

CCG
Pro

GCA
Ala

Lys
240

[om

AGT
Ser

TCT
Ser
65

GGT
Gl

TTG
Leu

TAC

™ e
iy T

GAG
Glu
225

TAC
Tyr

GTC
val

GAG

GAT

Asp

GGA
Gly

AGC
Ser

GGG
Gly

GTC
Val
210

CAT
His

A
Sad

ARG
Lys

GCC
Ala
35

GAT

1 AsSp

GGT
Gly
118

AGA
g

m
L4

val

ATC
Ile

AGT
Ser

GAT
Asp
195

GAA
Glu

TCT
Ser

TCC
Ser

Glu

CTG

Leu

ey

20

CTG
Leu

GTC
Vval

GCG
Ala

TTC

Phe

IS

GCT
la
100

GGA
Gly

CCC

-
o

GAT
Asp

GGA
Gly

CAG
Gln
180

GTG
val

ATG
Met

GAT
Asp

cCT
Pro

Glu

5
CCG

Pro

TCC
Ser

CAC
His

GAC
Asp

w0
w0
wo

GGA
Gly

AAT

A=
Ix35338

ATT
Ile

TGT

Cys

GGG
Gly
165

Ile

GGG
Gly

GAG

Glu

TAC
TYT

AAA
Lys
70

ATC
Tle

GCA

Al

sLd

GGC

Gly

TTC
Phe
150

CTA
Leu

TG
Leu

TGG
Trp

230

AAT
Asn

Val Leu

TCC
Ser

GGG
Gly

ATG
Met
55

GCT
Ala

GCA
Ala

ACT
My >

2 IiZ

GAC
ASD
135

CTT

Leu

CCT

Pro

AGA
Arg

215
GAC
Asp

GCC
Ala

AAG
Lys

ACA

M -
11X

40

CTC
Leu

TAC
Tyr
120

TTG
Leu

GGC
Gly

GGT
Gly

TAT
VT

Gln

TCG
Ser

25
ACA
Thr

GGG
Gly

CGG
105

GTG
Val

TTC
Phe

GTT
val

10

CTT
Leu

GTG
val

GCC
Ala

GAG
Glu

TAC
Tyr

GAA
Glu
250

TTG
Leu

T GAT
u AsSp

GGA
Gly

TGC
Cys

155
GTC
val

ATG
Met

Lys

CGT
\rg

ATT
Ile
235

GGT
Gly

AAC
Asn

GAT
Asp

AGG
Arg
60

GTA

“Val

ACA
Thr

GGA

Gly

TTG
Leu

140

CCA

Pro

AAG
Lys

GCT
Ala

TTA
Leu

TTT
Phe
220

AAG
Lys

GAT
Asp

CGG
Arg

AAC
Asn
45

ACT
Thr

GTT
Val

CCT
Pro

CTG
Leu

GCT
Ala

ATC
Ile
205

GGT
Gly

GGA
Gly

GCC
Ala

CCC ATC AAG GAG ATC
pro Ile Lys Glu Ile

ATC
Ile
30

CCT
190
TCC

Ser

GTG
val

GGT
Gly

TCA
Ser

47

95

143

191

239

287

335

383

431

479

527

575

623

671

719

767



SEQ

AGC
Ser
255

ACT
Thr
270
GCT

Ala

AGC
Ser

CTC
Leu

ACT
Thr
335
GAC
Asp

CGG
Arg

GCC
415

TTC

Dha

gt

TAA

ID NOo: 5 (pokradovani)

GCA
Ala

GTG
val

GAG
Glu

GTA
vVal

AAG
Lys
320

CTT

Leu

GTG
val

AGC
Ser

GAA
Glu

GTA
Val

ACT
Thr
305

GCG
Ala

GCT
Ala

GCT

Ala

G GAG

Glu

ATC
Ile
385

GAC

TAT

Ty~

GGT
Gly

CTG
Leu
290

GTT

val

ATT
Ile

GTG

val

CTA
Leu
370

ATC
Ile

GAC

Asp Ast

GTC
val

GAC

Asp

cccC
Pro

TAC
Tyr

TTC
Phe

TGT
Cys

ACT
Thr

GAT
Asp

GTT
val

TGG

r Trp

355
ACC
Thr

ACG
Thr

TTG
Leu

260

GGC
Gly
275

ATG
Met

GGC
Gly

GTC
val

GCC
Ala
340

AGA
Arg

AAG
Lys

CCG
Pro

AGG
Arg

ACC
Thr
420

GAT

e Asp

GCT
Ala

ACC
Thr

ATG
Met

cca
Pro

AAC
Asn

325
CTC

Leu

GT7?
Val

CTG
Leu

GTG
val

GGT
Gly

ACC
Thr

GGA
Gly

CCG
Pro
310

ATG
Met

mmT

Phe

ARG
Lys

GGA
Gly

GAG
Glu
390

leleled
Gl

Ala

CGG
Arg

CTG
Leu

GCT
Ala

AGT
Ser

GCG
Ala
295

CGG
rg

AAC
Asn

GCC
Ala

GAG
Gliu

GCA
Ala
375
AAG
Lys

ATG
Met

GAC
Asp

AGC
Ser

Ala

TTG
Leu

AN

AAG
Lys

GAG
Glu

AAG
Lys

GAT
AsD

ACC
Thr
360

TCT
Ser

CTG
Leu

GCC
Ala

CCT
Pro

ACT
Thr
440

ATT
Ile
265

CAaG

GGC
Gly
345

GAG
Glu

GTT
val

AAC
Asn

TTC
Phe

= Q)
528
wg @

TTC
Phe

ACT
Thr

GGT

ACA
Thr

TTT
Phe

CCT
Pro
330

CCG
Pro

AGG
Arg

GAG
Glu

GTG
Val

TCC
Ser
410

TGC
Cys

GTC
val

GGA
Gly

GAT
Asp

TGG
Trp

GGG
Gly
315

GAT
Asp

ACA
Thr

ATG

Met

GAA
Glu

ACG
Thr
395

CTT

Leu

ACC
Thr

AAG
Lys

GGG
Gly

GTG
val

ACC
Thr
300

AGG
Arg

GTC
vVal

GCC
Ala

GTT
Val

GGG
Gly
380

GCG
Ala

GCC
Ala

CGG
Arg

AAT
Asn

ACT
Thr

AAG
Lys

GAG
Glu

Lys

GCC
Ala

ETC
Ile

GCG
Ala
365

CCG

Pro

ATC
Ile

GCC
Ala

AAG
Lys

GTG
Val
270

TTT
Phe
285

ACT
Thr

CAC
His

ATG
Met

AGA
Arg
350

ATC
Iie

GAC
Asp

GAC
Asp

TGT
Cys

ACC
Thr
430

863

911

955

1007

1055

1103

1151

1198

1247

1295

1337

1340






Ala

Glu

AsSD

o NO: 6 (pokralovéani)

Ser

Leuw’

370

Pro

Tyr

Tro
355

Thr

3
s
[

val

Phe
435

Arg

Lys

Pro

Thr
4?20

val Lys Glu

Leu

Gly

~1

Giud

Ser

Thr
440

Glu

val

Phe

xg

Glu

Met

Lvys

Arg

Asn

Ala Ile
365

Pro Asp

Ile Asp

Ala Cys

Lys Thr
430

Ala
415

Phe

Thr

Cys

Pro
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Patentové naroky

1. Chiméricky gen obsahujici alespon dva zdkladni
chimérické geny obsahujici elementy regulace nezbytné pro
replikaci v rostlinach a sekvenci koédujici enzym udélujicl
rezistenci k herbicidum vyznadceny tim Ze jedna
kédujici sekvence kdduje hydroxyfenylpyruvat- dioxygenasu
(HPPD) .

2. Chiméricky gen podle ndroku 1 v y zna cen v
t i m, Ze obsahuje mimo jiné tfetl chimeéricky gen obsahujici
sekvenci koédujici enzym wudélujici rostlinam rezistenci k

herbicidim.

3. Chiméricky gen podle naroku 1 a 2 vyznacen N
t i m, Ze druha kédujici sekvence pochdzi z genu nitrilasy
Klebsiella sp. udélujici rezistenci k herbicidim druhu

dihalogenhydroxybenzonitrily.

4. Chiméricky gen podle naroku 3 vy znaceny
t i m, e herbicid je bromoxynil.
Ceny

5. Chiméricky gen podle ndroku 3 v y z n a

t i m, Ze herbicid je oxynil.

6. Chiméricky gen podle naroklt 2 az 5 vy zn a C e-
ny t im Ze druhd kédujicl sekvence kéduje rezistenci ke

glyphosatu.
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7. Chiméricky gen podle jednoho z nadrokd 2 az 6 v y-
znadeny tim, Ze druhd kédujici sekvence kdéduje EPSPS

udélujici rezistenci herbicidu inhibitoru EPSPS.

8. Chiméricky gen podle ndroku 7 vy znaceny
t i m, e druhd kédujici sekvence kdéduje EPSPS udélujicl

rezistenci k glyphosatu.

9. Chiméricky gen podle nadroku 6 vy znaceny
t i m, zZe druha kédujici sekvence kéduije

glyphosatoxydoreduktasu, enzym detox%%ikace glyphosatu.

10. Chiméricky gen podle jednoho z narokad 1 az 9 v y-
znacdceny t im, Ze sekvence kdédujici HPPD pochazi z

Pseudomonas sp.

11. Chiméricky gen podle naroku 10 vy znac¢eny
t i m, Ze sekvence kédujici "HPPD pochdzi =z Pseudomonas

fluorescens.

12. Chiméricky gen podle naroka 1 az 9 v y z n a C e-

n ¢y tim Ze sekvence kéddujici HPPD je rostlinného puvodu.

13. Chiméricky gen podle naroku 12 vy zna cCeny
t i m, Ze sekvence kdédujici HPPD pochdzi =z Arabidopsis

thaliana.

14. Chiméricky gen podle naroku 11 vy z n a & en N




57

t 1 m, Ze sekvence kdédujici HPPD pochéazi z Daucus carota.

15. Vektor v y z n a & e n y t i m, Ze obsahuje

chiméricky gen podle jednoho z naroka 1 aZ 14.

16. Vektor podle ndroku 15 vy znaceny tim,

Ze je tvofen plazmidem.

17. Rostlinnd bufika v y z n a ¢ en & t i m, ze
obsahuje alespon dva geny obsahujici kazdy sekvenci kédujici
enzym udé&lujici rostlinndm rezistenci k herbicidim, z nichzZ

jeden je inhibitor hydroxyfenylpyruvatdioxygenasy (HPPD).

18. Rostlinn& bunika podle naroku 17 vy zna<ceny
t 1 m, Ze obsahuje tri zakladni chimérické geny obsahujici
ka?dy elementy regulace a sekvenci kdédujici enzym udélujici

rostlinndm rezistenci k herbicidu.

19. Rostlinnd bunka podle jednoho z ndrokd 17 a 18
vyznadcena t im Ze obsahuje alespon chiméricky gen

podle jednoho z naroki 1 azZ 14.

20. Rostlina vyznadcenéa t im Ze obsahuje

rostlinnou bufiku podle jednoho z ndrokd 17 aZ 19.

21. Postup transformace rostlin, aby ziskaly rezistenci
k herbicidim v y z n a ¢ e n ¥ t i m, Ze se vlozi do

v

rostlinné buflky gen podle narokd 1 az 14, a tim Ze




transformované bufiky se podrobi regeneraci.

22 Postup ziskani rostlin S nékolikanédsobnou

rezistenci k herbiciddm vy zna ¢ eny t im Ze:

- v prvni etapé se vloZi do vice bunék Jeden ze
zakladnich gend obsahujici elementy regulace nezbytné k
transkripci v rostlinach a sekvenci koédujici enzym udélujici

rostlindm rezistenci k herbicidim, a Ze

- potom se rostliny krizi, aby se =ziskaly rostlin s

nékolikandsobnou rezistenci.

2

3. Postup herbicidniho oSetFfeni rostlin podle naroku
20 vy znacd¢ceny t im Ze se aplikuji alespon dva
. ,

herbicidy.

24. Postup podle ndroku 23 vy znadceny tim,

Ze se aplikuji alespon tfi herbicidy.

25. Postup podle jednoho z narokd 21 az 24 v y z n a-

[0

eny tim, Ze jeden z herbicidl je inhibitor HPPD.

26. Postup podle jednoho z né&rokl 21 az 25 v y z n a-

Eeny t im, Ze jsou dva herbicidy aplikovany soucCasné.

27. Postup podle naroku 26 vy znaceny tim,
e dva herbicidy jsou aplikovany ve formé kompozice

pripravené k pouZiti.
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28. Postup podle naroku 25 v y zn a ¢ en vy t i m,

e dva herbicidy jsou aplikovany ve formé pripravené smési.

29. Postup podle ndrokd 22 az 24 vy znacen v

t i m, %e dva herbicidy jsou aplikovany postupne.

30. Postup podle narokl 22 az 29 vy zn a

0
¢
3
<

t i m, Ze herbicid inhibitor HPPD je isoxaflutol.

31. Postup podle narokl 22 az 29 vy zna<ceny

£ i m, Ze herbicid inhibitor HPPD je sulcotrion.

32. Postup podle jednoho z narokd 22 aZ 31 v y z n a-

¢ e n y t i m, Ze herbicid patfi do skupiny

dihalogenhydroxynitrild.

33.'Postup podle naroku 32 vy znaceny t i m,
e herbicid je vybran z mnoZiny herbicidd zahrnujici bromoxyl

a ioxynil.

34. Postup podle narokd 22 az 33 vyznaceny
t i m, Ze herbicid inhibitor HPPD Jje glyphosat nebo
sulphosat.
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