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Sekvence koédujici promotory pfirozené se vy-
skytujici ve spojeni s kédujicimi sekvencemi
rostlinné protoporfyrinogenoxidazy /protox/
a jejich derivaty. Promotory se mohou uzit k
Fizeni exprese operativné spojené heterologni
kédujici sekvence v rostlinné bunce. Tyto pro-
motory jsou zvlasté vhodné pro expresi modi-
fikovanych forem cilovych proteinti herbicidu,
zvlasté pak modifikované formy protox, ¢imz
se dosidhne tolerance k herbicidu, ktery inhi-
buje odpovidajici nemodifikované enzymy. Re-
kombinantni molekuly DNA a chimérické
geny obsahujici takové promotory, a také
rostlinné pletivo a rostliny obsahujici chimé-
rické geny.
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Predkladany wvynédlez se tykad novych sekvenci DNA, které
pusobi Jjaxo promotory transkripce spojenych sekvenci
v rostlinach. Specificky se vynalez tykd novych promotora,
scu prirozené spojeny se  sekvencemi  kddujicimi

rostlinnou protoporfyrinogenoxiddzu (protox).

I. Enzym protoporfyrinogenoxidéza (protox) a Jeho udast
v piosyntéze chlorofylu/henu

Biosyntetické cesty vedouci k ULvorbé chlorofylu a hemu
sdilejl <fadu spole¢nych krokli. Chlorofyl Jje svétlosbérny
pigment pfitomny ve v3ech zelenych fotosyntetickych

organismech. Hem je koZaktor hemoglobinu, cytochromi,
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oxygena 0 se smisenou funkci, peroxidaz a kataldz (viz

5
nacZ. Lehninger, Biochemistry, Worth Publishers, New York,

1975), a je proto nepostradatelnou sloZkou v3ech aerobnich
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eCny krok v biosyntéze chlororofylu a hemu
je oxidace protoporfyrinogenu IX na protoporfyrin IX.
Protoporfyrinogenoxidaza (naddle oznacdovanad jako ,protox™) je
enzym, xtery katalyzuje tento posledni krok (Matringe et al.,
Biochem J. 260: 231, 1989).

Enzym protoporfyrinogenoxiddza byl purifikovan, budto
CésteCne€ nebo Gpln&, =z mnoha riznych organismi v&etnd
kvasinek Saccharomyces cerevisiae (Labbe-Bois a Labbe,

Biosynthesis of Heme and Chlorophyll, E. H. Dailey, ed.,




McGraw Hill, New York, s. 235-285, 1990), etioplastd jeCmene
{(Jacobs a Jacobs, Biochem J. 244: 219, 1987) a myS$ich jater
{(Dailey a Karr, Bichem. 26: 2697, 1987). Geny kdbédujici protox
byly 1zolovany =ze dvou prokaryotickych organismd, a sice
Escherichia coli (Sasarman et al., Can. J. Micrcbiol. 395:
1155, 1993) a Bacillus subtilis (Dailey et al., J. Biol.
Chem. 269: 813, 1994). Tvto geny nemaji ZAadnou podcbnost
v sekvencich a ani proteinové produkty predikované na jejich
zékladé nesdileji =z&dnou identickou sekvenci aminokyselin.
rotein z E. Coli Jje velky asi 21 kDa a Jje asociovén
s bunélnou membrénou. Protein z B. subtilis je velky asi 51
kDa, je rozpustny a aktivni je v cytoplazmé.

CDNA  kddujici lidskou protox Dbyla v nedédvné dobé
izolovana (Nishimura et al., J. Biol. Chem. 270(14): 8Q076-
8080, 1595) a také byla izolovéana rostlinnd cDNA (Mezin&rcdni
vatentova pfihlasSka PCT/IB95/00452, podand 8. dZervna 1995,
publikovand 21. prosince 1995 jako WO 95/34659).

IT. Gen protox jako cil herbicidd

PouZiti herbicidd k omezeni neZidouci vegetace jako jsou
plevely nebo jiné neZddouci rostliny v plodindch se stalo
univerzalni praxi. Odpovidajici trh pfedstavuje rodn& vice
neZ miliardu dolar. I pfes toto extenzivai vyuZivani,
kontrola pleveld pfedstavuje pro zem&d&lce vyznamny a d&asto
finanéné narocény problém.

Efektivni wvyuZiti herbicidd vyZaduje dobry management.
Napf. vhodna doba a zplUsob aplikace, a také vyvojové stadium
plevelu, jsou kritické faktory pro ulinnou kontrolu plevele
uZzitim herbicidd. Vzhledem k tomu, Ze nékteré plevely jsou
rezistentni k herbicidim, vyroba u¢innych herbicidl je stale

dileZit&jsi.




rbicidy, kteréd maji nejvét3i potencial,

e
ir3i druhové spektrum a rychlej3i degradaci v pldé, mohou

S
byt také nejvice fytotcxickéd pro plodiny. Jedno feSeni tohoto
£

problému bylo vyvinutl plodin rezistentnich nebo tolerantnich
k herbicidim. Hybridi nebo variety plodin rezistentni

k herbiciddim umoziujl pouZiti herbicidd bez rizika po3kozeni
olodiny. Vyvo3 rezistence umoZiuje také pouziti herbicidd
am, kde to dfive nebylc moZné nebo to bylo moZiné Jen

omezené {napf. pouZiti pred vzchéazenim) vzhledem k citlivosti

plediny  k  herbicidu. Napf. U.S. patent ¢&. 4 761 373
Andersona et al. popisuje rostliny rezistentni k rdznym.

midazolinonovym nebc sulfonamidovym herbicidlim. Rezistence

[

je zplGsobena zménénym enzvmem syntazou acetohydroxykyseliny
(AHAS). U.S. vpatent ¢&. 4 975 374 Goodmana et al. se tyka
rostlinnych bunék a rostlin obsahujicich gen kdédujici
mutcvancu glutaminsyntetdzu (GS) rezistentni k irhibici
herbicidy, které Jsocu znamy tim, Ze inhibujil GS, Jako Jje
napf. fosfinotricin nebo methioninsulfoximin. U.S. patent ¢&.
5 013 659 Becdbroocka et al. se tykd rostlin, které exprimuii
mutovanou acetolaktatsyntazu, ktera udili rostlinam
rezistenci k inhibici sulfonylmocovinovymi herbicidy. U.S.
patent ¢. 5 162 602 Somerse et al. popisuje rostliny
tolerantni k inhibici herbicidy zaloZenymil na cyklohexandionu
a kyseliné aryloxyfenoxypropanové. Tclerance Jje udilena
zménénou acetylkoenzym-A-karboxyldzou (ACCase).

Enzym protox slouzi jako cil mnoha raznych herbicidnich
sloucenin. Herbicidy, které inhibuiji protox, zahrnuji
molekuly mnoha rlGznych strukturnich trFid (Duke et al., Weed
Sci. 39: 465, 1991, Nandihalli et al., Pesticide Biochem.
Physiocl.43: 193, 1992, Matringe et al., FEBS Lett. 245: 35,
1989, Yanase a Andoh, Pesticide Biochem. Physiol. 35: 70,

1989). Tyto herbicidni slouéeniny zahrnuji difenlyétery



(napt. acifluorfen, 5-[2-chloro-4-(triflucrometyl)fencxy]-2-
nitrobenzoovd kyselina a jeji metylester, oxyfluorfen, 2-
chloro-1-(3-etoxy-4-nitrofenoxy)-4-~(trifluorobenzen)), oxidi-
azoly (napt. Oxidiazon, 3-[2,4-dichloro-5-(1l-metyl-
etoxy) fenyl]-5-(1,1-dimetyletyl)-1,3,4-oxadiazol-2-(3H)-on),
cyklické imidy (napt. S-23142, N-(4-chlcocro-2-fluocro-5-
propargyloxyfenyl)-3,4,5, 6-tetrahydroftalimid, chloroftalim,
N-(4-chlorofenyl)-3,4,5, 6-tetrahydroftalimid), fenylpyrazoly
(nap?t. TNPP-etvyl, etyl-2-[1-(2,3,4-trichlorfenyl)-4-nitro-
pyrazolyl-5-oxylpropiondt, M&B 39279), pyridinové derivaty
(napf. LS 82-556), fenopyladt a jeho O-fenylpyrollidincvé -
a piperidinokarbamdtové analogy. Mnoché 2z té&chto sloudenin
kompetitivn® inhibuji normé&lni reakci katalyzovanou enzymen,
plisobi tedy zjevné& jako analogy substratu.

Inhibi¢ni wvliv na protox se typicky urduje mé&¥enim
fluorescence v oblasti 622 aZ 635 nm, po excitaci v pésmu 395
az 410 nm (Jacobs a Jacobs, Enzyme 28: 206, 1982, Sherman et
al., Plant Physiol. 97: 280, 1991). Tento test je zaloZen na
skuteCnosti, Ze protoporfyrin IX je fluorescendni pigment,
zatimco protoporfyrinogen IX neni.

Predpokléadany zplscb plsobeni herbicidl inhibujicich
protox zahrnuje akumulaci protoporfyrinogenu IX
v chloroplastu. Predpcklddd se, Ze tato akumulace vede
k pronikéani protoporfyrinogenu IX do cytosolu, kde Jje
oxidovan peroxidazovou aktivitou na protoporfyrin IX. Pokud
je vystaven svétlu, protoporfyrin IX mdZe zplsobovat tvorbu
singletniho kysliku v cytosolu. Singletni kyslik miZe zase
vést k tvoprb& dalSich reaktivnich molekul kysliku, co? mtZe
zplsobovat peroxidaci lipid® a popraskani membran, vedouci a?
k rychlé bunééné smrti (Lee et al., Plant Physiol. 102: 881,
1993).
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VSechny enzymy protox nejsou citlivé k herbiciddm, které

inhibuji rostliny enzym protox. Jak protox kédovand geny
izolovanymi =z Escherichia coli (Sasarman et al., Can. J.
Microbiol. 39: 1155, 1993) tak i z Bacillus subtilis (Dailey
et al., J. Biocl. Chem. 269; 813, 1994) Jjsou rezistentni
k témto herbicidovym inhibitorim. Krom& toho byly popsany
mutanty jednobunécné fasy Chlamydomonas reinhardtii
rezistentni k fenylimidovému herbicidu $-23142 (Katacka et
al., Pesticide Sci. 15: 449, 1990, Shibata et al., In:
Research in Photosynthesis, Vol. 1III, Murata, N., ed.,
Kluwer, Netherlands, s. 567-570, 1992). Pfinejmen3im jedna -
z téchto mutant md zfejmé& zmé&nénou aktivitu protox, ktera je
rezistentni nejen k herbicidovym inhibitorim, na kterych byly
mutanty selektovany, ale také k jinym tPidam inhibitora
protox (Oshio et al., Z. Naturforsch. 48c: 339, 1993, Sato et
al., In: ACS Symposium on Porphyric Pesticides, Duke, S.,
ed., ACS Press, Washington, D.C., 1994). Byla popséna také
mutovana bunécnd linie tabaku, kterd je rezistentni
k inhibitoru S$-21432 (Che et al., Z. Naturforsch. 48c: 350,
1993). Krom& toho v Mezinarodni patentové pfihlésce
PCT/IB95/00452 (podané 8. <&ervna 1995, publikované 21.
prosince 1995 Jjako WO 95/34659) byly popsany sekvence
kédujici modifikované, k  inhibitoru rezistentni formy

rostliné protox.

ITI. Regulace exprese genu protox

Vétsina vyzkumu, tykajiciho se genu protox, ktery byl
dosud provadén, se soustfedila na kédujici  sekvence
a modifikace enzymu, které mohou poskytnout rezistenci
k inhibitordm protox. V oboru dosud nejsou dostupné Zadné
informace tykajici se regulaénich prvki, které  ridi

a spoustéji expresi kédujicich sekvenci protox v rostlinach.
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Podstata wvynalezu

Predkladany vynalez je zaloZen na cobjevu, Ze promctorové

oblasti prirozené spoiené se sexvencemi kdédcujicimi rostlinnou
protoporfyrinogenoxidédzu (protox), zde v3eobecné oznacované
jako ,protox promctory", Jjsou uZitelné pro Fizeni exprese

heterologni kdédujici sekvence v rostliné.

~

Predkléadany vynélez poskytuje, v souladu s cobjevem, Ze
promotorové oblasti prirozené spojeng se sekvencemi
kécdujicimi rostlinnou protopcrfyrincgenoxidézu (protox) jsou
uziteCné pro fizeni exprese heterologni kédujici sekvence
v rostliné, i1zolovanou molekulu DNA obsahujici rostlinng

Protox promotor nebo Jeho £funkéni ekvivalent. Predkléadany

=

vynalez déle poskytuje chiméricky gen obsahujici rostlinn:
protox promotor operativneé spojeny s heterologni kdéddujici
sekvenci. Vynalez také poskytuje rostlinné pletivo a rostliny
obsahujici takovy chiméricky gen.

Podle jednoho aspektu vyndlezu je protox promotcr ufit
pro expresi k herbicidu rezistentnich forem cilovych proteinfl
herbicidu v rostlin&, coZ ud&luje rostliné& rezistenci
k herbicidu. Podle tohoto aspektu vyndlezu mlZe byt protox
promotor operativné spojen s kécdujici sekvencl rostlinného
protox  proteinu rezistentniho k  herbicidu, ktery je
rezistentni k inhibitorldm nemodifikovaného rostlinného protox

proteinu.

UloZeni

Vektorové molekuly uvedené v nésledujicim seznamu byly
ulozeny ve Sbirce patentovanych kultur (Patent Culture
Collection, NRRL), Agricultural Research Service, Northern
Regional Research Center, 1815 North University Street,

Peoria, Illinois 61604, U.S.A., a to k uvedenému datu.



Ara?TlPro cobsahuiici Frotox-1 promotor z Arabidopsis byl
uloZen 15. prosince 1995 jako pWDC-11 (NRRL ¢&. B-21515).
Plazmid obsahujici promotor Protox-1 z kukutice spojeny
e zbytkem kukuriéné protox-1 kédujici sekvence byl uloZen
12. bfezna 1956 jako pWDC-14 (NRRL &. B-21546).
Plazmid obsahujici Protox-1 promotor z cukrové Ffepy byl

uloZen ©. prosince 1996 jako pWDC-20 (NRRL &. B-21650).

Pfehled sekvenci uvedenych v oddile ,Seznam sekvenci™
Sekvence identifikadéniho ¢isla (dale djen 1. &.) 1:

Sekvence DNA kédujici protein protox-1 z Arabidopsis

P S - -
thalizana.

K

Sekvence 1.

. 2: Aminokyselinové sekvence protox-1
Arabidopsis kédovand sekvenci 1. &. 1.

N

Sekvence 1. &. 3: Sekvence DNA kédujici protein protox-2
z Arabidopsis thaliana.

Sekvence 1. ¢. 4: Aminokyselinovd sekvence protox-2
z Arabidopsis kdébdovand sekvenci i. &. 3.

Sekvence i. ¢. 5: Sekvence DNA kédujici ptotein protox-1
z kukurfice.

Sekvence 1i. &. 6: BAminokyselinovd sekvence protox-1
z kukufice kédovand sekvenci i. &. 5.

—

Sekvence 1. &. 7: Sekvence DNA kédujici protein protox-2

Sekvence i. ¢. g8: Aminokyselinova sekvence protox-2
z kukufice kdédovand sekvenci i. &. 7.

Sekvence 1i. . 9: Sekvence DNA kdédujici protein protox-1
z pSenice.

Sekvence i. &. 10: Aminokyselinova sekvence protox-1
z pSenice kédovand sekvenci i. &. 9.

Sekvence 1. &. 11: Sekvence DNA kédujici protein protox-1 ze

soji.
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Sekvence i. ¢&. 12: Aminokyselinova sekvence protox-1 ze soji

kbdovand sekevnci i. &. 11.

Sekvence i. &. 13: Sekvence promotoru genu protox-1
z Arabidopsis thaliana.

Sekvence i. &. 14: Sekvence . promotoru genu protox-1
z kukufice.

Sekvence i. &. 15: Sekvence DNA kbdujici protein protox-1
z bavlniku.

Sekvence i. ¢. lo6: Aminokyselinova sekvence protox-1
z bavliniku kédovand sekevnci i. &. 15.

Sekvence 1. &. 17: Sekvence DNA kédujici protein protox-1

ce 1. ¢. 18: Aminokyselinova sekvence protox-1 z fepy
cukrovky kédovand sekvenci i. &. 17.

Sekvence i. &. 19: Sekvence DNA kédujici protein protox-1
z fepky olejky.

Sekvence 1i. &. 20: Aminokyselinova sekvence protox-1 z fepky
olejky kdédovanad sekvenci i. &. 109.

Sekvence 1. &. 21: Sekvence DNA kédujici protein protox-1
Z ryze.

Sekvence i. &. 22: Aminokyselinovd sekvence protox-l z ryzie
kédovarnd sekvenci i. &. 21.

Sekvence i. &. 23: Sekvence DNA kédujici protein protox-1
z Ciroku.

Sekvence i. &. 24: Aminokyselinova sekvence protox-1 z &iroku
kdédovana sekvenci i. &. 23.

Sekvence i. &. 25: Sekvence intronu genu protox-1 z kukuFfice.
Sekvence i. &. 26: Sekvence promotoru genu protox-l z Yepy

cukrovky.
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Definice

Termin ,rostlinny protox promotor™ se zde uziva
k oznaCeni reguladniho Gseku, ktery se prirczené vyskytuie
proti sméru transkripce (,upstreamn") od kédujici sekvance
protoporfyrinogenoxidazy (protox) v rostliné a je zodpovédny,
ve svém prirozeném stavu, za regulaci transkripce pfisiusnych
protox  kbédujicich  sekvenci. Rostlinny ©protox promotor

obsahuje Usek DNA ptrimo se Ucastnici vazby RNA polymerdzy pfi
iniciaci transkripce a dal$i regulacdni cis prvky leZici p
sméru transkripce, které ovliviiuji transkripci operativné
spojené kdédujici sekvence.

Termin ,gen“ oznacuje molekulu DNA, kterd obsahuie
1) kécduijici sekvenci a 2) spojené reguladni Gseky, khteré
spoustéji a reguluji transkripci kdédujici sekvence ve vhodné
hostitelské bufice. Kdédujici sekvence miZe kdécdovat uZitedlny
transkript (napt. protismérnou »antisense™ RNA) nebo
polypeptid vznikajici translaci kddovaného transkriptu. Gen

obsahuje prinejmen3im, ve sméru 5°-3°, promotorovy usek,

kbédujici sekvenci a termindtor transkripce. Gen miZe
obsahovat dal3i reguladni Useky, které mohou byt bud Zasti
minimalniho prvku (napf. vedouci sekvence nebo signélni

peptidy v ramci kdédujici sekvence) nebo samostatné prvky
(napf. introny).

Termin ~Chiméricky gen™ oznaluje gen, ktery se
nevyskytuie pfirozené a jehoZ alesponl Jjedna sloZka Je
heterologni vzhledem k ostatnim slozkam. v popisu
predkladaného vynalezu je ,chiméricky gen“ takovy gen, ktery
obsahuje promotor podle vynalezu operativné spojeny
S heterologni kédujidci sekvenci.

K oznaCeni vztahu mezi promotorem a kdédujici sekvenci se
zde uzZivé termin ,heterologni“, ktery tak oznaduje wvztah,

ktery se nevyskytuje pfirozen&. Napf. kédujici sekvence je



povaZovana za heterologni vzhledem k promotoroveé sekvenci,

pokud je odli3nd od kédujici sekvence, kterd se prirozené
vyskytuje ve spojeni s promotorovou sekvenci. To se tvka také
modifikovanych forem kédujicich sekvenci, které se pFfirozené
vyskytuji spojeny s pFedmétnym premotorem. Tudif sekvence
kédujici modifikovanou, k inhibitoru rezistentni protox, je

povaZzovana za heterologni wvzhledem
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prirozené vyskytuje ve spojeni se  sekvenci  kdédujici
nemodofikovanou, k inhibitoru citlivou formu. Dale se to tyké
promotoru podle vyndlezu operativnd spojeného s kddujici
sekvenci z jiného rostlinnéhc druhu nebo jiného organismu,
neZ rosliny.

Termin ~podstatné sekvendni homologie™ se uzZiva
k vyjadfeni toho, Ze nukleotidovd sekvence (v prlipadé DNA
nebo RNA) nebo sekvence aminokyselin (v pripadé proteinu nebo
polypeptidu) vykazuje podstatnou strukturni a funk&ni shedu
S jinou nukleotidovou nepo aminokyselinovou sekvenci.
Jakékoliv funk&ni nebo strukturni rozdily mezi sekvencemi
S podstatnou sekvendéni homologii budou mit minimé&lni vyznam
a neovlivni schopnost sekvence plisobit tak, jak je POpSano
v pfedkladané prihladce. Tak napf. sekvence, ktera vykazuje
podstatnou sekvendni homclogii se sekvenci DNA, ktera je
popsana jako protox promotor, povede ke stejné drovni
a stejnému vzorci exprese pfisludné sekvence DNA, jaké
poskytuje rostlinny protox promctor. Sekvence, které maiji
podstatnou sekvendéni homologii se sekvencemi popsanymi
v predkladaném vyndlezu, jsou obvykle varianty popsanych
sekvenci, jako napt. mutace, ale mohou to také byt syntetické
sekvence. Strukturni rozdily se povaZuji za minimalni, pokud
existuje vyznamny sekvend&ni pfekryv nebo podobnost mezi dvéma
nebo vice riznymi sekvencemi nebo pokud ruzné sekvence maji

podobné fyzikdlni vlasntnosti. Takové vliastnosti zahrnuji




napr. imunclcgickou reaktivituy, enzymovou aktivitu,

Strukturni integritu proteinu apod.

Dvé nukleotidové sexvence maji podstatnou sekvendéni
homologii, pokud sekvence sdileji ofinejmensim 70%, vyhodné&ji
80% a nejvynccnéii 503 podcbnost sekvenci. Dveé

aminokyselinové sekvence maji
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pokud sdileji alespci 503, v7hodnéii 70% a neivyhodndii 90%
podobnost mezi aktivnimi Eastmi polypeptidd. V pFipadé

promotorcvych sekvenci DNA, ,opodstatni sekvendni homologie™

o

se také vztahuje k takovym fragmentlm promotorové sekvence
DNA, které jsou schopny pasobit tak, Ze spoustéji expresi
pfipojenych sekvenci  DNA. Takové operativni  fragmenty
promotorovych sekvenci DNA se mohou odvodit = rOmMOLOroveé
sekvence DNA, napf. 3tépenim promotorové  sekvence  DNA
restrikCnimi enzymy, syntézou DNA podle promotorové sekvence
nebo se mohcu ziskat pomoci technologie PCR (Mullis et al.,
Meth. Enzymol. 155: 335-350, 1587, Erlich (ed.), BPCR
Technology, Stockton Press, New York, 1989).

Promotorovad sekvence Je ~Operativné spojena“ s druhou
sekevnci DNA, pokud jsou tyto sekvence orientovany tak, 3Ze
promotorovéd sekvence DNA ovliviiuje transkripci nebo translaci
druhé sekvence DNA. Tak napf. pokud druh& DNA sekvence kéduije
protein, promotovid sekvence DNA je operativné spcocjena s touto
druhou sekvenci DNA, jestliZe promotorova sekvence ovliviuje
expresi proteinového produktu z druhé sekvence DNA. Nap?.
v sekvenci DNA, obsahujici promotorovou sekvenci DNA fyzicky
spojenou s kdédujici sekvenci DNA v témZe chimérickém
konstruktu, jsou tyto sekvence pravdépodobné operativné

spojeny.




Detailni popis vynalezu

Pfedkladany vynalez se tykd promotorovych sekvenci DNA,
které jsou prfirozené spojeny s kédujicimi sekvencemi pro

roslinnou protoporfyrinogenoxidazu (oznadovanou zde ~protox",

viz ~ Mezinarodni patentovad p¥ihlaska PCT/IBP95/00452 podanéa
8. Cervna 1995 a publikovana 21. prosince 1995 jako wo
95/34629, zahrnutd jako celek do odkazl, a dale soulasné
tentyZ den podand Mezinirodni patentova prihlaska s nézvem

.

~Molekuly DNA kdédujici rostlinnou protoporfyrinogencoxidézu
i mutanty rezistentni k inhibitoru™ (rejstrtikové
¢. PH/5-20757/P1/CGC1847), také pln& zahrnuta v odkazech).
Protox promotorové sekvence byly shledany velmi uzitednymi
ro expresi heterologni kédujici sekvence v rostliné.
Promotorova sekvence ze sekvence kédujici protox-1
v Arabidopsis thaliana (sekvence i. &. 1) je popsana jako
sekvence 1. &. 13. TIzolace tohoto promotoru z genomové
knchovny pomoci spojenych kédujicicich sekvenci jakoZto sondy
je popséana v prikladu 1. Promotorovad sekvence ze Sekvence
kédujici protox-1 v kukufici (sekvence i. &. 5) Jje popséana
jako sekxvence i. &. 14. Izolace tohoto promotoru z genomové
knihevny pomoci spojenych kédujicicich sekvenci jakoZito sondy
je popsdna v prikladu 4. Promotorovd sekvence ze sekvence
kddujici protox-1 fepy cukrovky (sekvence 1. &. 17) e
popsana jako sekvence i. &. 26. Izolace tohoto promotoru
z gencmové knihovny pomoci spojenych kddujicicich sekvenci
jakoZto sondy je popsana v prikladu 11.

b ~

Na zakladé informaci, které poskytuje pfedkladany
vynalez, je moZné postup izolace protox-1 promotoru
z Arabidopsis a kukufice pouZit k izolaci promotorovych
sekvenci u Jjakéhokoliv rostlinného protox genu. Jakakoliv
sekvence k&dujici protox, kterad sdili dostatednou homologii,

aby hybridizovala s protox kédujici sekvenci spojenou




s hledanym promotorem, se mfse pouZit jako sonda podle tonoro

postupu. Vzhledem k tomu, Ze sekvence protox-1 a protex-2 ze
vSech rostlin maji zrejmd poZadovany stupef homologie, vybér
vhodné protox kédujici sekvence Jako sondy neni povafovin za
kriticky bod. Av3ak Pro optimé&lni vysledek hybridizace je
vyhodné pouZit co neblise pfibuznou protox kédujici sekvenci.
Nejvyhodnéjsi je pouzit jako sondu kédujici sekvenci = ténoz
rostlinného druhu jako Jje hledany promotor a kdédujici
sekvenci pfirozené spojencu s promotoren.

Predklddany vynalez se tyka izolované promotorové

molekuly DNA, kteri je pfirozené Spojena s kddu
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rostlinné brotoporfyrinogenoxidazy. Vyhodnd je izolovana
promotorova molekula DNA, ktera Jje pfiroz b
s kédujici sekvenci pro rostlinnou protoporfyrinocgenoxidazu

z rostlin ze skupiny, kam patfi Arabidopsis, cukrova r¥t
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soja, jelmen, bavlnik, tabak, fepa cukrovka, fepka olejka,
kukutice, pSenice, ¢irok, Zito, oves, travnikové a picninové
tradvy, proso a ryze. Vyhodn&jsi je 1izolovand promotorova
molekula DNA, kteri je prirozensd spojena s kdédujici sekvenci
Pro rostlinnou protoporfyrinogencxiddzu z rostlin ze skupiny,

kam patri Arabidopsis, soia, bavinik, tabak, fepa cukrovk

j¢0
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fepka olejka, kukufice, pSenice, Cirok, Zito, oves,
travnikova trava (Jilek) a ryZe. Zvlas:ts vvhodnd je izolovana
promotorova molekula DNA, kterd je prirozena spojena
S kédujici sekvenci Pro rostlinnou protoporfyrinogenoxidazu
z rostlin ze skupiny, kam patfi Arabidopsis, fepa cukrovka
a kukutrice. Nejvyhodnéjsi je izolovani promotorovéa molekula
DNA, kterd je prirozensa spojena s kédujici sekvenci pro
rostlinnou protoporfyrinogenoxidazu z Arabidopsis.
Nejvyhodnéjsi je izolovand promotorova molekula DNA, ktera
je ptfirozené Spojena s kébdujici sekvenci Pro rostlinnou

protoporfyrinogenoxidazu z kukufice. Nejvyhodnéjsi Jje
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irozené

izolovand promotorcva molekxula DNA, kterd je p
spojena S kédujici sekvenci £ro rostlinnou proto-
porfyrinogenoxidézu z Fepy CUKIrovky.

Pfedkladany vynalez se dale tykda molekul DNA, které
hybridizuji s molekulami OTNA podle wvynélezu, jak Jsou vyde
definovany, a vyhodné s oligenukleotidovou sondou, kterou lze
ziskat z uvedené molekuly DNA obsahujici souvislou &&st
sekvence protox promotoru o délce alespofi 10 nukleotidd, a to
za primérné stringentnich pcdminek. Nejvyhodn&jsi Jsou
molekuly DNA, kteréd hybridizuji s nukleotidovymi sekvencemi
i.&. 13 (protox-1 promotor z Arabidopsis), i.&. 14 (protox-1
promotor z kukufice) nepo i.&. 26 (protox-1 promctor z Ffepy
Cukrovky) za nasleduiicich podminek:

a) hybridizace v 7% dodecylsulfatu sodném (SDS), 0,5M NaPQ; s
pH 7,0, 1mM EDTA p#i 50 °C, a
b) promyti ve 2x SSC, 1% SDS p#i 50 °C .

Faktory, které ovliviuji stabilitu hybridd, uréuji
stringentnost (pfisnost) podminek hybridizace. Jednim
z takovych faktord je teplota tani Tn, kterd se d& snadno

vypoCitat podle vzorce popsanéhc v ,DNA Probes“ (Keller,
George H., Manak, Mark M., MacMillan Publishers Ltd, 1993,
kapitola prvni: “Molecular Hybridization Technology™, s. 8).
Vyhodna hybridizadni teplota je v rozmezi pribliZné 25 °C pod
vypoltencu teplotou tani T, a vyhodné v romezi pfibliZné 12
az 15 °C pod vypoltenou teplotou tani Ta, a v pFipadé
oligonukleotidd v rozmezi prfiblizZné 5 az 10 °C pod teplotou
tani Tg.

Dalsi provedeni vynalezu Je zplsob ptipravy molekuly
DNA, kterd se skladi z tGseku DNA obsahujiciho sekvenci protox
promotoru a uUseku DNA kédujiciho protox protein, obsahujici
a) pripravu nukleotidové sondy schopné specifické hybridizace

S rostlinnym protox genem nebo mMRNA, kde sonda obsahuje




scuvisly usek kdduiici sekvence protox proteinu nebo protox

rostliny délky nejméné 10 nukleotidd
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o) vyhledéni dal3ich protox kédujicich sekvenci v populacich
klonovanych fragmentd genomové DNA nebo fragment cDNA
z vybraného organismu pomoci sondy pripravené podle kroku a)
C) izolace a namncfeni molekuly DNA skladajici se z Gseku DNA
obsahujiciho protox promotorovou sekvenci a Useku DNA
kédujicicho protox protein.

Dalsi provedeni vynalezu Je zplsob prfipravy molekuly
DNA, kterd obsahuje usek DNA obsahujici sekvenci protox
promotcoru, obsahujici
a) pripravu nukleotidové sondy schopné specifické hybridizace
S rostlinnym protox genem nebo mRNA, kde sonda obsahuje
souvisly uUsek kdédujici sekvenci protox proteinu z rostliny
délky nejméné 10 nukleotidn
b) vyhleddni dal3ich protox kédujicich sekvenci nebo protox
promotorovych sekvenci v populacich klonovanych fragment?
genomcveé DNA nebo fragmentl cDNA z vybraného organismu pomoci
sonCy pfipravené podle kroku a)
Cc) 1izolace a namnoZeni molekuly DNA obsahujici usek DNA
Obsahujici protox promotorovou sekvenci.

Dalsi provedeni vynilezu je zplsob pfipravy molekuly DNA

Usek DNA obsahujici sekvenci protox promotoru

N

i

kteréhokoliv rostlinného protox genu, obsahujici

a) pripravu nukleotidové sondy schopné specifické hybridizace
S rostlinnym protox genem nebo mRNA, kde sonda obsahuje
souvisly Usek kdédujici sekvence protox proteinu nebo protox
promotorové sekvence =z rostliny délky nejméné 10 nukleotidd
b) wvyhledani daliich protox kdédujicich sekvenci v populacich
klonovanych fragment( genomové DNA nebo cDNA fragmentt

z vybraného organismu pomoci sondy pripravené podle kroku a)




C) 1izolace a namnoZeni molekuly DNA obsahujici Usekx DN:

obsahujici protox promotorovou sekvenci.

Dal3i provedeni vyndlezu je pouziti nukleotidové scndy
schopné specifické hybridizace s rostlinnym protox genem nebo
mMRNA o délce alespofi 10 nukleotidd v polymerdzové Ffetézové
reakci (PCR), kde sonda miZe byt ziskana bud z kédujiciho
Gseku nebo promotorového tseku protox genu.

Dalsi provedeni vynélezu je pouZiti nukleotidové sondy
schopné specifické hybridizace s rostlinnym protox genem nebo

schopné mapovat polohu protox genu(u) v genomu vybrané

rostliny pomoci standarnich postupd zaloZenych na selektivni

Y]

hybridizaci sondy a genomové protox sekvence.

Dalsi provedeni wynalezu je pouZiti protox kdéduiici
sekvence, kterd sdili dostatednou homologii k tomu, aby
hybridizovala s protox kédujiici sekvenci spojenou s hledanym
promotorem, jako sondy. Vyhodné ije pouZiti protox kdédujici

sekvence, kde kédujici sekvence uZita jako sonda Je

N
1)

stejného rostlinného druhu jako hledany protox promotor a je
to kddujici sekvence pFirozend spojend s promotorem.
Restlinny protox promotor podle pfedklédaného vynalezu

zahrnuje sekvenci protox-1 promotoru z Arabidopsis thalia
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uvedenou zde Jjako sekvenci i. &. 13, sekvenci protox-1
promotoru ze Zea mays (kukufice), uvedenou zde jako sekvenci
i. &. 14, sekvenci protox-1 promotoru z Fepy cukrovky,
uvedenou zde jako sekvenci i. &. 26, a dale také odpovidajici
protox-1 promotorové sekvence dostupné z dal3ich rotlinnych
druht, jak bylo jiZ d¥ive uvedeno. Pfedkléddany vynalez také
zahrnuje funkd&ni fragmenty té&chto sekevnci DNA, které
zachovavaji schopnost regulovat expresi operativné sSpojené
kdédujici sekvence stejnym zplsobem jako prikladna protox
promotorova sekvence. Takové funkéni fragmenty lze

identifikovat pomoci deleéni analyzy nebo jiného standardniho




zpusobu znamého v oboru pro identifikaci SIOLCX promotorové

aktivity (viz s. 546-549, »Genes™, Lawin (ed.), Oxford Univ.
Press, 1990). Predkladany vynaliez taxé zahrnuie Sexvence DNA,
které maji podstatnou sekvendn: hcemologii s Protox promotory
dostupnymi z rostlinnych genn, kters pisobi shodnou Groven
a vzorec exprese operativné spocjené Sekvence. Takove
promotorové sekvence 8¢ mohcu ziskar mecdifikaci protex
promotord izolovanych z rostlinnych genl a isou DovazZovany za
funk&né& shodné derivaty restlinnych protox promoteord,

Jak ilustruji priklady dale uvedené, sekvence DNA,

vektory a transgenni rostlinny pedle pradiklédanéno vynéglezu

Q.

obsahuji Promotorovou sekvenci OGvozenou z  rostlinného
Protox genu. Protox Promotorovéd  sekvence DNA  je wvyhodns
operativné spojena s kédujici sekvenci DNA, nap?. se Sekvenci

DNA, kterji je pfepisovana do uZiteZného Cranskriptu RNA Jako

On
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je napr. protismérny ~antisense™ transkript, nebo & dujic
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Sekvence, kterd Jje exXprimovéna 2 pOoskytuje uzZite
Proteinovy produkt.

Ve vyhodné provedeni wvynalezy je protox promotor uzit
k Fizeni exprese medifikovanéhe ehzymu, ktery de cilem pro
herbicid, 3 ktery je rezistentni k herbicidy v hlading, ktera
inhibuje ocdpovidajici nemodifikovanou verzi Enzymu. Vynidlez
Se tvkad pouziti protox promotoru v rostliné pro expres:
k herbicidu rezistentni formy broteind, k:tereé jsou cilenm
herbicidu, ¢&ips rostlina ziskava toleranci g herbicidy.
Takové modifikované enzymy rezistentni k herbiciduy Zanrnuiji
k herbicidu rezistentni formy imidazolglycerolfosfét
dehydratézy (IGPD, wviz. WO 9426509 publikcvans 24. listopaduy
1994), EPSPsyntézy (viz. U. s. Patenty &. 4 535 060
4 769 061, 4 940 835 a EP 550 §2
viz U.S. Patent c. 4 975 374y, acetylkoenzym—A-karboxylézy

t

(ACCaza, viz, U.S. Patent &, 5 162 602) a acetolakta
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(viz U.S. Patenty ¢&. 4 761 373, 5 304 732, 5 331
5 013 659, 5 141 870 a 5 378 824). Vv nejvyhodnéjsim provedeni

C7,

vynalezu je protox promotor pouZit k Fizeni expres

D

modifikovaného protox enzymu, ktery je rezistentni k protox
inhibitorim jak je pro ilustraci uvedeno v pfikladech 2 a 3
(viz také Mezinarodni patentova prihlaska PCT/IR95/00452
podand 8. Cervna 1995 a publikovand 21. prosince 1995 jake
WO 95/34659, na jeji? relevantni Casti se zde odkazujeme,
& soucasné podand p¥ihlaska »~Molekuly DNA kédujici rostlinnou
protoporfyrinogenoxidizu a jeji mutanty rezistentni
kK inhibitoru“y.

Vynalez se tyka chimérického genu, ktery obsahuje
expresni kazetu skladajici se z rostlinného Protox prcemotoru
Ccperativné spojendho s heterologni kédujici sekvenci. Vyhodny
je takovy chiméricky gen, kde rostlinny protox promotor je
Z genu protox-1 nebo protox-2. Zvlasté vyhodny Jje takovy
chiméricky gen, kde rostlinny protox promotor je z protox-1
genu. zvlasté vyhodny je takovy chiméricky gen, kde rostlinny
Protox promotor je z protox-2 genu.

Vyhodny je chiméricky gen, kde protox promotor Je
z rostliny wvybrané ze skupiny obsahujici Arapidopsis,
Cukrovou t¥tinu, soju, jelmen, bavlnik, tabik, fepu cukrovkuy,

fepku olejku, kukufici, p3enici, Cirok, Zito, ove

n

'
travnikové a picninové travy, proso a ryzi. Vyhodn&jsi je
chiméricky gen, kde protox prmotor je z rostliny vybrané ze
skupiny obsahujici Arabidopsis, soju, jelmen, bavlnik, tabak,
Yepu cukrovku, repku olejku, kukurici, psSenici, Cirok, Zito,
oves, jilek, proso a ryzi. Zvlasté vyhodny Se chiméricky gen,
kde protox promotor je z rostliny vybrané ze skupiny
Obsahujici Arabidopsis, kuku?ici a fepu cukrovku. Vyhodné&jsi
je chiméricky gen, kde protox promotor je z rostliny vybrané

ze skupiny obsahujici Arabidopsis a kukurici. Nejvyhodné&jisi



je chiméricky gen, kde rostlinny protox promotor mé& sekvenci

uvedenou jako sekvenci i. &. 13. Nejvyhodnéj3i je chiméricky
gen kde rostlinny protox promotor m& sekvenci uvedenou jako
sekvenci i. &. 14. Nejvyhodnéj3di He chiméricky gen, kde
restlinny protox promotor ma sekvenci uvedenou jako sekvenci
i. &. 26. Vyhodny je chiméricky gen, kde rostlinny protox
prometor ma velikost alespond 500 nukleotidd, vyhodné&ji
alesponl 300 nukleotidd.

Vyhodny je chiméricky gen, kde molekula DNA kéduje

protein z Arakidopsis, ktery mé& protox-1 nebo protox-2
aktivitu, vyhodné& protein obsahujici aminokyselinové sekvence
uvedene jako sekvence i.&. 2 a sekvence 1.&. 4. Vyhodny Se

Cake chiméricky gen, kde molekula DNA kdduje protein
z kukufice, ktery méa protex-1 nebo protox-2 aktivitu, vyhodné
protein obsahujici aminokyselinové sekvence uvedené jako
sekvence 1.¢. a sekvence i.&. 8. Vyhodny je také chiméricky

6
gen, kde molekula DNA kdbduje protein z pSenice, ktery ma

[

protox-1 aktivituy, vyhodné protein opsahuijici
aminokyselinovou sekvenci uvedenou jako sekvenci i.&. 10.
Vyhodny dJe také Chiméricky gen, kde molekula DNA kéduje
protein ze soji, ktery ma protox-1 aktivitu, vyhodné& protein
Obsahujici aminokyselinovou sekvenci uvedenou jako sekvenci
i.¢. 12. Vyhodny je také chiméricky gen, kde molekula DNA
kébduje protein z baviniku, ktery ma protox-1 aktivitu,
vyhodné protein Oobsahujici aminokyselinovou sekvenci uvedenou
jako sekvenci i.&. 16, Vyhodny Jje také chiméricky gen, kde
molekula DNA kéduje protein z fepy cukrovky, ktery ma protox-
1 aktivitu, vyhodné protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci uvedenou jako sekvenci i.&. 18. Vyhodny dje také
chiméricky gen, kde molekula DNA kdbduje protein z repky
olejky, ktery ma protox-1 aktivitu, vyhodné protein

obsahujici aminokyselinovou sekvenci uvedenou jako sekvenci




i.¢. 20. Vyhodny je také chiméricky gen, kde mclekula DONA

kéduje protein z rysze, ktery mé protox-1 aktivitu, wvyhcdng

protein obsahujici aminokyselinovou sekvenci uvedenou Jax
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sekvenci i.&. 22. Vyhodny Jje také chiméricky gen, kde
molekula DNA kéduje protein z <&iroku, ktery mé protox-~1
aktivitu, vyhodné protein obsahujici aminokyselinovcu
sekvenci uvedenou jako sekvenci i.&. 24,

Vynalez se dale tyk& chimérického genu, ktery obsahuj
expresni kazetu skladajici se z rostlinného protox promotoru
operativn& spojeného s molekulou DNA kddujici rostlinny
protein, ktery je rezistentni k herbicidu v hlading, kteri
inhibuje odpovidajici nemodifikovanou verzi enzymu.

Vyhodny je chiméricky gen, kde neterologni  kéduiicit
sekvence kdéduje modifikovanou, k herbicidu rezistentni formu

r
rostlinného enzymu. Zejména vyhodny je chiméricky gen, kde

rostlinny enzym Jje vybran ze skupiny obsanujici
imidazolglycerolfosfétdehydratézu (IGPD}, S-enoclpyruvyl-
éikimét—3—fosfétsyntézu (EPSP), glutaminsyntetdzu (Gs),

acetylkoenzym—A—karboxylézu, acetolaktatsyntdzu, hystidinol-
dehydrogenéazu a protoporfyrinogenoxidézu (protox).
Vyhodnéj3i Se chiméricky gen, kde rostlinny enzym je vybran
ze skupiny obsahujici imidazolglycerolfosfétdehydratézu
(IGPD), 5—enolpyruvyl§ikimét—3—fosfétsyntézu (EPSP
glutaminsyntetazu (GS), acetylkoenzym—A-karboxylézu, aceto-
laktatsyntazu a protoporfyrinogenoxidazu (protox).

Zvlasté vyhodny je chiméricky gen, kde rostlinny enzym
je eukaryotické protox. Vyhodn&j3i He chiméricky gen, kde
rostlinny enzym Jje eukaryoticka protox, kterd ma
aminokyselinové substituce, pricem? tyto substituce ji davaii
vlastnost rezistence k protox inhibitoru. Nejvyhodnéjsi de
chiméricky gen, kde rostlinny enzym je eukaryotickd protox

podle jiZ zmin&né soucdasnd podané patentové prihlasky nazvané




~Molekuly DNA kédujici rostlinnou protoporfyrinogenoxidazu

a jeji mutanty rezistentni k inhibitoru“, kde protox je
rezistentni k protox inhibitoru.

Vyhodny Jje chiméricky gen, kde molekula DNA kdéduije
protein z rostliny, kterd je vybrana ze skupiny obsahujici
Arabidopsis, cukrovou t¥#tinu, soju, jecmen, bavlnik, tabék,
fepu cukrovku, ¥epku olejku, kukufici, pSenici, ¢irok, Zito,
oves, travnikové a picninové travy, proso, picniny a ryZi.
Vyhodné&jsi je chiméricky gen, kde molekula DNA kéduje protein
z rostliny, kter4d Jje vybrana ze skupiny obsahujici
Arabidopsis, soju, jeémen, bavlinik, fepu cukrovku, fepku
olejku, kukufici, pSenici a &irok. Zvlasté vyhodny Je
chiméricky gen, kde molekula DNA kéduje protein z rostliny,
ktera je vybréna ze skupiny obsahujici Arabidopsis, p3enici,
soju a kukutici. Nejvyhodnéjsi Ije chiméricky gen, kde
molekula DNA kéduje protein z rostliny, kterd je vybrana ze
skupiny obsahujici soju a pSenici.

Vynalez se dale tyk& pouZiti chimérického genu podle
vyndlezu pro expresi k herbicidu rezistentni formy rostliného
protox proteinu, ktery je rezistentni k inhibitoru
nemodifikovaného rostlinného protox proteinu. Vyndlez se dale
tykd trvalé integrace chimérického genu do genomu hostitele.
Vynalez se tyk& rekombinantni molekulky DNA obsahujici
promotor rostlinné protoporfyrinogenoxidézy (protox) nebo
jejiho funk&n& shodného drivatu. Vynalez se dale tyka
rekombinantniho DNA vektoru, ktery obsahuje rekombinantni
molekulu DNA.

DalSim predmé&tem vynalezu je rekombinantni vektor
obsahujici zminé&ny chiméricky gen, pfidem? tento vektor miZe
byt trvale transforomovan do rostliny, rostlinnych semen,
rostlinného pletiva nebo rostlinné buiky. Rostlina a jeji

potomstvo, rostlinnd semena, rostlinné pletivo nebo rostlinna



bufika trvale transformované vektorem jsou schopny exprimovat

molekulu DNA kéduijici poZadovany protein, ktery miiZe pochazet
2 rostlinného nebo i z 3jiného ne? rostlinného zdroje, ale
vyhodné z rostliny. Vyhodny je rekombinantni vektor takovy,
Ze rostlina a jeji potomstvo, semena, rostlinné pletivo nebo
rostlinna bufika trvale transformované timto vektorem jsou
cheopny exprimovat molekulu DNA kédujici poZadovany protein,
ktery miZe pochdzet =z rostlinného nebo i z Jiného ne?
innéno  zdroje, vyhodné z  rostliny, a ktery je

rezistentni k herbicidim v Grovni, kterd inhibuje

Pfedkladany vynalez se dale tyka transgenniho
rostlinného pletiva rostliny, vc&etné celych rostlin, a také
pctomstva, Semen nebo kultivovaného pletiva, trvale
transformovanych alespon jednim chimérickym genem podle
vynédlezu. Vyhodné Je transgenni rostlinné pletivo, véetnsd
rostliiny, Semen nebo kultivovaného pletiva, trvale
transformované alesponi  jednim chimérickym genem, ktery
Obsahuje expresni kazetu obsahujici rostlinny protox promotor
Operativné spojeny s kédujici sekvenci DNA  schopnou
exprimevat protein, ktery mlZe byt i z jiného zdroje neZ
rostliny nebo z rostliny, vyhodn& viak z rostliny, kterd je
rezistentni k herbicidim v urovni, ktera inhibuje
cdpovidajici nemodifikovanou verzi enzymu Vv rostlinném
pletivu.

Pfedkladany vynalez také zahrnuje hostitelskou bunku
trvale transformovanou vektorem podle vynalezu, kde
hostitelska bufika je schopna exprimovat molekulu DNA. VYhodné
je hostitelskd bunka vybrané ze skupiny obsahujici rostlinnou
bufiku, bakteridlni buriku, kvasinkovou bufiku nebo hmyzi buriku.

Pfedkladdany vyndlez se dale tyka rostlin a jejich

potomstva, rostlinného pletiva a rostlinnych semen



tolerantnich herbicidu, ktery inhibuie Orirozend se

vyskytujici protox aktivitu v té&chto rostlindch, u nichs je

o~

tolerance vnesena genem exprimujicim modifikovany,
herbicidu rezistentni, protox gen, Jjak je vyloZeno v téro
prihléasce. Reprezentativni roétliny zahrnuji vSechny
rostliny, na které jsou tyto herbicidy normalné aplikovéany.
Vynhodné jsou agronomicky dilezité plediny, rostliny
nahosemenné nebo krytosemenné, jako Jje napr. Arabidopsis,
soja, cukrova tftina, jeémen, bavinik, tabak, fepa cukrovka,
fepka olejka, kukurtice, pSenice, ¢irok, Zito, oves,
travnikové a picninové travy, proso, ryze a dalsi. Vyhodnés3i
jsou agronomicky dilezité plodiny, rostliny nahosesmenné nebo
krytosemenné, jako je Arabidopsis, bavinik, soja, fepka

olejka, fepa cukrovka, tabdak, kukufice, ryZe, pSenice, oves,

U
(1)(

Zito, ¢&irok a jilek. 2zvl vynodné  jsou agronomicic
dilezité plodiny, rostliny nahosemenné nebo krytosemenné
jako Jje Arabidopsis, bavinik, soja, fepka olejka, Tepa
cukrovka, kukutice, pSenice, &irok a ryze.

Transgenni rostliny pedle preckladaného vynalezu se
mohou transformovat libovolnym zp@sobem transformace zZnamym
V oboru. Takové zplsoby zahrnuji nap?. transformaci p#¥imou
infekci nebo ko-kultivaci rostlin, rostlinného pletiva nebo
buiiky s Agrobacterium tumefaciens (Horsch et al., Science
225: 1229, 1985, Marton, ,Cell Culture and Soamtic Cell
Genetic of Plants"™, vVvol. 1, s. 514-521, 1984, primym
transferem genu do brotoplastl (Paszkowski et al., EMBO J.
12: 2717, 1984, Iloerz et al., Mol. Gen. Genet. 1119: 178,
1985, Fromm et al., Nature 319: 719, 1986), bombardovanim
mikro¢dsticemi (Klein et al., Bio/Technology 6: 559- 563,
1988), injekci do protoplastt kultivovanych bunék a pletiv
(Reich et al., Bio/technology 4: 1001-1004, 1986) nebo

injekci do meristemovych pletiv semenadka a rostlin jak



popisuji De La Pena et al. (Nature 325: 274-276, 1987,

Hooykaas-Van Slogteren et al.(NAture 311: 763-764, 1984),

Grimsley et al. (Bio/technology 6: 183, 1988) a Grimsley et
al. (Nature 325: 177, 1988).
Genetické vliastnosti vnesené metodami genového

inZenyrstvi do transgennich semen a rostlin popsanych vyse,

jsou predavany sexuilni reprodukci nebo vegetativnim rdstem

a mohou se tak udrZovat propagovat v dcefinnych rostlin&ch.

a
Obecné se pro udrZovéni a propagaci vyufiii zplsoby vyvinuté
v zemédélstvi pro specifické G&ely jako je oréni, seti nebo
sklizeni. Specializované zplisobv jako Je nydroponickd nebo
sklenikovd technologie, se mohou také pouzit. Jelikoz
rostouci plodiny jsou né&chylné k napadeni a podkozeni nmyzem
nebo infekcemi a také kompetici s plevely, provedou se
opatfeni ke kontrole plevel?, nemoct, hmyzu, Cervi a daldsi,
vedouci ke zvySeni vynosu. To zahrnuje také takovd mechanicka
opatfeni jake Je orani pldy nebo odstrafovani plevell
a infikovanych rostlin, a také aplikaci agrochemikalii jako
jsou herbicidy, fungicidy, gametocidy, nematocidy, rlstové
regulatory, ¢inidla k dozravani a insekticidy.
Vyhodné genetické vlastnosti transgennich rostlin
a semen podle vyndlezu se mchou vyuZit ve 3lechténi rostlin,
jehoZ cilem je vyvinout rostliny se zlepSenymi vlastnostmi
jako je napf. tolerance k hmyzu, herbicid@m nebo Stresu, se
zlep3enou nutridni hodnotou, zvySenym vynosem nebo zlep$enou
Strukturou, kterid vede ke sniZeni ztrat zpGsobenych poléhanim
nebo polamanim, Jednotlivé Slechtitelské kroky jsou
charaktrizovdny jasn& definovanou lidskou ¢inosti, jakoc je
napr. vybér linii ke kfiZeni, primé opylovani rodicovskych
linii nebo vyb&r vhodného potomstva. V  zavislosti na
poZadovanych vlastnostech se provadéji rdznd 3lechtitelska

opatfeni. Odpovidajici zpuscby 3sou v oboru dobfe Znamy



a zahrnujl (kromé Jjinéhc) napf. hybridizaci, inbreeding,
Zpétné kfiZeni, viceliniové krizZeni, smésné odrudy,
mezidruhovou hybridizaci, aneuploidni techniky atd.

Hybridizadni techniky zahrnuji také sterilizaci rostlin
vedouci k sam&im nepbo samidim sterilnim rostliném, kterid se
provadi mechanickymi, chemickymi nebo biochemickymi
prostfedky. KriZové opyleni sam¢i sterilni rostliny pylem
riznych 1linii zajisti, Ze genom rostliny se sam@i sterilitou
a se zachovanou samic¢i fertilitou uniformné ziskd vlastnosti
obou rodicovskych linii. TudiZ transgenni osivo a rostliny
podle vynalezu se mohou uZit ve $lechténi 1linii zlep$enych
rostlin, c¢oZ napf. mize zvysit udinnost konvendnich metod
jako je oSetfeni herbicidem nebo pesticidem, a nebo se
obejdou bez té&chto metod vzhledem k Jjejich modifikovanym
genetickym vlastnostem. PF¥ipadné& nové plodiny se zlep3enou
toleranci k stresu se mochou ziskat tak, Ze vzhledem k jejich
optimalizovanému genetickému ,vybaveni“ je sklizeny produkt
lepSi kvality neZ prodkuty, které nebyly schopny tolerovat
srovnatelné nepfiznivé vyvojové podminky.

V semenarstvi jsou kvalita kliceni a uniformita osiva
nezbytnymi charakteristikami produktu, zatimco kvalita
kliceni a uniformita semen sklizenych a prodévanych farmafzi
nejsou tak ddleZité. JelikoZ je obtiZné udrZovat plodinu
v Cistém stavu bez pfim&si semen jiné plodiny nebo plevelu,
kontrolovat nemoci pfenié3ené semeny, a produkovat osivo
s dobrou kvalitou kliceni, zna&n& obsadhlé a dobfe definované
techniky vyroby osiva byly vyvinuty producenty osiva, ktefi
maji zkuSenosti s péstovanim, udriovanim a prodejem cCistého
osiva. Je bé&Znou praxi, Ze farma? kupuje certifikované o0sivo
odpovidajici kvalitativnim standardim, misto aby pouzZival
0sivo z wvlastni Grody. Materidl pouZivany jako osivo je

obvykle o3etfen ochrannou vrstvou obsahujici herbicidy,
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insekticidy, fungicidy, baktericidy, nematicidy, moluscicidy
nebo jejich r0zné smési. Obvykle wuZivané ochranné vrstvy
obsahuji sloucCeniny jako kaptan, karboxin, thiram (TMTD®),
metalaxyl (Apron®) a pirimifosmetyl (Actellic®). Pokud Jje to
potreba, tyto sloucCeniny tvori prostfedek spole&né s dalSimi
pomocnymi latkami, nosici, surfaktanty nebo adjuvans
usnadiujicimi aplikaci, jak se b&Zné uziva v oboru prostfedkd
pre ochranu pfed podkozenim bakterialnimi, houbovymi nebo
ZivoCisnymi  5kldci. Ochranni vrstva se miZze aplikovat
impregnaci osiva tekutym prostfedekm nebo kombinovanou
aplikaci kapalného a suchého prost¥edku. Jiné zplisoby
aplikace lze také pouzit, napt. pfimé oSetfeni pupend nebo
ploda.

Dalsi aspekt predkladaného vynalezu poskytuje nové

zemédélské zplsoby, Jjak Jje uvedeno vySe, které Jsoi

-

charakterizovany pouZitim transgennich rostlin, transgenniho
rostiinného materidlu nebo transgenniho osiva podle
pfedkladaného vynalezu. Vynalez poskytuje takové zemd&ddlské
zplsoby, kde se uZivd transgenni rostlina nebo jeji
potomstvo, které cbsahuji chiméricky gen podle vynédlezu
v mnozstvi dostatedném pro expresi k herbicidu rezistentni
formy cilovych protein&i herbicidu v rostliné, coZ poskytuje
toleranci k herbicidu.

Pro vypéstovani/vySlechténi potomstva rostlin
transformovanych zplsobem podle vynalezu lze uzit
nasledujici postup. Rostliny kukufice, ziskané jak je popséno
v dale uvedenych prikladech, se péstuji v nadobach ve
skleniku nebo v ptdé tak, jak je v oboru zndmo, a ponechaji
se kvést. Ze zralych samdich vlaken se ziskd pyl a pouZije se
k opyleni klasu téze rostliny, sesterské rostliny nebo
jakékoliv jiné poZadované rostliny kukufice. Stejné& tak klas

vyvijejici se na transformované rostliné se mdZe opylit pylem
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z téze rostliny, sestersxé rostliny nebc dakékeliv iiné
poZadované rostliny kukufice. Transformované peotomstvo

ziskané timto zpusobem se da odlisir Ccd netransformovanédno
potomsta tim, 3Ze obsahuje vneseny gen (geny) a/nebo srovnanim
genomovych DNA (genctypt) nebo orisiusdnych fencrypu.
Transformované potomstvo miZe byt
S jinymi rostlinami, tak Jak se to
rostlinou nesouci poZadovany znak. Podobné tabak nebo Jina
transformovana rostliny =ziskana timto zpisobem se mife
Samosprasit nebo krizir Zpusobem zndmym v oboru, aby  se

ziskalo potomstvo poZadovanych vlastnosts. Podocbné také dals:

o

transgenni organismy ziskané kombinaci zp@sobd znamych

vV oboru se zplsoby podle vynalezu se monou &Slechrir Zpusony

’_J

vV oboru znamymi, aby se ziskalo potomstvo poZadovanych
vlastnosti.

Vynalez je podrobnéji  ilustrovin v nasledu
Prfikladech, p#idems tyto priklady ho nijak neomezuiji.

~

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
izolace promotorove sekvence Protox-1 z Arabidopsis thaliana
Genomova knihovna Lambda Zap 11 2 Arabidopsis thaliana
(Columbia, cela rostlina) byla zakoupena od firmy Stratagene.
PZibliZn& 125 000 fagd bylo vyseto v hustoté 25 000 pfu
(»plaque forming units"“, jednotek tvoricich plaky) na 15cm
Petriho misku a duplikaty byly Ootisknuty na membranu
Colony/Plaque Screen (NEN DuPont). Duplikaty plakd pak byly

testovany pomoci sondy Protox-1 cDNA z Arabidopsis (sekvence
i. ¢. 1) znadené *p-gcTp metodou néahcdnych primers (Life
Technologies) . Hybridizace a odmyvani probéhly pfi 65 °C 23

podminek popsanych v Church a Gilbert, Proc. Natl. Acad. 3ci,



USA 81: 1951-1995, 1984. Pozitivné hybridizujici plaky byly

pfeCcistény a byly z nich vystfiZeny plazmidy pBluescript.
Q

ekvence 1inzertd genomové DNA Dbyly stanoveny Feté&zovou
terminadéni reakci pomoci dideoxytermindtori znacenych
fluorescenCni barvou (Applied Biosystems, Inc.). Jeden klon,

& sice AraPTlpro, byl identifikovdn jako klen obsahujici 580
bp diouhy dsek sekvence =z Arabidopsis, orientovany proti
sméru transkripce od inicianihio methioninu (ATG) proteinu
Protox-1 z Arabidopsis. Tento klon obsahuje také kédujici
sekvenci a introny zasahujici aZ k 1241 bp sekvence Protox-1
CDNA. 57 koncovy nekddujici fragment o délce 580 bp je domnély
Protox-l1 promotor =z Arabidopsis a jeho sekvence Je zde
3.

-

uvedena Jjako sekvence i.d&.
Plazmid AraPTlPro byl uloZen 14. prosince 1995 jako
pWDC-11 (NRRL &. B-21515).

Priklad 2
Konstrukce rostlinnych transformadnich vektora exprimujicich
zménény gen Protox-1 za nativnim Prctox-l promotorem
z Arabidopsis

cDNA plné délky pfislusSné zmé&néné protox-1 cDNA byla
izclovana Jjako fragment po dastedném Stépeni EcoRI-XhoIl
a klonovana do rostlinného expresniho vektoru pCGN1761ENX
(viz Priklad 9 Mezinarodni patentové prihl&sky
PCT/IBS5/00452, podané 8. 6. 1995, publikované 21. 12. 1995
jako WO 95/34639). Plazmid byl 3Sté&pen Ncol a BamHI, &im?
vznikl fragment obsahujici Gplnou protox-1 cDNA a terminator
transkripce ze 37 koncové netranslatované sekvence genu tml
z Agrobacteriﬁm tumefaciens. Plazmid AraPT1Pro popsany vyse
se 3Stépil Ncol a BamHI aby se ziskal fragment obsahujici
pBluescript a fragment o délce 580 bp obsahujici domnély

Protox-1 promotor. Ligaci (spojenim) téchto dvou fragmentd
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vznikla fazovand molekula, kde zmé&né&nad protox CcDNA je
cfipojena za nativni protox promotor. Expresni kazeta,
obsahuiici ,Protox-1 promotor/Protox~1 cDNA/tml termindtor",
je wvytriZena pomoci Kpnl a klonovana do binarniho vektoru
pCIB200. Binadrni plazmid je transformovan elektroporaci do
Agrobacterium a pak do Arabidopsis pouZitim vakuové
inflitra¢ni metody (Bechtcld et al., C.R.Acad. Sci. Paris
316: 1194-1199, 1993). Transformanty exprimujici zmé&né&né geny

rotox  se selektuji na kanamycinu nebo na raznych

o)

koncentracich herbicidu inhibujicicho protox.

(BN

Priprava rostlin tclerantnich k herbicidu tim, Ze exprimuj
fuzovany gen ,nativni Protox-1 promotor/zmén&nd Protox-1%
UZitim postupl uvedenych vy3e byla Protox-1 cDNA
z Arabidopsis obsahujici z&m&nu TAC na ATG (tyrosin na
methionin) v nukleotidech 1306 aZ 1308 sekvence Protox-1
(sekvence i.&. 1) spojena s nativnim Protox-1 promotorovym
fragmentem a transformovadna do Arabidopsis thaliana. Testy
v bakteriadlnim expresni systému bylo ukazano, Ze zm&nény
Protox-1 enzym (AraC-2Met) je vice ne? 10x vice tolerantni
k riznym Protox-1 inhibujicicm herbicidim ne? p#irozen& se
vyskytujici enzym (viz také scucdasn® podand Mezinarodna
patentova pfihlad3ka ,Molekuly DNA  kédujici rostlinnou
protoporfyrinogenoxidazu a jeji mutanty rezistentni
k inhibitoru™, ¢&. PH/5-20757/P1/CGC1847). Semena 2z vakuové
infiltrovanych rostlin byla sebrdna a vyseta v prostredi
S protox 1inhibujicicm aryluracylovym herbicidem (v rozmezi
10,0nM a2z 1,0uM) podle vzorce XVII. Opakované pokusy
s divokym typem Arabidopsis ukézaly, Ze koncentrace 10 nM
této slouCeniny Jje dostatednd k tomu, aby =zabranila

normalnimu kliceni semendCkd. Transgenni semena exprimujici



zménény €nzym  AraC-2Met Spojeny s nativnim  Protox-1

promotorem vykli&ila V. normdlni semenacky pri koncentraci
herbicidu a3 500nM, coz dokazuije alespo 50x vy3$8i toleranci
k herbicidu ve Srovndni s Arabidopsis divokého typu. Tento
fazovany gen »Promotor/zm&nény Protox enzym™ plsop: také jako
~Ucinny selektovatelny marker pro rostlinnou ransformaci.
Nékolik rostlin, které vykli¢ily na koncentraci 100 nM protox
inhibujiciho herbicidy bylo Pfesazeno do pldy, pé€stovnano
2 az 3 tydny a zkou3eno POstEikovym testem s ridznymi
koncentracemi protox inhibujicicho herbicidu. Pokud se
Srovnaly s kontrolnimi rostlinami transformovanYmi prézdnym
Vektoren, transgenni rostliny AraPTlPro/AraC—QMet mély

toleranci k herbicidovémy Postfiku vice nes 10x vysss,
Pfiklad 4

Genomova knihovna kukurice (Zea mays, inbredni linie
Missouri 17, etiolované Semenacky) ve vektoru Lambda FIX IrI
byla zakoupena od firmy Stratagene. PFibliZnad 250 000 fagn
bylo vyseto v hustot& j5p 000 pfu (»plaque forming units",
jednotek tvoficich plaky) na 15em Petriho misku a duplikaty
byly otisknuty ng membrany Colony/Plaque Screen (NEN DuPont) .
Duplikaty plakd pak byly Cestovany bomoci sondy Protox-1 cdna
2 kukufice (sekvence 1. &. 5) zna&ené *2p-dcTp metodou
néhodnych Primerd (Life Technologies). Hybridizace a odmyvani
probéhly o#i &5 °C za podminek Popsanych v Church 2 Gilbert,
Proc. Nat1, Acad. Sci. vysa 81: 1991-1995, 1934, Ze t?Pi
pozitivné hybridizujicich plakd byl izolovan fag lambda
pomoci soupravy Pro izolaci Wizard Lambda Preps DNA
Purification System (Promega) . Analyza uZitim restriké&niho
Stépeni, hybridizace a Sekvendni analyzy  DNA vedla

k identifikaci klonu obsahujicicho asi 3,5 kB genomové DNA



z kuku¥ice lckalizované na 5°-konci Protox-1 kéduijici

sekvence jiZ dfive izolované jako klon cDNA. Ma se za to, zZe
tento fragment obsahuje Protox-1 promotor kukufice. Sekvence
tohoto fragmentu je zde uvedena jako sekevnce i.&. 14. Tato
sekvence je od nukleotidu 1 k nukleotidu 3532 nekddujici
sekvenci. Nuklectidy 3533 a# 3848 této sekcence kdéduji
5° konec proteinu Protox-1 z kukuPice.
Plazmid obsahujici sekvenci 1.&. 14 spojenou se zbytkem
Cci sekvence Protcx-1 z kukuZice byl uloZen 19. bfezna
4

1996 jako pWDC-14 (NRRL &. B-215

g
¢

iklad 5

O

nstrukce vektorl pro transformaci rostlin

Existuje mnoho destupnych vektord, které jsou vhodné pro
transformaci rostlin a promctory nebo chimérické geny podle
predkladaného vynélezu se mohou pouZit ve spojeni
s Jjakymkoliv z téchto vektorfl. Vybdr vektoru bude zaviset na
zvolené technice transformace a na cilovém rostlinném druhu,
ktery md& byt transformovdn. Pro ndkteré cilové druhy mohou
byt vyhodn& rdznd antibiotika nebo herbicidy jako seleké&ni
markery. Selek&ni markery rutinné vyuZivané v transformaci
obsahuji gen nptII, ktery Jje nositelem rezistence ke
kanamycinu a pfibuznym anribiotikam (Messing a Vierra, Gene
19: 259-268, 1982, Bevan et al., Nature 304: 184-187, 1983),
gen bar, udilejici rezistenci k fosfinotricinu (White et al.,
Nucl. Acids Res. 18: 1062, 199¢, Spencer et al., Theor. Appl.
Genet. 79: 625-631, 1990), gen hpn udilejici rezistenci
k antibiotiku hygromycin (Blochinger a Diggelmann, Mol. Cell
Biol. 4: 2929-2331) a gen dhfr, poskytujici rezistenci
k methotrexatu (Boucuis et al., EMBO J. 2(7): 1099-1104.
1983).



I. Konstrukce vektora vhodnych pro transformaci

prostfednictvim Agrobacterium tumefaciens

Existuje mnoho dostupnych vektorl pro transformaci
pomoci Agrobacterium tumefaciens. Tyto vektory typicky nesou
alespon jednu hranic¢ni sekvenci z  T-DNA a prikladem takovych
vektorl jsou napf. pBIN19 (Bevan, Nucl. Acids Res. 1984) a
pX¥Z. V nasledujicim odstavci Jje popsana konstrukce dvou
typickych vektorua.

Konstrukce vektord pCIB200 a pCIB2001: Binarni vektory
cCIB200 a pCIB2001 byly uZity pro konstrukci rekombinantnich
vektord vhodnych pro transformaci pomoci Agrobacterium a byly.
cfipraveny jak Jje dale popséano. pTJS75kan byl vytvoren
naitépenim pTJS75 NarI (Schmidhauser a Helinski,
J. Bacteriol. 1e4: 446-455, 1985), <&imZz se vy3tépil gen
tetracyklinové rezistence, a pak se vlozil AccI fragment
z pUC4K nesouci NPTII (Messing a Vierra, Gene 19: 259-268,
1982, Bevan et al., Nature 304: 184-187, 1983, McBride et
al., Flant Molecular Biolgy 14: 266-276, 1990). Linkery
(spojky) XhoI byly ligovany k EcORV fragmentu z pCIB7, ktery
obsahuje levou i pravou hranici z T-DNA, rostlinny
selektovatelny chiméricky gen nos/nptII a polylinker pUC
(Rothstein et al., Gene 53: 153-161, 1987), a fragment
nastépeny Xhol byl klonovédn do pTJS75kan nadtépeného SalT,
¢imz wvznikl pCIB200 (viz také EP 0 332 104, p#iklad
19(1338)). pCIB200 obsazhuje nasledujci jedinednd restrikdni
mista v polylinkeru (viceCetném 3t&pném misté): ECORI, SstI,
KpnI, BglII, Xbal a Sall. pCIB2001 je derivat pCIB200, ktery
byl vytvoren vloZenim dalsSich restrik&nich mist do
polylinkeru. JedineCnd restriké&ni mista v polylinkeru
pCIB2001 jsou EcoRI, SstI, KpnI, BglII, Xbal a Sall, Mlurl,
BclI, AvrII, Apal, Hpal a Stul. pCIB2001, krom& t&chto

dodateénych restriké&nich mist, obsahuje geny pro



kanamycinovou selekci v bakteriich a rostlindch, levou

a pravou hranici z T-DNA pro transformaci zprosttedkovanou
Agrobacterium, funkci trfA odvozenou z RK2 pro mebilizaci
mezi E. coli a jinymi hostiteli, a také funkce OriT a OriV
z RK2. Polylinker pCIB2001 Jje vhodny  pro klonovéani
rostlinnych expresnich kazet obsahujicich vlastni regula&ni
signaly.

Konstrukce plazmidu pCIB10 a jeho derivata pro selekci

1 1C1

hygromycinem: bin&rni vektor pCIB10 obsahuje gen kéduj
kanamycinovou rezistenci pro selekci v rostlinéch, sekvence
levé a pravé hranice z T-DNA a sekvence z plazmidu pRX252 °
s Sirokym spektrem hostitelll, co? mu dovoluje replikovat se

-

Jak v E. coli tak v Agrobacterium tumefaciens. Jeho
kenstrukci popsal Rothstein et al.(gene 53: 153-161, 1937).
Byly konstruovdny rlzné derivaty pCIB10, které obsahuji gen
pro hygromycin—B~fosfotransferézu, jak popsali Gritz et al.
(Gene 25: 179-188, 1983). Tyto derivaty umcZiuji selekci
transgennich rostlinnych bunék pouze na hygromycinu (pCIB743)

nebo na hygromycinu a kanamycinu (pCIB715 a pCIB717).

IT. Konstrukce vektord vhodnych pro transformaci Dbez
Agrobacterium

Transformace bez pouZiti Agrobacterium  tumefaciens
obchazi poZadavek na pFitomnost sekvenci T-DNA ve vybraném
transformadnim vektoru a tudiz vektory postariddajici tyto
sekvence se daji pouZit krom& vektors obsahujcich T-DNA
pepsanych vySe. Techniky transformace, které nespoléhaji na
Agrobacterium, zahrnuiji takové techniky transformace jako je
bombardovani mikroCasticemi, prijem protoplasty (pomoci PEG
nebo elektroporaci) nebo mikroinjekce. Vyb&r vektorll zAavisi

hlavné na zplsobu selekce vybraného druhu, ktery ma byt



transformovan. V. nasledujicim odstavcich se popisuie

konstrukce nékolika typickych vektors.
Konstrukce pCIB3064: pCIB3064 je vektor odvezeny od pUC
a je vhodny pro techniky priméhc pfenosu genl v kombinaci se
selekci pomoci herbicidu basta . (fosfinotricinu). Plazmid
pCIB246 obsahuje CaMVv 35S promotor operativné spojeny s genem
GUS z E. coli a CaMV 358 Cranskripénim termindtorem Jak Jje
£

popsaano v Mezindrodni paten

ot
O
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promotor tohotc vextoru obsahuje dvé ATG sekvence na 5" -konci
od startovaciho mista. Tvto sekvence byly mutovany pomoci
standardni PCR techniky tak, Ze oba kodony TG Dbyly
odstranény a vznikla tak restrikkdni mista pro Sspl a Pvull.
Nové restrikdni mista jsou wvzdalena 96 bp =& 37 bo od
jedineé&ného mista Sall a 101 bp a 42 bp od skute
startovaciho mista. Vysledny derivat plazmidu pCIB246 byl
nazvan pCIB3025. Gen GUS byl pak wvystfiZen =z pCIB3025
Stépenim Sall a SacI, konce byly zatupeny a byl znovu spojen,
¢imZ vznikl plazmid pCIB3060. Plazmid pJIT82 byl ziskén
z John Innes Centre, Norwich, a byl =z né&ho vysStépen Smal
fragment velikosti 400 bp obsahujici gen bar ze Streptomyces
viridochromogenes, a vlofen do Hpal mista pCIB3060 (Thompson
et al., EMBO J. 6: 2515-2523, 1989). Tak vznikl poCIB3064,
ktery obsahuje gen bar pod kontrolou CaMV 35S promotoru
a terminatoru pro selekci herbicidem, gen pro ampicilinowvou
rezistenci (pro selekci v E. coli) a polylinkker
S JedineCnymi misty SphI, PstI, HindIII & BamHI. Vektor je
vhodny pro klonovani restlinnych expresnich kazet
obsahujicich vlastni regulacni signaly.

Konstrukce pSOG19 a pSOG35: PSOG35 je transformadni
vektor, ktery vyuZiva gen pro dihydrofoldtreduktdzu (DHFR)
z E.colil poskytujici rezistenci k methotrexatu jako

selektovatelny marker. PCR byla uZita pro amplifikaci 35S



promotoru (asi 800 bp), intronu 6 z genu Adhl kukufice (asi

350 bp) a 18 bp useku netranslatované vedouci sekvence GUS
z plazmidu £S0G10. Fragment dlouhy 250 bp kbédujici
dihydrofolatreduktazu typu II z E. coli byl aplifikovan také
pomoci PCR a tyto dva fragmenty byly spojeny prostrednictvim
Scal-PstI fragmentu z pBIZ221 (Clontech), ktery obsahuje
kostru vektoru pUC a terminator nopalinsyntazového genu.
Spojenim fragmentd vznikl rlazmid pS0G19, ktery obsahuje 35S
promotor spojeny se  sekvenci intronu 6, GUS  vedouci
sekkvenci, genem DHFR a termindtorem nopalinsyntazy. Néhradou_
GUS vedcuci sekvence v ©30G19 vedouci sekvenci z viru
chlorotické skvrnitosti kukufice (MCMV) vznikl vektor pSOG35.
pPSOG1S a pS0G35 nesou gen pro ampicilinovou rezistenci =z pUC
a majil mista HindIII, SphI, PstI a EcCoRI dostupnd pro
klonovani cizich sekvenci jako Jjsou nap?. chimérické genové

sekvence obsahujici rostlinny protox promotor.

Priklad 6

Konstrukce chimérickych gend/rostlinnych expresnich kazet
Kdédujici sekvence zamy$lené pro expresi kontrolovanou

Protox promctorem v transgennich rostlinadch se mohou vlioZit

do expresni kazety za vhodny protox promotorem a pfed vhodny

transkripéni trerninator. Vysledny chiméricky gen pak mbzZe

byt snadno pfenesen do nékterého z rostlinnych

transformadnich vektorn popsanych v pfikladu 5.

I. Vybér protox promotoru

Podle predkladaného vynadlezu chiméricky gen bude
obsahovat rostlinny protox promotor. Vybér specifického
protox promotoru pouZitého v chimérickém genu je v rukach
kazdéhc Jednotlivého odbornika, adkoliv obecnd vyhodny je

promotor z rostlinného druhu blizce pfibuzného ¢i



nejvyhodnéji identického s druhem, ktery m& obsahovat

vysledny chiméricky gen. Tak napr. pokud je cilem vloZit
chiméricky gen do kukufice, je vyhodné uZit protox promotor
z jednodélozZné rostliny a nejvyhodné&jsi ije protox promotor

z kukutfice.

II. Termindtory transkripce

Mnoho rlznych terminatord jJe k dispozici pro poufiti
v expresnich kazeté&ch. Terminatory zodpovidaji za ukondent
transkripce =za transgenem a jeho spréavnou polyadenylaci.
Vhodné terminatory transkripce jsou takové, o kterych je'
znamo, Ze funguji v rostlinnich a pat?i mezi né nap?. CaMVv
35S termindtor, tml terminator, termindtor nopalinsyntazy,
terminator E9 genu rbcS z hrachu a také termindtory pfirozend
Se vyskytujici ve spojeni s protox genem (tj. protox
termindtory). Ty se mohou pouzit jak v jednodéloZnych tak i

ve dvoudéloZnych rostlinach.

III. Sekvence pro zvyZeni nebo regulacl exprese

Byly nalezeny mnohé sekvence zvySujici genovou expresi
transkripéni jednotky a Cyto sekvence se mohou uZit ve
spojeni s geny podle pfedkléddaného vynalezu pro zvySeni
jejich exprese v transgennich rostliné&ch.

Bylo ukdzdno, Ze rizné sekvence intronl zvy3uji expresi,
zv1la3té v bunkach jednodéloZnych rostlin. Napf. introny genu
Adhl z kukufice vyznamné zvySuji expresi divokého typu genu
S pfibuznym promotorem, pokud jsou vloZeny do bun&k kukufice.
Zejména intron 1 se ukazal zvlasté ucinny a zvy$oval expresi
v konstruktech s genem chloramfennikolacetyltransferézy
(Callis et al., Genes Develop. 1: 1183-1200, 1987). V témle
pokusném systému intron z genu bronzel kukufice mél podobny

i¢inek na zvySeni exprese (Callis et al., viz vyse).



Intronové sekvence se rutrinnd vkléadaji de vektorldl pro

transformaci rostlin, v&t3inou s netranslatovanou vedouci
sekvenci.

Také mnohé netranslatované vedouci sexvence odvozenéd
z vird  zvy$uji  expresi, a isou  zvlddté  a&inné  ve
dvoudéloZnych rostlinach. Vedouci sekvence viru mozaiky
tabaku (TMV, ~W-sekvence“), viru chlorotické SKvrnitosti
kukurice (MCMV) a viru mozaiky vojtésky (AMV) jsou adinné ve
zvySeni exprese (nap¥. Gallie et al., Nucl Acids Res. 15:
8696-8711, 1987, Skuzeski et al., Plant Mcl. Biol. 15: 65-79,
1990).

IvV. Cileni genového produktu v bufice

2
3

v rostlinéch existuii riazné mechanismy cileni
(,targeting™) genovych produktd a nékteré sekvence
kontrolujici fungovani té&chto mechanismi byly do Jisté mir
popsany. Nap?. cileni genovych produkt® do chloroplastu Se
Fizeno signé&lni sekvenci nalezenou na N-konci proteinu, krera
je odétépena bé&hem importu do chloroplastu, &im? vnika
maturovany protein (nap#. Comai et al., J. Biol. Chem. 263:
15104-15109, 1988). Takové signalni sekvence se mohou spojit
s heterolognimi genovymi produkty a import heterolcgnich
produktd se tak nasméruje do chloroplastd (van den Broeck et

al., Nature 313: 358-363, 1985) . DNA kédujici vhodné signé&lni

oy

ic

sekvence miZe byt izolovdna =z 5 -koncd CDNA kddujic
proteiny RUBISCO, CAB, EPSP syntéazu, GS2 a mnoho dalsic

=y

protein o kterych e znamo, Ze  jsou lokalizovany
v chloroplastu.

Jiné genové produkty  jsou lokalizovany v jinych
organelach jako nap?. mitochondriich a peroxisomech (napr.
Unger et al., Plant Mol. Biol 13: 411-418, 1989). cDNA

kédujici tyto produkkty miZe byt také zm&nena tak, Ze se



oviivni cileni heterolognich produktd do téchto organel.

. Py

Pfiklady takovych sekvenci jsou jadrem kédované ATPazy a pro

mitochondrie specifické isoformy zspa rtataminotransferazy.

Cileni do buné&énych proteinovych télisek bylo popsano
Rogersem et al.(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6512-6516,
1985).

Kromé tono byly charakterizovany sekvence, které
zplsobuii cileni genovych preduktli de  Jjinych bun&&nych

- Aminckoncové sekvence jsou zodpovédné za cileni
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do ER, apoplastu, a extraceluldrni sekreci z aleuroncvych
unék, jak popsali Koehler a Ho (Plant Cell 2: 769-783,
18¢0). Navic, aminckencové sekvence spclecné
s karbecxykoncovymi sekvencemi jsou =zodpovédné =za cileni
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genovych produktld do vakuoly (Shi
14: 357-368, 1990).

Spojenim vhodné cilové sekvence popsané vysSe se sekvenci
poZadovanéno transgenu je mo¥né nasmdrovat produkt transgenu
do jakékoliv organely nebo bun&dného kompartmentu. Pro cileni
do chloroplastu se nap?. chloroplastovd signdlni sekvence
z genu RUBISCO, CAB, EPSP syntdzy nebo GS2, spoji do ¢&teciho

rédmce s zaminokoncovou ATG transgenu. Vybranid signdlni

sekvence by méla obsahovat znama Stépnad mista a konstruovany

fazovany gen musi zahrnovat vSechny aminokyseliny,
a dujici po 3Stépném mistd, které je wvyZadovadno pro

Stépeni. V né&kterych pfipadech tomuto pofadavku lze vyhovét
tim, Ze se prida maly pocet aminokyselin nezi Stépné misto
a ATG transgenu nebo se nahradi nékteré aminokyseliny
v sekvenci transgenu. Konstrukty pro import do chloroplastu
se mohou testovat na udinnost pfijmu chloroplasty pomoci in
vitro translace in vitro transkribovaného konstruktu
nasledované in vitro pfijmem do chloroplastu metodou popsanou

Bartelettem et al. (In: Edelman et al. (eds.) Methods 1in



Chloroplast Molecular Biology, Elsevier, s. 1081-1091, 1982)
& Wasmann et al. (Mol. Gen. Genet. 205: 446-453, 1986). Tyto

konstrukéni techniky jsou v oboru dob¥e znamy a daji se
shodné pouZit pro mitochondrie i peroxisomy. Vybér toho, jak
cilit expresi transgenu zAavisi na bund&né lokalizaci
prekurzoru, ktery je nutny jako vychozi bod pfisludné
metabolické drahy. Cileni bude obvykle do cytosolu nebo
chlioroplastu, adkoliv v urc¢itych pfipadech miZe byt do
mitochodrie nebo peroxisomu. Produkkkt transgenni exprese
normalné nevyZaduje ZA&dné cileni do ER, apoplastu nebo
vakuoly.

VySe popsané mechanismy bun&dného cileni se mohou uZit
ve spojeni s rostlinnymi protox promotory tak, aky se
ovlivnilo specifické cileni genu, jehoZ transkripce je Fizena
promotorem, jehoZ vzorec exprese je odlisny od promotoru, ze

keterého byl odvozen cilovy signél.
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Techniky transformace jednodéloZnych  rostlin jsou
v oboru dobfe znamy a patfi k nim techniky zaloZené na
Agrobacterium tumefaciens i techniky, které Agrobacterium
nevyzaduji. K technikadm bez Agrobacterium pat¥#i pFrijem
exogenniho genetického materidlu primo protoplasty nebo
burikami. Toho 1lze dos&hnout pomoci PEG nebo elektroporaci
zprostredkovaného pfijmu, bombardovanim mikroCasticemi nebo
mikroinjekcemi. Pfiklady té&chto technik popsali Paszkowski et
al. (EMBO J. 3: 2717-2711, 1984), Potrykus et al. (Mol. Gen.
Genet. 199: 169-177, 1985), Reich et al. (Biotechnology 4:
1001-1004, 1986) a Klein et al. (Nature 327: 70-73, 1987).

V kaZzdém takovém pripadé byly celé rostliny regenerovany
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z transformovanych bunék uZitim standardnich technik znamyc
v oboru.

Transformace zprostfredkovanéd pomoci Agrobacterium je
vyhodna technika transformace dvoud&lo?nych rostlin vzhledem
k vysoké u&innosti transformace a mo?nosti vyuzit 3ji pro
Siroké spektrum r@znych druhd. Mezi mnohé druhy zrutinné
transformovatelné Agrobacterium patrfi tabak, rajce
(EP 0 249 432, Calgene), slunednice, bavinik (EP 0 317 511y,
repka (WO 87/07299, Brassica, Calgene), brambor, soja,
vojté&3ka a topol (US 4 795 8§55).

Transformace cilového rostlinného druhu rekombinantnim
Agrobacterium vét3inou zahrnuje ko-kultivaci Agrobacterium
s explantaty z rostlin podle protokeold, které jsou v cboru
dobfe znamy. Transformované pletivo, nesouci marker
rezistence k antibiotiku nebo herbicidu mezi hranicemi T-DNA

bindrniho vektoru, se pak regeneruje na selekénim médiu.

Priklad 8
Transformace jednod&loZnych rostlin

Transformace vét3iny druhd jednod&loZnych rostlin se
dnes stala také rutinni technikou. Vyhodna technika zahrnuje
primy transfer gend do protoplastd u¥itim PEG nebo
elektroporacni techniky, nebo bombardovani kalusového pletiva
mikroCasticemi. Transformace se miZe provést s Jjednim druhem
DNA nebo vice druhy DNA (tj. ko-transformace) a oba zplsoby
jsou vhodné pro pouZiti v tomto vynadlezu. Ko-transfocrmace
miZe byt vyhodnd v tom, Ze neni treba konstruovat komplexni
vektor, a Ze wvznikaji transgenni rostliny, kde lokusy
transgenu a selektovatelného markerového genu nejsou ve
vazbé&, coZ umoZiuje v dalsi generacl odstranit selektovatelny
marker, pokud je to Zadouci. Avsak nevyhodou ko-transformace

je frekvence men3i ne? 100% se kterou se jednotlivé druhy DNA



integruji do genomu (Schocher et al., Biotechnology 4: 1093-
1096) .

Fatentové pfihlasky EP 0 292 435 {(Ciba=~-Geigy),
EP 0 392 225 (Ciba-Geigy), WO 93/07278 (Ciba-Geigy) a Patent

U.S. 5 3560 689 (Ciba-Geigy) popisuji uplsoby pPipravy kalusu
a protoplastd z elitni inbredni linie kukufice, transformaci
protoplastd pomoci PEG nebo elektroporaci a regeneraci
rostlin kuku¥ice z transformovanych protoplasti. Gordon-Kamm
et al.(Plant Cell 2: 603-618) a Fromm et al. (Biotechnology 8:
833-839, 1990) popsali techniky transformace linie kukufice
odvozené z Al88 metodou bombardovani mikrodadsticemi. Také
Mezinarodni patentovd pfihlddka WO 93/07278 (Ciba-Geigy)
a Koziel et al.(Bictechnology 11: 194-200, 1993) popisuji
transformaci elitni linie kukufice bombardovanim
mikroCasticemi. P#i tomto zpGsobu transformace se uZivaji

nezrala embrya kukufice o délce 1,5 aZ 2,5 mm vyriznuta

Q.

z kukuficného klasu 14 aZ 15 dni po opyleni a pro vlastni
bombardovani se uZiva zafizeni PDS-1000He Biolistics.

Transformace ryZe se miZe provést také technikou pfimého
pfenosu genl s vyuZitim protoplastd nebo bombardovani
mikroCasticemi. Transformace prostfednictvim protoplastl byla
popsana jak pro ryzi typu Japonica tak i typu Indica (Zhang
et al., Plant Cell REp. 7: 379-384, 1988, Shimamoto et al.,
Nature 338: 274-277, 1989, Datta et al., Bitechnology 8: 736-
740, 1990). Oba typy jsou také rutinnd transformovatelnéd
metodou bombardovani mikrodésticemi (Christou et al.,
Biotechnology 9: 957-962, 1991).

Patentovd prihla3ka EP 0 332 581 (Ciba-Geigy) popisuje
zpisob vytvofeni, transformaci a regeneraci protoplastu
z trav skupiny Pooideae. Tento zp@sob umoZfiuje transformovat
pSenici a trdvu Dactylis sp. Krom& toho byla popséana

transformace pSenice metodou bombardovani mikrocasticemi




bunéx dlcuhodobé regenerovatelného kalusu typu C (Vasil et

al., Biotechnology 10: 667-674, 1992) a nebo metodou
bembardovani  mikroCasticemi  nezralych embryi a kalusu
odvozeného z nezralych embryi (Vasil et al., Biotechnology
1553-1558, 1993, Weeks et al., Plant Physiol. 102: 1077-
1084, 1993). Vyhodny zplsob transformace psSenice vSak
zahrnuje transformaci p3enice bombardovanim nezralych embryi
mikroCdasticemi a také =zahrnuje krok s pouzitim vysoké
koncentrace sacharézy nebo maltézy pred vlastnim prenosem
gend. PFred bombardovani mikrodasticemi se libovolny pocet
embryi (délky 0,75 aZ 1,00 mm) vyseje na misku s MS médiem
obsahujicim 3% sacahrézu (Murashige a Skoog, Physiologia
Plantarum 15: 473-497, 1962) a 23 mg/l 2,4-D pro indukci
somatickych embryi, a ponechaji se ve tm&. V den kdy ma dojit
k bombardovani mikrodasticemi se embrya odstrani z induk&niho
média a umisti se na osmotikum (tj. indukéni médium se
zvySenou koncentraci sacharbézy nebo maltédzy, typicky a2z na
15 %). Ponechd se probé&hnout plazmolyza embryi po dobu 2 a? 3
hedin a pak se embrya podrobi bombardovani mikroCasticemi.
Typicke je 20 embryi na Jjedné cilové destiCce, ale tato
hodnota neni kriticka. Vhodny plazmid nesouci poZadovany gen
(napZ. pCIB3064 nebo pSG35) se necha precipitovat na zlatych
mikroCisticich velikosti radové mikrometru standardnim
postupem. KazZdad cilovd destidka s embryi je odtsfelovana
pomoci heliového zaFizeni Biolistics firmy DuPont pouZitim
tlaku pfribliZné 1000 psi a standardni sitky kalibru 80. Po
bombardovani se umisti embrya na 24 hodin do tmy (stale na
osmotiku), aby se vzpamatovala. Po 24 hodinach se embrya
premisti zpd&t na induk&ni médium, kde ztstanou asi m&sic ne?
zaéne regenerace. P¥iblizné pPo mésici se explantaty embryi
s vyvyjejicim se embryondlnim kalusem premisti na regeneradni

médium (MS + 1 mg/l NAA, 5 mg/l GA) navic obsahujici seleké&ni
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agens (10 mg/l basta v pfipad® plazmidu pCIB3064 a 2 mg/l
methotrexatu v pripadé pSO0G35). PribliZné po daldim m&sici se
vyvyjejici vyhonky prytu premisti do vétSich sterilnich nadob
znamych jako ,GA7“ obsahujicich MS poloviéni koncentrace, 2%
sachardzu a stejnou koncentraci selek&niho agens. Mezinarodni
patentova pfihlaSka WO 94/138 22 popisuje zplsob transformace

pSenice a timto se zde na ni odkazujeme.

Priklad 9
Konstrukce rostlinného transformacniho vektoru, ktery
exprimuje zménény Protox-1 gen za nativnim Protox-~1
promotorem

Fragment genomové DNA =z kukufice o délce 3843 bp
(sekvence 1. &. 14) se vyjme z izolovaného klonu faga lambda
pomoci castelného 3Stépeni SalI-Kpnl a liguje se s KpnI-NotI
fragmentem odvozenym =ze zmén&né Protox-1 CcDNA =z kukurice,
ktery obsahuje zamé&nu alaninu za leucin v aminokyseliné 164
(sekvence i. ¢. 6). Tak se vytvofri spojenl nativniho Protox-1
promotoru z kukufice s cDNA plné délky, kterd poskytuije, jak
bylo ukézéno, toleranci k herbicidu v bakteriilnim Systénu
(viz souCasné podand Mezindrodni patentovd pfihléska
~Molekuly DNA kédujici rostlinnou protoporfyrinogenoxidazu
a jeji muténty rezistentni k inhibitoru®, C.PH/5-
20757/P1/CGC1847, prfiklady 8 aZ 13). Tento fazovany produkt
je klonovan do vektoru odvozeného z plazmidu pUC1S8
obsahujicihoc CaMV 353 terminitorovou sekevenci, &imZ se
vytvori kazeta »~Protox promotor/zménéna protox
CDNA/termindtor". Plazmid obsahujici tuto kazetu byl nazvan
pWCo-1.

Druhy konstrukt pro transformaci kukufice je vytvofen
vlozenim prvniho intronu nalezeného v kébdujici sekvenci

v kukufic¢ném genomovém klonu zpét do cDNA kukufice. VloZeni




je provedeno standardnim zptisobem ocmoci PCR fize s pfesahy.

Intron (sekvence i. &. 25) He dlouhy 93 bp a je vloZen mezi

[

nuklectidy 203 a 204 sekvence . &. 5, la shodné s tim,
jak Jje v ptirozeneém kontextu v klonu 1 ambda popsaném

v pfikladu 4. Tato verze expresni kazety cbsahujici intron

byla nazvana pWCo-2.

P¥iklad 10
Demonstrace aktivity Protox-1 cromotoru kukufice
v transgennich rostlindch kukufice

Rostliny kukufice transficrmované kazetou ~protox
promotor kukufice/zménény protox™ byly identifikovény
analyzou PCR s primery specifickymi pro transgen. Celkovd RNA
byla pfipravena z rostlin pozitivnivh v PCR a byla reverzné&
transkribovédna pomoci socup ravy Superscript M-MLV (Life
Technologies) za doporuCenych podminek. 2 ul reakdni smé&si
Z reverzni transkripce byly pcouzity pro reakci PCR
specifickou pro zménénou protox sekvenci. Zatimco
netransformované kontroly neposkytly v této reakci Zadny
produkt, pfibliZn& 85 % rostlin transformovanych pWCo-1
poskytlc pozitivni vysledky, coZ ukazuje na pritomnost mRNA
pochazejici z transgenu. To demonstruje Jjistou Grovni
aktivity protox promotoru kuku¥ice. RNA 7 transgennich
rostlin kukufice se také analyzovala standardnim northernovym
prenosem s radicaktivné znaenou sondou, CcoZ byl fragment
protox cDNA kukufice (sekvence 1i. &. 5). V nékterych
transgennich rostlinach byla zjisténa vy33i hladina Protox-1
mMRNA nez v netransformovanych kontrolach. Lze se domnivat, Ze
tato zvy3end hladina mRNA Je disledkem exprese zménéné

protox-1 mRNA z klonovaného Protox promotoru kukutice.
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Pfiklad 11

Izolace Protox-1 Promotorové sekvence z Tepy cukrovky

Genomové knihovna ve vektoru Lambda Fix TIJ z Fepy
cukrovky byla prfipravena firmou Stratagene. Pfiblisns 300 000
pfu bylo vyseto 2 testovano pomoci sondy Protox-1 cDNA
zZ Fepy cukrovky (sekvence i. ¢, 17 stejné jak je popsanoc
v pfikladu 4. Pomoci restrikd&niho Stépeni, hybridizace
@ analyzy sekvence DNA byl identifikovan lambda klon
obsahujici 7kb Usek genomické DNA repy Ccukrovky lokalizovany
od 5° konce x6dujici sekvence jiZz dfive izolované jako cDNA
klon. PstI-SAlz fragment dlouhy 2606 bp byl subklonovén.
z lambda klonu do vektcoru PBluescript. Tento fragment
obsahuje 2068 bp dlouhy usek S nekddujici sekvence a Obsahuje
také protox-1 promotorovou sekevnci. Obsahuje také prvnich
453 bp z protox-1 kébdujici sekvence a 85 bp =z intronu
cbsaZeného v kédujici sekvenci. Sekvence tohoto fragmentu je
zde uvedena jako Sekvence i. &. 26.

Plazmid Obsahujici sekvenci i. &. 26 byl wuloZen .
prosince 199¢ jako pWDC-20 (NRRL &. B-21650).

Priklad 12
Konstrukce rostlinného transformaéniho vektoru, ktery
exprimuje zZménény Protox-1 gen z Tfepy cukrovky za nativnim
protox-1 promotorem z fepy cukrovky

Fragment genomové DNA fepy Cukrovky (sekvence i. &. 26)
byl vyimut 2 genomovéeho subklonu pPopsaneho v prikladu 11 jako

SacI-BsrGI fragment obsahujici 2068 bp =z 5 -nekdéduiici

pochazejicicm ze zménéné Protox-1 CDNA, ktera Obsahuje zam&ny
tyrosinu za methionin v aminokyseling 449 (sekvence i.&. 18).

Tim Je vytvofena f(ze nativniho protox-1 promotoru fepy




cukrovky s <cDNA plné délky, kterd poskytuje toleranci

k herbicidu v bakteridlnim systému (viz souclasné& podané
Mezinarodni patentovd pfihlaska ~Molekuly DNA kécdujici
rostlinnou protoporfyrinogenoxidazu a jeji mutanty
rezistentni k inhibitoru“, &. PH/5-20757/P1/CGC1847). Tento
fuzovany produkt byl klonovadn do vektoru odvozeného z pUC18
obsahujiciho CaMV 35S termindtorovou sekvenci, a tim se
vytvorila kazeta »Protox promotor/zménéna protox
CDNA/termindtor“. Plazmid obsahujici tuto kazetu byl nazvan
pWCo-3.

Priklad 13

Prfiprava k Therbicidu tolerantnich rostlin exprimujicich
fuzovany gen o~nativni Protox-1 promotor z fepy
cukrovky/zmé&nény Protox-1 z Fepy cukrovky"

Expresni kazeta 2z pWCo-3 se transformuje do rostlin
fepy cukrovky kterymkoliv zplisobem transformace vhodnym pro
dvoudéloznéa rostliny, véetenéd pouZiti Agrobacterium,
protoplastd nebo bombardovani mikrodasticemi. Transgenni
rostliny exprimujici zmé&nény protox-1 enzym se identifikuji
pomoci RNA-PCR a testuji se na toleranci k protox-inhibujicim
herbicidim v koncentracich, keré jsou letdlni pro

netransformované rostliny repy cukrovky.

Pfedkladany vyndlez byl popsan vzhledem ke specifickym
provedenim vyndlezu, ale rfizné variace a modifikace provedeni
jsou moZné a také tyto variace, modifikace a rtizna provedeni

je tfeba povaZovat za soulast predkladaného vynalezu.




Seznam sekvenci

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 1-:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1719 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(1ii) HYPOTETICKA: ne
(iv) ANTI-SENSE: ne

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Arabidopsis thaliana

(vii) BEZPROSTREDNI ZDROJ:
(B) KLON: pWDC-2 (NRRL B-21238)

(ix) ZNAK:
(A) JMENO/OZNACENT: CDS
(B) POZICE: 31..1644
(C) DALSI INFORMACE: /produkt = »protox-1 z
Arabidopsis™

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNEM CISLEM 1:

TGACAAAATT CCGAATTCTC TGCGATTTCC ATG GAG TTA TCT CTT CTC CGT CCG
Met Glu Leu Ser Leu Leu Arg Pro
1 5

ACG ACT CAA TCG CTT CTT CCG TCG TTT TCG AAG CCC AAT CTC CGA TTA
Thr Thr Gln Ser Leu Leu Pro Ser Phe Ser Lys Pro Asn Leu Arg Leu
10 15 20

54

102




ACC
Thr

AAT
Asn
103

CCT
Pro

AGG
Arg

AGT
Ser

CCG
Pro
185

GTC

Val

GAT

Asp

GCG
Ala

GAG
Glu
90

GGT
Gly

ATG
Met

GGA
Gly

CCG
Pro

ATT
Ile
170

TCA
Ser

....

GGA

Gly

TGT
Cys

GCT
Ala

TTT
Phe

CTC

Leu

GTT
Val
155

CcCT
Pro

GTG
val
60

GCT

Ala

AAG

Lyvs

CTC
Leu

ACT
Thr

CCT
Pro
140

cca

Pro

GGG
Gly

CCA
Pro

CCT

Pro

T TCA

Ser
45

ATT
Ile

ACT
Thr

GAT

Asp

TGG
Trp

ATG
Met
125

ACT

Thr

TCG

Ser

AAG
Lys

GGT
Gly

CTT AGA CTC

Leu
30

AARQ
Lys

GTC
Val

AAG

Lys

CGT
Arg

GAA
Glu
110

GTG
vVal

GCG
Ala

AAG
Lys

ATT
Ile

CGT
Arg
150

Arg

ATC
Ile

GGC

Gl¥

CAT
His

GTT
vVal
9s

GAA
Glu

GTA
Val

CCA
Pro

CTA
Leu

AGA
Arg
175

GAA
Glu

Leu

GAA
Glu

GGA

Gly

CcCT

80

GGA

Gly

GGT

GAT
Asp

ACA
Thr
160

GCT

Ala

GAA
Glu

CGT
Ar

GGC
Gly

GGT
Gly
65

GAT

Asp

GGC
Gly

CcCC
Pro

AGT

Ser

TTT
Phe
145

GAC
Asp

-

GGT
Gly

TCT
Ser

TGT
Cys

GGA
Gly
50

ATT

Ile

GCT
Ala

AAC

Asn

Asn

GGT
Gly
130

GTG

val

TTA
Leu

TTT
Phe

GTG
Val

TCA
Ser
35

GGA
Gly

AGT

Ser

GCT
Ala

ATT
Ile

AGT
Ser
115

TTG

Leu

TTG
Leu

(oele]

Pro

GGT
Gly

GAG
Glu
195

GTG
Val

GGC
Gly

GGT
Gly

CCG

Pro

ATC
Ile
100

TTT
Phe

AAG
Lys

TGG
Trp

TTC
Phe

GCA
Ala
180

GAG
Glu

GCC
Ala

ACC
Thr

CTT

Leu

AAT

GAT
Asp

AAT
Asn

TTT
Phe
165

CTT

Leu

TTT
Phe

GGT
Gly

ACC
Thr

TGC
Cys
70

TTA
Leu

CCG
Pro

GAT
Asp

GGG
Gly
150

GAT

Asp

GGC
Gly

GTA
val

GGA
Gly

ATC
Ile
55

ATC

Ile

ATT
Ile

GAA
Glu

TCT
Ser

TTG
Leu
135

AAR
Lys

Leu

ATT
Ile

lolele]
Arg

ACG
Thr

GCT
Ala

GTG
vVal

GAG
Glu

GAT
Asp
120
GTG
Val

TTG
Leu

ATG
Met

CcGa

CGT

200

150

198

246

294

342

350

438

486

534

582

630




GGA
Gly

CAG
Gln

CTC
Leu
345

TAT
Tyr

ATC

GGA
Gly

TAC
Tyr

CGa

TAC
Tyr
315

A2A
Lys

CGC
Arg

cca
Pro

ACa

AAC
Asn

AGT
Ser

CCT
Pro

cca
Pro

GAA

TTA

Leu

GTT
Val

CTT
Leu

GTT
Val
365

TGT

ACA
Thr

GTA
val

TCT
Ser
350

GCA
Ala

TTG

TAT
Tyxr

ATG
Met
335

GAA
Glu

GCA
Ala

ATA

GAG
Glu
320

ACG
Thr

TCT
Ser

GTA
Val

GAT

ACT
Thr

GTG
val

GCT
Ala

TCT
Ser

GGT

CCA
Pro

cca
Pro

GCA
Ala

ATC
Ile
370

GAA

GAT
Asp

TCT
Ser

AAT
Asn
355

TCG
Ser

CTA

GGT
Gly

CAT
His
340

GCA
Ala

TAC

ARG

TTA
Leu
325

GTT
vVal

CTC
Leu

CCG
Pro

GGT

GTT
Val

GCA
Ala

TCA
Ser

ADA
Lys

TTT

TCC
Ser

AGT
Ser

Lys

GAA
Glu
375

GGG

GTG
val

GGT
Gly

CTA
Leu
360

GCA
Ala

CAA

1014

1062

1110

1158

1206




TAT GAA ACC GCG ATT GAG GTC AAC AAC TTC ATG TCA CGG TAC GCT TAC 1638
Tyr Glu Thr Ala Ile Glu Val Asn Asn Phe Met Ser Arg Tyr Ala Tyr
525 530 535

AAG TAAATGTAAA ACATTAAATC TCCCAGCTTG CGTGAGTTTT ATTAAATATT 1691
Lys

TTGAGATATC CAAAAAAMAA AAAAAAAA | 1719




(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 2:

(x1)

Gly

Gly

65

Gly

Pro

Ser

Phe

145

Asp

(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 537 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina

(D)

TOPOLOGIE:

line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

Glu

Ser

Cys

Gly
50

Ala

Asn

Asn

Gly

130

Val

Leu

Leu

Ser

Gly

Ser

Ser

115

Leu

Leu

Pro

Ser

val

Gly

Pro

Ile

100

Phe

Lys

Trp

Phe

Thr

Leu

Asn

83

Thr

Gln

Asp

Asn

Phe
165

POPIS SEKVENCE:

Leu

Thr

Cys
70

Leu

Asp

Gly
150

Asp

Arg

Arg

Gly

Ile

55

Ile

Ile

Glu

Ser

Leu

135

Lys

Leu

Pro

Ala

Val

Glu

Asp

120

Val

Leu

Met

SEKVENCE

Thr

Asn

25

Thr

Thr

Gln

Asn

105

Pro

Leu

Arg

Ser

S IDENTIFIKACNIM GfsSpEM 2-

Val

Val

Asp

Ala

Glu

90

Gly

Met

Gly

Pro

Ile
170

Gln

Gly

Leu
75

Ala

Leu

Asp

Val

155

Gly

Ser

Lyvs

Ser

val

60

Ala

Lys

Leu

Thr

Pro

140

Pro

Gly

Leu

Pro

Ser
45

Asp

Trp

Met

125

Thr

Ser

Lys

Leu
Leu

30
Lys

Val

Lys

Glu
110
Val
Ala

Lys

Ile

Pro
15

Arg

Ile

Gly

His

val

95

Glu

Val

Pro

Leu

Arg
175

Ser

Leu

Glu

Gly

Pro

80

Gly

Gly

Asp

Arg

Thr

160

Ala




Ala Ala

Ile
370

Ser

Gly Glu

385

Glu Thr

Leu

Leu

Ala

Tyr

Lys

Leu

Pro

Gly

Ser

Lys

Phe
390

Ile

Lys

Glu
375

Gly

Leu

360

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ile

Leu

Ser

Tyr

Arg

His

Ser
410

Val

Val Ala Ala

365

Pro Pro

Glu Leu Ile Asp

380

Thr Cys

Val
400

Pro Thr. Gln Gly

395

Arg

Phe' Pro Asn Arg Ala

415

Leu




Pro

Thr

Arg

Lys

465

Gly

Gly

Leu

Asn

Pro

Gly

Asp

450

Leu

His

Tyxr

Gly

Phe
530

Gly

Ile

435

Leu

Gly

Phe

Glu

Axg
420

Val

Gly
500

Cys

Ser

Ile

Ser

Lys

-~

D Ile

485

Leu

Val

Arg

Leu

Lys

Met

Val

470

Leu

Glu

Tyx

Leu

Ser

Leu
455

Trp

Leu

Gly

Ala
535

Glu

440

Ile

Pro

Thr

Gly

Ala
520

Ala

Gly
505

Lys

Tyr

Glu

Ala

Lys

490

Asn

Glu

Ile Gly
Leu Val

Asn Ser
460

Ile Pro
475

Ser Ser

Gly

Glu

445

Thr

Gln

Leu

Tvr Val Ala

Thr Ala

Ile
525

Ser Thr
430

Ala val

Asp Pro

Phe Leu

Thr Ser
495

Gly Val
310

Glu val

Asn

Asp

Leu

Val

480

Ser

Ala

Asn

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 3-

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1738 part bazi

(11)

(iii)

(iv)

(vi) POVODNT ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Arabidopsis thaliana

(vii) BEZPROSTREDNT ZDROJ:
(NRRL B-21237)

(B)

KLON: pWDC-1

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: line&arni
TYP MOLEKULY: cDNA

HYPOTETICKA: ne
ANTI-SENSE: ne




(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 3-:

TTTTTTACTT ATTTCCGTCA CT

(ix)

ZNAK:
(A) JMENO/OZNACENT: cDS

(B)

POZICE:

70..1596

(C) DALST INFORMACE: /produk: = #Protox-2 z
Arabidopsis™

GCTTTCGA CTGGTCAGAG ATTTTGACTC TGAATTGTTG

CAGATAGCA ATG GCG TCT GGA GCA GTA GCA GAT .CAT CAA ATT GAA GCG
k Met Ala Ser Gly Ala Val Ala Asp His Gln Ile Glu Ala
10

val

GCG
Ala
30

GAA
Glu

GAA
Glu

TTT
Phe

GTG
Val
110

TCT

Ser

TCA
Ser
15

GCG
Ala

GCT
Ala

TTG
Leu

GTT
vVal

CCA
Pro
95

ATG

Met

ACC
Thr

GGA
Gly

GCT
Ala

GAT
Asp

ATT

Ile

ATT
Ile

CTA
Leu

CAL
Gln

1

ARA
Lys

TAC
Tyr

GGA
Gly

o

AGT
Ser

TCA

Ser

ccT

Pro

TCT

fer

AGA
Arg

AAG

Lys

AGA
Arg
50

GAT

Asp

TTA
Leu

CAG
Gln

ACC
Thr

Lys
130

GTC
vVal

TTG
Leu
35

GTA

val

GAA
Glu

CTT
Leu

Lys

AAT
Asn
115

TTT
Phe

GCA
Ala
20

AAA
Lys

GGT
Gly

GGA
Gly

GAT
Asp

AAG
Lys
100

ccc

Pro

(09:9-Y
Gln

5

GTC
Val

TCG
Ser

GGG
Gly

GCA
Ala

GAT
Asp
85

CGG

Arg

ATA
Ile

ATC

Ile

GTA
val

AGG
Ar

AAG
Lys

Asn
70

CTT
Leu

TAT
Tyr

GAG
Glu

TTG

Leu

GGT
Gly

TTG
Leu

ACC
Thr

GGG
Gly

CTG
Leu

TTG
Leu
135

GCA
Ala

TTG
Leu
40

AGA
Ar

ATG
Met

CTT

Leu

GTG
vVal

GTC
Val
120

GAA
Glu

GGT
Gly
25

AAT
Asn

AGT

Ser

CGG
Arg
105

ACA
Thr

CCA
Pro

GTA
Val

GTG
Val

GTT
val

GAG
Glu

GAG
Glu
90

AAT
Asn

AGT

Ser

TTT
Phe

AGT
Ser

ACT
Thr

ATG
Met

GCT
Ala
75

AAA

Lys

GGT
Gly

AGT
Ser

TTA

Leu

GGA
Gly

GTG
Val

Gln
60

GAG
Glu

Gln

GTA
Val

GTG
Val

TGG

Trp
140

CTT
Leu

TTT
Phe
45

AAT

Asn

CCa
Pro

CAA
Gln

cCcT
Pro

CTC
Leu
125

ARG
Lys

60

108

156

204

252

300

34s8

396

444

492
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Axa
Lys

GAG
Glu

GAC
Asp

TCT
Ser

Lys

GGG
Gly

TGC
Cys

TCT
Ser
270

TGT

Cys

GTA
Val

AAG
Lys

TTC

Phe

CCT
Pro
175

AAG

ATT
Ile

AGT
Ser

AAQ
Lys
255

TTG
Leu

GTT
Val

ATT
Ile

TCC

TTT
Phe
160

TTT
Phe

CAT
His

ATA
Ile

AGA
Arg

TTC
Phe
240

AGT
Ser

TCG
Ser

ATG
Met

CAA
Gln

GTT
Val

GTC
Val

GAC

Asp

225

TCT
Ser

CTC
Leu

TAC
Tyr

CAT

His

ACG
Thr
305

ARA
Lys

CGe
Arg

GGT
Gly

TTC
Phe

GGT
Gly
210

ACA
Thr

TTT
Phe

TCA
Ser

AAT
Asn

AAT
Asn
290

GCT
Ala

GTC
Val

CAT
His

GGA
Gly

CCA
Pro
195

GCa
Ala

AAG
Lys

AAG
Lys

TCT
Ser
275

GAA

Glu

ccr
Pro

TTT
Phe

ACA

Thr‘
180

GAT
Asp

ATC
Ile

AGT
Ser

GGG
Gly

GAT
Asp
260

GGA
Gly

ACG
Thr

CTG
Leu

GAT
Asp

GGA
Gly
165

AGT
Ser

cTC
Leu

AGA
Arg

TCT
Ser

GGA
Gly
245

GAG
Glu

TCA
Ser

CAG
Gln

TGC
Cys

GCa
Zla
150

CAA
Gln

GCT
Ala

TGG
Trp

ACa
Thr

CCT
Pro
230

ATG
Met

ATC
Ile

AGA
Arg

AGA
Arg

AAT
Asn
310

GAG
Glu

GCG
Ala

AAT
Asn

AAG
Lys
215

GGC
Gly

CAG
Gln

AAT
Asn

CAG
Gln

CAA
Gln

295

GTG
Val

GCT
Ala

GTT
Val

GAC
Asp

GTA
val
200

TTT
Phe

ACA
Thr

ATT
Ile

TTA
Leu

GAG
Glu
280

AAC
Asn

Lys

Gax
Glu

GTT
vVal

ccT
Pro
185

GAG
Glu

GCT
Ala

AAD
Lvs

CTT
Leu

GAC
Asp
265

AAC
Asn

ccc
Pro

GAG
Glu

GAA

Glu

GAC
Asp
170

GAT
Asp

AAR
Lvs

GCT
Ala

AAG
Lys

ccT

Pro
250

TCC
Ser

TGG
Trp

CAT
His

ATG
Met

TAT

TCC
Ser

AGT
Ser

Lys

'

GGT
Gly
23s

Asp

AAG
Lys

TCA
Ser

TAT
Tyr

AAG
Lys
315

GTA
Val

CTC
Leu

CTT
Leu

TTT
Phe

GGT
Gly
220

TCG
Ser

ACG
Thr

GTA
Val

TTA
Leu

GAT
Asp
300

GTT
Val

AGT
Ser

ATC
Ile

TCA
Ser

GGC
Gly
205

GGT
Gly

CGT
Arg

TTG
Leu

CTC

Leu

TCT
Ser
285

GCT

Ala

ATG
Met

540

588

636

684

732

780

828

876

924

972

1020



ARR

Lys

ATG
Met

AGA
Arg
350

CAT
His

GAT
Asp

AGT
Ser

GTT
val

GTG
Val
430

AGC

Ser

CTA
Leu

GGG
Gly

GGAa

Gly

cce
Pro
335

CcCT

Pro

GGT
Gly

CGT
Arg

AGG
Arg

GTG
Val
415

TCT
Ser

AGC
Ser

ccr
Pro

Lys

GGA
Gly
320

CTC
Leu

CTT

Leu

TTC
Phe

TCC

Ser

AAC
Asn
400

ACT
Thr

GTC
Val

TAT
Tyr

GGG
Gly

TCA
Ser
480

CAA
Gln

TCG
Ser

GAA
Glu

Lys

CcCT
Pro
385

CAG
Gln

TCT
Ser

AAC
Asn

GAC
Asp

TTC
Phe
465

ATA
Ile

ccc

Pro

GTT
val

GGC
Gly

ACT
Thr
370

AGT

Ser

GAA
Glu

GAC
Asp

CAT
His

TCA
Ser
450

TTC
Phe

GCA
Ala

TTT
Phe

TTA
Leu

TTT
Phe
355

CTA
Leu

GAC

Asp

CTA
Leu

CTT
Leu
TAC
435
GTC

vVal

TAT
Tyr

TCA
Ser

CAG
Gln

ATC
Ile
340

GGG
Gly

GGT
Gly

GTT
Val

GCC
Ala

CAG
Gln
420

TAT

Tyr

ATG
Met

GCA
Ala

GGT
Gly

ACC
Thr

GTA
val

ACA
Thr

CAT

His

Lys
405

CGA
Arg

TGG

Trp

GAA
Glu

GGT
Gly

TGC

Cys
485

AAC

ACA
Thr

CTC

Leu

CTG
Leu

AGG

GCA
Ala

AAT
Asn
470

Lys

TTC
Phe

ATT

TTT
Phe
375

TAT

TTG
Leu

AAA

Lvs

P

CAT

His

GCA
Ala

cTC

Leu

ACA
Thr

TCA

Ser

GGG
Gly

GCA
Ala
440

GAC
Asp

GCT
Ala

AAG
Lys
345

TCT

Ser

TCA
Ser

ACT
Thr

'GAC

Asp

GTT
val
425

TTC
Ph

Lys

GGG
Gly

GAC
AsSp

AAG
Lys

ATG
Met

-3
+J
3

‘g
=)
1

~
\Z.

Glu
410

GAA
Glu

CCG
Pro

ATG
Met

GGG
Gly

CTT
Leu
430

N
i
<

H
l_l
®

A2A
Lys

GAG
Glu

ATG
Met

ATT
Ile

385

TTA

Leu

GGT
Gly

TTG

Leu

GAG
Glu

CTC
Leu
475

GTG
Val

GTA AAG
Val Lys

CAA AAG
Gln Lys
365

TTT CCA
Phe Pro
380

GGT GGG
Gly Gly

AAA CAA
Lys Gln

GAA CCC
Glu Pro

TAT GAC

Tyr Asp
445

AAT GAT
Asn Asp
460

TCT GTT
Ser Val

ATC TCA
Ile Ser

1068

1116

1164-

1212

1260

1308

1356

1404

1452

1500

1548




- 57 -

1603
r Leu Glu Sar Cys Ser Asn Asp Lys Lys Pro Asn Asp Ser Leu

-

v 495 500 505

AAGGTTCGTC CCTTTTTATC ACTTACTTTG TAAACTTGTA AAATGCAACA AGCCGCCGTG

CGATTAGCCA ACAACTCAGC AAAACCCAGA TTCTCATAAG GCTCACTAAT TCCAGAATAA

ACTATTTATG TAAAA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI § IDENTIFIKACNIM G1SLEM 4

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE -
(A) DELKA: 508 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
{D) TCPOLCGIE: line&rni
(11) TYP MOLEKULY: protein
(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE § IDENTIFIKACNIM CISLEM 4-

Met Ala Ser Gly aAla val Ala Asp His Gln Tle Glu Ala val Ser Gly
1 5 10 15

Lys Arg Val Ala val Val Gly Ala Gly Val Ser Gly Leu Ala Ala Ala
20 25 30

Tyr Lys Leu Lys Ser Arg Gly Leu Asn Val Thr Val Phe Glu Ala Asp
35 40 45

Gly Arg val Gly Gly Lys Leu Arg Ser Val Met Gln Asn Gly Leu Ile
50 55 60

Trp Asp Glu Gly Ala Asn Thr Met Thr Glu Ala Glu Pro Glu Val Gly
65 70 75 80

Ser Leu Leu Asp Asp Leu Gly Leu Arg Glu Lys Gln Gln Phe Pro Ile
85 90 95

Ser Gln Lys Lys Arg Tyr Ile Val Arg Asn Gly Val Pro val Met Leu
100 105 110

Pro Thr Asn Pro Ile Glu Leu val Thr Ser Ser Val Leu Ser Thr Gln

TAC CTG GAG TCT TGC TCA AAT GAC AAG AAA CCA AAT GAC AGC TTA TAACATTGTC

1663

1723

1738



Sex

Ser
145

Gln

val

val

Asp

225

Ser

Leu

Tyr

His

Thr

305

Gln

Ser

Glu

Lys
130

Lys

Gly

Phe

Gly

210

Ser

Asn

Asn
290

Ala

vVal

Gly

val

His

Gly

Pro
195

Ala

Lys

Ser
275

Glu

Pro

Phe

Leu

Phe

Gln

Ser

Phe

Thr
180

Asp

Ile

Gly

Asp

260

Gly

Thr

Leu

Gln

Ile

340

Gly

Ile

Asp

Gly

165

Ser

Leu

Arg

Gly
245

Glu

Gln

Cys

Leu

325

Thr

vVal

Leu

Ala

150

Gln

Ala

Trp

Thr

Pro

230

Met

Ile

Arg

Arg

Asn

310

Asn

Thr

Leu

Leu
135

Ser

Glu

Ala

Asn

Lys

215

Gly

Gln

Asn

Gln

Gln
295

Val

Phe

Phe

Ile

120

Glu

Ala

val

Asp

val

200

Phe

Thr

Ile

Leu

Glu
280

Asn

Lys

Leu

Thr

Pro

Glu

val

Pro

185

Glu

Ala

Lys

Leu

Asp

265

Asn

Pro

Glu

Pro

Lys

345

Ser

58

Glu

Asp

&

170

Asp

Lys

Ala

Lys

Pro

250

Ser

Trp

His

Met

Glu

330

Glu

Lys

Leu

Ser
155

Ser

Ser

Lys

Gly '

235

Asp

Lys

Ser

Tyr

Lys

315

Ile

Lys

Glu

Trp

140

val

Leu

Leu

Phe

Gly

220

Ser

Thr

val

Leu

Asp

300

val

Asn

vVal

Gln

125

Lys

Ser

Ile

Ser

Gly

205

Gly

Arg

Leu

Leu

Met

Tyr

Lys

Lys

Lys

Glu

AsD

Met
190

Ser

Lys

Gly

Cys

Ser
270

Cys

val

Lys

Met

Arg

350

His

Lys

Phe

Pro

175

Lys

Ile

Ser

Ser

Lys

255

Leu

Val

Ile

Gly

Pro

335

Pro

Ser

Phe

160

Phe

His

Ile

Arg

Phe

240

Ser

Ser

Ser

Met

Gly

320

Leu

Leu

Phe



Pro

385

Gln

Ser

Asn

Asp

Phe

465

Ile

Ser

(2)

Thr
370
Ser
Glu
AsD
His
Ser
450
Phe

Ala

Cys

355

Leu

Asp

Leu

Leu

Tyxr
435

val

Tvr

Ser

Ser

Gly

Val

Ala

Gln

420

Tyr

Met

Ala

Gly

Asn
500

Thr

His

Lys

405

Trp

Glu

Gly

Cys
485

Leu

Leu

390

Ala

Leu

Ala

Asn
470

Lys

Phe
375

Leu

"Lys

Ile

455

His

Ala

Lys

Thr

.Gly

Ala

440

Arg

Ala

Pro

- 59

Thr

Asp

Val

425

Phe

Gly

Asp

Asn
505

Met

Glu
410

Glu

g
H
o

Met

Gly

Leu

490

Asp

Ile
395

Leu

Leu

Leu
475

Val

Ser

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(11)

(1i1)

(iv)

(A) DELKA: 1691 par0 bazi

(B) TYP: nukleovd kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: lineé&rni
TYP MOLEKULY: cDNA

HYPOTETICKA: ne
ANTI-SENSE: ne

Phe

380

Lys

Glu

Asn

460

Ser

Ile

Leu

Pro Asp

Gly Ser

Gln Val

val Gly

Ser Tyr

g

Arg

val

415

Ser

Ser

Pro

Lys

Leu
495

Ser

Asn

400

Thr

vVal

Gly

Ser
480

Glu

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:



(x1)

GCG
Ala

CAG
Gln

GCC
Ala

GAA
Glu

CcCccC
Pro

65
TTT

Phe

AGG
Arg

AGC

Ser

GAC
Asp

GCG
Ala

GGG
Gly
50

GTT

val

GGG
Gly

CccC

Pro

ATC
Ile

(vi)

(ix)

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5

TGC
Cys

CTG

Leu

GCC
Ala
35

TAC

cTC

Leu

GAC
Asp

GTG
Val

cCa
Pro

115

PUVODNI ZDROJ:

(A)

(B)

ZNAK:

(A)
(B)

(C)

GTC

Val

GCC
Ala
20

CGC
Arg

CTC

Leu

ACC
Thr

CCAa
Pro

cCa
Pro
100

GGG
Gly

GTG
val

ACG
Thr

ATG
Met

AAC
Asn
85

TCC

Ser

AAG
Lys

(vii) BEZPROSTREDNI ZDROJ:

GTG
val

CGG
Arg

GGC
Gly

GAG
Glu

GCC
Ala
70

GCG

Ala

AAG

Lys

CTC

Leu

POZICE:

ORGANISMUS:

KLON: pWDC-4

60

Zea mays

DALSf INFORMACE:

z kukutrice"

CAC

His

GGC
Gly

GAG
Glu
55

GTG

val

CCG
Pro

ccc

Pro

AGG
Arg

GGA
Gly

GGC
Gly

AAC
Asn
40

GGT
Gly

GAC
Asp

CGT
Arg

GCC
Ala

GCC

Ala G

120

GGC
Gly

GTC
Val
25

ATT

Ile

ccc
Pro

AGC

Ser

TTC
Phe

GAC
Asp
105

GGT

ATC
Ile
10

GGG
Gly

ACC
Thr

AAC
Asn

GGA
Gly

GTG
Val
90

CTC

Leu

CTA

Leu

JMENO/OZNACENT: CDS
1..1443

AGT

Ser

GAC
Asp

ACC
Thr

CTG
Leu
75

CTG

Leu

CCG
Pro

GGC
Gly

(kukurice)

/produkt

GGC
Gly

GTG
Val

GTC
val

TTC
Phe
60

Lys

TGG
Trp

TTC
Phe

GCG
Ala

{NRRL B-21260)

= ,cDNA protox-1

CTC

Leu

CTT
Leu

GAG
Glu
45

CAG
Gln

GAT
Asp

GAG
Glu

TTC
Phe

CTT
Leu
125

TGC
Cys

GTC
Val
30

CGC
Arg

ccC
Pro

GAC
Asp

GGG
Gly

GAT
Asp
110

GGC
Gly

ACC
Thr
15

ACG
Thr

cccC
Pro

TCC
Ser

TTG

Leu

AAG
Lys
95

cTC

Leu

ATC
Ile

GCG
Ala

GAG
Glu

GAG
Glu

GAC
Asp

val
80

CTG

Leu

ATG
Met

CGC

48

96

144

192

240

288

336

384



CCG

Pro

AAC
Asn
145
GGT
Gly

GGG
Gly

GAT
Asp

Lys
225

Lys

Lys

CAG
Gln

ATT
Ile

ccT
Pro
130

CTC
Leu

GTC

val

AAG
Lys

ATC
Ile

GCC
Ala
210

GGT
Gly

L GTC

val

GGA
Gly

GCT
Ala

TTG
Leu
290

CCT

Pro

GGT
Gly

TAT
Tyr

GTT
val

A2G
Lys
1595

CGC

Arg

CTT

Leu

Lys

TAT
Tyr

Lys
275

CGT
Arg

cca
Pro

GCT
Ala

GCT
Ala

TGG
Trp
180

ACA
Thr

CTT
Leu

GCC
Ala

CTA
Leu

GTT
Val
260

AGT

Ser

CCA
Pro

GAG
Glu

GGT
Gly
165

ATT
Ile

CcCG
Pro

ATG
Met

TCA
Ser
245

TTG

Leu

GTT
Val

CTT

Leu

GTC
Val
150

GAT
Asp

TTG
Leu

CAG
Gln

AAG
Lys

CTT
Leu
230

TGG

Trp

GAG
Glu

ATC
Ile

TCA
Ser

GAA
Glu
135

TTT
Phe

ccT

Pro

GAA
Glu

GAG
Glu

CCA
Pro
215

cCca
Pro

ARA
Lys

TAT
Tyr

ATG
Met

AGC
Ser
295

GAG
Glu

GAG
Glu

TCT
Ser

GAA
Glu

AGG
Arg
200

Lys

AAT

Asn

CTC
Leu

GAA
Glu

ACT
Thr
280

GAT
Asp

CGC
Arg

AAG
Lys

ACT
Thr
185

AGC
Ser

GGG
Gly

GCC
Ala

ACG
Thr

ACG
Thr
265

ATT

Ile

GCT
Ala

61

GTG
Val

CTC
Leu

CTC
Leu
170

GGA
Gly

AAG
Lys

CAG
Gln

ATT
Ile

AGC
Ser
250

cca

Pro

cca
Pro

GCA
Ala

GAG
Glu

ATT
Ile
155

AGC
Ser

GGT
Gly

AAT
Asn

ACA
Thr

ACA
Thr
235

ATT

Ile

GAA
Glu

TCA

Ser

GAT
Asp

GAG
Glu
140

GAG
Glu

ATG
Met

AGT
Ser

cca
Pro

GTT
Val
220

TCC
Ser

ACA
Thr

GGG
Gly

TAT
Tyx

GCT
Ala
300

TTC
Phe

CcCT
Pro

AAG
Lys

ATT
Ile

AAA
Lys
205

GCA
Ala

AGC
Ser

AAA
Lys

GTT
Val

GTT
Val
285

CTA
Leu

GTG
val

TTC
Phe

GCT
Ala

ATT
Ile
190

CCA
Pro

TCT
Ser

TG

Leu

TCA

Ser

GTT
Val
270

GCT

Ala

TCA
Ser

CGC
Arg

TGC
Cys

GCA
Ala
175

GGT
Gly

TTC
Phe

GGT
Gly

GAT
Asp
255

TCG

Ser

AGC
Ser

AGA
Arg

CGC
Arg

TCA
Ser
160

TTT
Phe

GGA
Gly

AGG
Arg

AGG
Arg

AGT
Ser
240

GAC

Asp

GTG
val

AAC
Asn

TTC
Phe

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912




TAT

305

ATT

Ile

TTG
Leu

TCC
Ser

AAC

Asn

AGT
Ser
385

Asn

Caa
Gln

GCA
Ala

GGG
Gly

TAT

Tyr
465

TAT
Tyr

AGA
Arg

CAT

His

TCA

Ser

TAC

370

GAG
Glu

TCT
Ser

GCC
Ala

Lys

AAC
Asn
450

GAA

Glu

CCA
Pro

Lys

CCA
Pro

cTC
Leu
355

ATA
Ile

CTG

Leu

ACA
Thr

ATA
Ile

GCT
Ala
435

TAT

Tyr

AGT

Ser

CCG
Pro

GAA
Glu

CGT
Arg
340

TTT
Phe

GGA
Gly

GTC
Val

GCA
Ala

cCT
Pro
420

GCC

Ala

GTT
Val

GCC
Ala

GTT
val

TGC
Cys
325

AGT

Ser

CCA
Pro

GGT
Gly

GAA
Glu

GTG
Val
405

CAG
Gln

CTG
Leu

GCA
Ala

TCG
Ser

W Q
i )
o o

TTA
Leu

CAA
Gln

AAT
Asn

GCT
Ala

GCA
Ala
390

GAC
Asp

TTC
Phe

GAC
Asp

GGA
Gly

CAaA
Gln
470

ATT
Ile

GGA
Gly

ACA
Thr
375

GTT
Val

ccT
Pro

CTG
Leu

CGA
Arg

GTT
Val
455

ATA
Ile

GTA
val

GAT

Asp

GTT
Val

GCT
Ala
360

AAC
Asn

GAC
Asp

TTA
Leu

GTA
vVal

GGT
Gly
440

GCC

Ala

TCT

Ser

ACT

Thr

GGG
Gly

GAG
Glu
345

ccT

Pro

ACA
Thr

CGT
Arg

GTC
val

GGA
Gly
425

GGC

Gly

CTG

Leu

GAC
Asp

GTT
Val

GAA
Glu
330

ACA
Thr

GAC
Asp

GGA
Gly

GAC
Asp

CTT
Leu
410

CAT

His

TAC
Tyr

GGC
Gly

TTC
Phe

TCG TAT
Ser Tyr
315

CTC CAG
Leu Gln

TTA GGA
Leu'Gly

GGT AGG
Gly Arg

ATT GTT
Ile Val
380

CTC CGa
Leu Arg
385

GGT GTT

Gly Vval

CTT GAT
Leu Asp

GAT GGG

Asp Gly

AGA TGC
Arg Cys
460

TTG ACC
Leu Thr
475

TGATGAAAGA AGTGGAGCGC TACTTGTTAA TCGTTTATGT

Cca
Pro

Gly

ACA
Thr

GTG
val
365

Lys

cGa
Arg

CTT
Leu

CTG
Leu
445

GTT

Val

AAG
Lys

AAG

Lys

TTT
Phe

ATA
Ile
350

TTA

Leu

AAG
Lys

ATG
Met

GTT
val

CTG
Leu
430

TTC
Phe

GAG
Glu

TAT
Tyr

GAA
Glu

GGC
Gly
335

TAC
Tyr

CTT
Leu

ACT
Thr

CTT
Leu

TGG
Trp
415

GAA
Glu

CTA
Leu

GGC
Gly

GCC
Ala

TGCATAGATG

GCA
Ala
320

CAG
Gln

AGT

Ser

CTA
Leu

GAA
Glu

ATA
Ile
400

cca
Pro

GCC
Ala

GGA
Gly

GCG
Ala

TAC

Tyx
480

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1493



AGGTGCCTCC GGGGAAAAAA AAGCTTGAAT AGTATTTTTT ATTCTTATTT TGTAAATTGC
ATTTCTGTTC TTTTTTCTAT CAGTAATTAG TTATATTTTA GTTCTGTAGG AGATTGTTCT

GTTCACTGCC CTTCRAAAGA AATTTTATTT TTéATTCTTT TATGAGAGCT GTGCTACTTA

AAAAAAPAAA AAAADAAR

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(R) DELKA: 481 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linearni

(1i) TYP MOLEKULY: protein

1553

1613

1673

1691

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

Ala Asp Cys Val Val val Gly Gly Gly Ile Ser Gly.Leu Cys Thr Ala
1 S 10 15

Giln Ala Leu Ala Thr Arg His Gly Val Gly Asp Val Leu Val Thr Glu
20 25 30

Ala Arg Ala Arg Pro Gly Gly Asn Ile Thr Thr Val Glu Arg Pro Glu
35 40 45

Glu Gly Tyr Leu Trp Glu Glu Gly Pro Asn Ser Phe Gln Pro Ser Asp
50 55 60

N

Pro Val Leu Thr Met Ala Val Asp Ser Gly Leu Lys Asp Asp Leu Val
65 70 75 80

Phe Gly Asp Pro Asn Ala Pro Arg Phe Val Leu Trp Glu Gly Lys Leu
85 90 95

Arg Pro Val Pro Ser Lys Pro Ala Asp Leu Pro Phe Phe Asp Leu Met
100 105 110

Ser Ile Pro Gly Lys Leu Arg Ala Gly Leu Gly Ala Leu Gly Ile Arg






(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACGNIM CGfSLEM 7-

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 2061 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni

(1i) TYP MOLEKULY: cDNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) ANTI-SENSE: ne

(vi) PUVODNT ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Zea mays (kukutfice)

(vii) BEZPROSTREDNI ZDROJ:
(B) KLON: pWDC-3 (NRRL B-21259)



(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:

(1x)

ZNAK:

A)
B)
C)

64..1698

JMENO/OZNACENT: CDS
POZICE:

DALST INFORMACE: /produkt

CTCTCCTACC TCCACCTCCA CGACAACAAG CAAATCCCCA

CaA

TAT
Tyr

CTC

Leu

GTC
val

CTC

Leu

GCG
Ala
80

GAA

Glu

ATT
Ile

CAC

His

ATG
Met
1

Arg

GCG
Ala

GCC
Ala

AGA
Arg
65

GGA
Gly

GGA
Gly

GAT
Asp

AAG
Lys

CTC GCT TTG

Leu

CAC

His

ATG
Met

GTC
vVal
50

CAG
Gln

GGA
Gly

GCT
Ala
GAT
Asp

CGT
Arg

Ala

GCC
Ala

GCG
Ala
35

GTC
Val

AGC

Ser

AAG
Lys

AAC

Asn

CTT
Leu
115

TAC
Tyr

Leu

TCC
Ser
20

GGC
Gly

GGC
Gly

GGC
Gly

ATA

Ile

ACC
Thr
100

GGT

Gly

ATT
Ile

ACT
Thr
S

GCG
Ala

TCC
Ser

GCC
Ala

GTG
Val

CGG
Arg
85

ATG

Met

CTA

Leu

GTC
Val

GCC
Ala

CAC
His

GAC
Asp

GGG
Gly

Asn
70

ACC
Thr

ACA
Thr

CAA
Gln

Lys

TCA GCC TCA TCC

Ser

ACT

GAC
Asp

GTC
Val
55

GTA
Val

Glu

GAC
Asp

GAT
Asp

Ala

CGT
Arg

CCcC
Pro
40

AGC

Ser

ACG
Thr

TCC

Ser

GGT
Gly

Lys
120

GGA
Gly

Ser

CGT
Arg

GGG
Gly

GTG
Val

GAG
Glu

GAA
Glu
105

CAG
Gln

GCA
Ala

Ser
10

CcccC
Pro

GCA
Ala

CTC
Leu

TTC
Phe

GGC
Gly
90

TGG

Trp

CAG
Gln

cca

Pro

TCCAGTTCCA AACCCTAACT .

GCT
Ala

GCG
Ala

GCG
Ala

GAA
Glu
75

GGG
Gly

GAG
Glu

TAT
TYx

~protox-2 z kukufice™

TCG

Ser

CTA
Leu

CCcC
Pro

GCG
Ala
60

GCG
Ala

TTT
Phe

GCC
Ala

ccT
Pro

TCC
Ser

CGT
Arg

GCC
Ala

45-

GCG
Ala

GCC
Ala

GTC
Val

AGT
Ser

AAC
Asn
125

GCA CTG ATT

Ala

Leu

Ile

CAT

His

GCG
Ala
30

AGA
Arg

TAC
Tyr

GAC
Asp

TGG
Trp

AGA
Arg
110

TCC

Ser

cCT
Pro

CCT
Pro
15

GTC
val

TCG

Ser

AGG
Arg

AGG
Arg

GAT
Asp
95

CTG

Leu

CAA
Gln

TCG

Serx

60

108

156

204

252

300

348

396

444

492









GAC
Asp

CAT

His

CATGTACAGT AGAAACCGAT GCGTTGCAGT
ACCCTTCGTT GAACATCCAC CAGAAAGGTA
AAAACTATTA TGGCGGCCGA AATGTTCCTT
TTGATGTTGG AAATACATTT AAATTTGTTG

ATATTTGCCT ATTGTGATTT TAGCAGTAGT

GGG CTT

"Gly Leu

GCT
Ala
515

CTT GCA ATC

Leu Ala
530

545

Ile

GTT GGA AGT GTT ATA
Val Gly Ser val Ile

520

TCA TAT CTT GAA TCT
Ser Tyr Leu Glu Ser
535

AARAADAAAD AAAAAA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKAGNIM GfSLEM §:

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM &fSLEM 8-

(1)

(11)

GCT
Ala

CAC
His

TCA

Ser

ACC
Thr

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 544 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina

(D)

TOPOLOGIE:

linedrni

TYP MOLEKULY: protein

GGA AGC AAG
Gly Ser Lys

AAG
Lys

TGAAAGTGTC TGACCTATCC TCTAGCAGTT GTCGACAAAT

525

CAT AAT
His Asn
540

GCT
Ala

AAT
Asn

TTCTCCAGTT

GCT
Ala

TCA
Ser

TTCAGAACAT CTTCACTTCT TCAGATATTA

GTCACATGTG TAAGTGGGAA AATGAGGTTA

TTTGTTTTCC TCACAAGTGG CCTACGACAC

AATTGTTTGA GAACACATGC GTGACGTGTA

CTTGGCCAGA TTATGCTTTA CGCCTTTAAA

Met Leu Ala Leu Thr Ala Ser Ala Ser Ser Ala Ser Ser His Pro Tyr

1

5

10

15

Arg His Ala Ser Ala His Thr Arg Arg Pro Arg Leu Arg Ala Val Leu

20

25

30

1644

1692

1745

1805

1865

1825

1985

2045

2061









Gly Leu Ala Val Gly Ser Val Ile Ala Ser Gly Ser Lys Ala Ala 2sp
515 520 525

Leu Ala Ile Ser Tyr Leu Glu Ser His Thr Lys His Asn Asn Ser His
530 535 540

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKAGNIM GfSLEM 9:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1811 parl bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(iii) HYPOTETICKA: ne

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Triticum aestivum (pSenice)

(vii) BEZPROSTREDNT ZDROJ:
(B) KLON: pWDC-13 (NRRL B-21545)

(ix) ZNAK:
(A) JMENO/OZNACENT: CDS
(B) POZICE: 3..1589
(C) DALST INFORMACE: /produkt = ,protox-1 ze p3enice"

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKAGNIM CGISLEM 9:

GC GCA ACA ATG GCC ACC GCC ACC GTC GCG GCC GCG TCG CCG CTC CGC 47
Ala Thr Met Ala Thr Ala Thr Val Ala Ala Ala Ser Pro Leu Arg
1 5 10 15
GGC AGG GTC ACC GGG CGC CCA CAC CGC GTC CGC CCG CGT TGC GCT ACC 95
Gly Arg Vval Thr Gly Arg Pro His Arg Val Arg Pro Arg Cys Ala Thr
20 25 30
GCG AGC AGC GCG ACC GAG ACT CCG GCG GCG CCC GGC GTG CGG CTG TCC 143

Ala Ser Ser Ala Thr Glu Thr Pro Ala Ala Pro Gly Val Arg Leu Ser









400

Asn

AGT
Ser

CAA
Gln

GCA
Ala
480
GGA

Gly

TAC

Lys

ATCGGTAAAA CATCATGAGA TTCTGTAGTG TTTCTTTAAT TGAAAAAACA AATTTTAGTG

ATGCAATATG TGCTCTTTCC TGTAGTTCGA GCATGTACAT CGGTATGGGA TAAAGTAGAA

TAT
Tyr

GAC
Asp

GCA
Ala
465

Lys

AAC
Asn

GAG
Glu

TGA

TTA

Leu

AGA
Arg
450

ATA
Ile

TCT

Ser

AGT

Ser

GTA
Val
435

GCA
Ala

cca

Pro

GCA
Ala

GTC
Val

GCC
Ala
518

Pro

GGT
Gly
420

GGA
Gly

GCA
Ala

CAG
Gln

CTG
Leu

GCA
Ala
500

TCA
Ser

GCC
Ala

GAC
AsSDp

GGC
Gly
485

GGA

Gly

CaA
Gln

CGT
\rg

ACA
Thr

GTT
vVal

CCT

Pro

TTG
Leu
470

Cax

Gln

GTT
val

GTA
vVal

Ala

AAT
Asn

GAC
Asp

TTA
Leu
455

ATT
Ile

GGC
Gly

GCC
Ala

TCT
Ser

cCT

Pro

ACA
Thr

CGT
Arg
440

GCA
Ala

GGG
Gly

GGC
Gly

TTG
Leu

GAC
Asp
520

GCT
2la

GGG
Gly
425

GAC
AsSp

TTA
Leu

CAC

His

GGC
Gly
505

TTC
Phe

cTC

Leu

GGG
Gly

CTT

Leu

GAC
Asp
490

CGA

Arg

TTG
Leu

GTC
Val

AGA

GTT
Val

GAT
Asp
475

GGG

Gly

TGC
Cys

ACC
Thr

TCC
Ser

Lys

CGA
Arg

460

CGC

Leu

ATC
Ile

AAG
Lys

TGGAAGTAGT GCATCTCTTC ATTTTGTTGC ATATACGAGG

TTA

Leuv

AAG
Lys

ATG
Met
445

GTG
Val

CTT

Leu

TTC
Phe

GAG
Glu

TAT

Tyr
525

CTT CTG
Leu Leu
415

ACT GAG
Thr Glu
430

TTG: ATA
Leu Ile

TGG CCa
Trp Pro

GCT GCT
Ala Ala

CTA GGA
Leu Gly
495

GGT GCG
Gly Ala
510

GCC TAC
Ala Tyr

TGAGGCTAGG

TAAGCTATTC TGCAAAAGCA GTGATTTTTT TTGAAAAAAA AAAAAAAAAA AA

1247

1295

1343

1391

1439

1487

1535

1583

1639

1699

1759

1811



(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACGNIM

(x1)

Ala Thr
1

Arg Val
Ser Ser

Glu Cys
50

Ala Leu
65

Arg Asp
Gly Tyr
Val Leu

Gly Asp
130

Pro Vval
145

Ile Pro

Pro Pro

(1)

76

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 528 aminokyselin

(B)
(D)

TYP: aminokyselina
TOPOLOGIE:

(1ii) TYP MOLEKULY: protein

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 10:

Met

Thr

Ala

35

Val

Ala

Arg

Leu

Thr

115

Pro

Pro

Gly

Pro

Ala

Gly

20

Thr

Ile

Thr

Trp

100

Met

Asn

Ser

Lys

Gly
180

Thr

5

Arg

Glu

Val

Gly

85

Glu

Ala

Ala

Lys

Leu

165

Arg

Ala Thr

Pro His

Thr Pro

Gly Ala
55

Tyr Gly
70

Gly Asn

Glu Gly

vVal Asp

Pro Arg
135

Pro Gly
150

Arg Ala

Glu Glu

Val Ala Ala

Arg

Ala

40

Gly

val

Ile

Pro

Ser

120

Phe

Asp

Gly

Ser

Val
25

Ala

Ile

Ser

Thr

Asn

105

Gly

Val

Leu

Leu

Val
185

10

Arg

Pro

Ser

Asp

Leu

Leu

Pro

Gly

170

Glu

linea&rni

Ala

Gly

Gly

Leu

75

Val

Phe

Lys

Trp

Phe

155

Ala

Glu

Ser

Arg

val

Leu
60

Leu

Glu

Gln

Asp

Glu
140

Phe

Leu

Phe

Pro Leu Arg

Arg

45

Cys

Val

Arg

Asp

125

Gly

Ser

Gly

Val

Ala

30

Leu

Thr

Thr

Pro

Ser

110

Leu

Lys

Leu

Ile

130

is

Thr

Ser

Glu

Asp

95

Asp

val

Leu

Met

Arg

175

Arg

CISLEM 10:

Gly

Ala

Glu

Pro

Phe

Arg

Ser

160

Pro

Asn



Ser Leu Phe Pro Asn Arg Ala
405

Pro Ala Gly Arg Val Leuy
410

Leu Leu Asn
415

Tyr Ile Gly Gly Ser Thr Asn Thr Gly Ile

Val Ser Lys Thr Glu Ser
420

425 430



Asp Leu Val Gly Ala Val Asp Arg Asp Leu Arg

435 440

Pro Arg Rla Ala Asp Pro Leu Ala Leu Gly Val

450 455

\1la Ile Pro Gln Phe Leu Ile Gly His Leu Asp

4€5 470 475

Lys Ser Ala Leu Gly Gln Gly Gly Tyr Asp Gly

485 490

Asn Tyr Val Ala Gly Val Ala Leu Gly Arg Cys

500 : 505

Glu Ser Ala Ser Gln Val Ser Asp Phe Leu Thr

515 520

Lys Met
445

Arg Val
460

‘Arg Leu

Leu Phe

Ile Glu

Lys Tyr
525

Leu Ile

Trp Pro

Ala Ala

Leu Gly
495

Gly Ala
510

Ala Tyr

Asn

Gln

Ala’

480

Gly

Lys

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 11:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1847 parl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
cDNA

(i1) TYP MOLEKULY:

(iii) HYPOTETICKA: ne

PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS:

(vi)
soja

BEZPROSTREDNI ZDROJ:
(B) KLON: pWDC-12

(vii)

ZNAK:
(A) JMENO/OZNACENI: CDs
(B) POZICE: 55..1683

(1ix)

(NRRL B-

21516)

(C) DALSI INFORMACE: /produkt =

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 11:

~protox-1 ze sojy“



79

CTTTAGCACA GTGTTGAAGA TAACGAACGA ATAGTGCCAT

GTT
val

CGC
Arg

Lys

GAG
Glu
50

GAC

Asp

GCC
Ala

CGA
Arg

cTC
Leu

ACC
Thr
130

CCT
Pro

ccc

TCC
Ser

CCC
Pro

TTC
Phe
35

GAA
Glu

TGC
Cys

CcTC
Leu

GAC
Asp

TGG
Trp
115

ATG
Met

GAT
Asp

GGG

GTC
val

TCC
Ser
20

CCT

Pro

TCC
Ser

GTC
val

GCC
Ala

CGC
Arg
100

‘GAA

Glu

GTG
Val

GCA
Ala

AAG

TTC
Phe

CTC
Leu

ACC
Thr

GTC
vVal

ACC
Thr
85

GTC
val

GAA
Glu

GTG
Val

CCT
Pro

CTG

AAC
Asn

CAT
His

TCT
Ser

GTC
Val
70

Lys

GGC
Gly

GGC
Gly

GAC
Asp

CGG
Arg
150

ACT

GAG
Glu

TCC
Ser

CGC

TCT
Ser
55

GGC

Gly

CAC
His

GGC
Gly

CCC
Pro

AGT
Ser
135

TTT
Phe

GAT

ATC
Ile

CCT
Pro
40

CCG
Pro

GGA
Gly

GCC
Ala

AAC
Asn

AAC
Asn
120

GGT
Gly

GTG
Val

TTG

CTA
Leu

ACC
Thr
25

AAC

Asn

CccC

Pro

GGC
Gly

AAT
Asn

ATC
Tle

105

AGC
Ser

TTA
Leu

TTG
Leu

ccT

TTC
Phe
10

TCT
Ser

cCT

Pro

ARA
Lys

GTC
val

GCC
Ala
90

ACC
Thr

TTC
Phe

AAG
Lys

TGG
Trp

TTC

CCG
Pro

TTC
Phe

ATT
Ile

ACC
Thr

AGC
Ser
75

AAC

Asn

ACG
Thr

CAG
Gln

GAT
Asp

AAC
Asn
155

TTT

CCG

Pro

TTC
Phe

CTA
Leu

AGA
Arg
60

GGC
Gly

GAG
Glu
140

AGG
Axrg

Gac-

TACTGTAACC AACC

AAC

Asn

ACC
Thr

CGC
Arg
45

GAC
Asp

CTC
Leu

GTC
val

GAG
Glu

AAG
Lys

TTG

TCT
Ser
30

TGC

Cys

TCC

Ser

TGC
Cys

GTC
Val

AGG
Arg
110

GAT
Asp

GTT
val

TTG
Leu

ATG

ACC
Thr
15

cccC
Pro

TCC
Ser

GCC

ATC
Ile

ACG
Thr

95
GAC

Asp

CCA
Pro

Leu

AGG
Arg

AGC

CTT
Leu

ACT
Thr

ATT
Ile

cccC
Pro

GCC
Ala
80

GAG

Glu

GGA
Gly

ATG
Met

GGG
Gly

CCG
Pro
160

ATT

ATG
Met

)

CTT
Leu

CGA
Arg

GCG

Ala

GTG
Val
65

CAG

Gln

GCC
Ala

TAC

CTC
Leu

GAT
Asp
145

GTG
Val

GGT

57

105

153

201

249

297

345

393

441

489

537

585






TTC
Phe

GGA
Gly

GTG
val
450

GCC

Ala

cca
Pro

Ser

GTG
val

Leu
355

GTT
val

TGC
Cys

AGC
Ser

ccc
Pro

GGA
Gly
435

GAA
Glu

CAG
Gln

CAG
Gln

ATC
Ile

TCT
Ser
515

GCT
Ala

TTG
Leu

CAA
Gln

AAC
Asn
420

GCA
Ala

ACA

Thr

GAT
Asp

TTC
Phe

AGA
Arg
500

GGT
Gly

GCA
Ala

ATA
Ile
GGA
4Q5
CcGA

Arg

ACT
Thr

GTT
vVal

cca

Pro

TTA
Leu
485

AAT

Asn

GTT
val

GTT
val

GAT
Asp
390

GTG
Val

GCA
Ala

AAT
Asn

GAT

Asp

TTT
Phe
470

GTT

Val

ACT
Thr

GCC
Ala

GCT
Ala

TCC
Ser
375

GGT
Gly

GAA
Glu

cca
Pro

ACT
Thr

CGA
Arg
455

GTA

vVal

GGC
Gly

GGG
Gly

TTG
Leu

GCA
Ala
360

ATA
Ile

GAG
Glu

ACA
Thr

GGA
Gly
440

GAT
Asp

GTG
val

CAT
His

TTT
Phe

GGA
Gly
520

GAT

Asp

TCC
Ser

TTG
Leu

TTA
Leu

GGA
Gly
425

ATT
Ile

TTG
Leu

GGG
Gly

CTT

Leu

GAA
Glu
505

CGA
Arg

GCA
Ala

TAT
Tyr

AAG
Lys

GGA
Gly
410

AGG
Arg

Leu

AGG
Arg

GTG
Val

GAT
Asp
490

GGG

Gly

TGC
Cys

cTT
Ley

CCA
Pro

GGG
Gly
395

ACT
Thr

GTT
Val

TCG
Ser

AAA
Lys

AGA
Arg
475

CTT

Leu

CTC
Leu

GTT
Val

TCA
Ser

Lys
380

TTT

Phe

ATA
Ile

CTA
Leu

AAG

ATC
Ile
460

CTG

Leu

CTA

Leu

TTC
Phe

GAG
Glu

AAG
Lys
365

"GAA

Glu

GGT
Gly

TAC
Tyr

CTC
Leu

ACG
Thr
445

CTT
Leu

TGG
Trp

GAT
Asp

CTT
Leu

GGA
Gly
525

TTT
Phe

GCT
Ala

CAA
Gln

AGC
Ser

TTG
Leu
430

GAC
Asp

ATA
Ile

CCT
Pro

GTT
Val

GGG
Gly
510

GCC
Ala

TAT
Tyr

ATT
Ile

TTG
Leu

TCA
Ser
415

AAT
Asn

AGT
Ser

AAC
Asn

CAA
Gln

GCT
Ala
495

GGT

Gly

TAT
Tyr

TAC
Tyr

AGA
Arg

CAT
His
400

TCA
Ser

TAC

GAA
Glu

CCA
Pro

GCT
Ala
480

Lys

AAT
Asn

GAG
Glu

CcCcT
Pro

TCA
Ser
385

cca
Pro

CTA
Leu

ATT
Ile

CTT
Leu

AAT
Asn
465

ATT
Ile

GCT
Ala

TAT
Tyr

GTa
val

1161

1209

1257

1305

1353

1401

1443

14c7

1545

1583

1641



~ 82

GCA GCT GAA GTA AAC GAT TTT CTC ACA AAT AGA GTG TAC AAR
Ala 2la Glu Val Asn Asp Phe Lesu Thr Asn Arg Val Tyr Lys

530

TAGTAGCAGT TTTTGTTTTT GTGGTGGAAT GGGTGATGGG ACTCTCGTGT TCCATTGAAT

TATAATAATG TGAAAGTTTC TCAAATTCGT TCGATAGGTT TTTGGCGGCT TCTATTGCTG

535

540

ATAATGTAAA ATCCTCTTTA AGTTTGAARA AAAAAAAAAA AAAA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNEM CISLEM 12:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 543 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina

(D) TOPOLOGIE: linearni

(1i) TYP MOLEKULY: protein

1683

1743

1803

1847

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 12:

Met

[y

Leu Arg

rg

Ala

Val

65

Gln

Tyr

vVal

Lys

Glu

50

Asp

Ala

Arg

Leu

Ser

Pro

Phe

Glu

Cys

Leu

Asp

Trp

Val Phe

Ser Leu
20

Pro Arg

Ser Thr

Val val

Ala Thr
85

Arg Val
100

Glu Glu

Asn Glu Ile

His Ser Pro

Ser Arg Pro

40

Ala Ser Pro
55

Val Gly Gly

70

Lys His Ala

Gly Gly Asn

Gly Pro Asn

Leu Phe
10

Thr Ser
25

Asn Pro

Pro Lys

Gly Vval

Asn Ala

Ile Thr
105

Ser Phe

Phe

Thr

Ser

75

Asn

Thr

Gln

Pro Asn Gln

Phe Thr Ser
30

Leu Arg Cys
45

Arg Asp Ser
60

Gly Leu Cys

Val val val

Met Glu Arg
110

Pro Ser Asp

Thr
15

Pro

Ser

Ala

Ile

Thr

95

Asp

Leu

Thr

Ile

Pro

Ala

80

Glu

Gly






(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 13:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A)

(
(
(

B
C
D

)
)
)

DELKA: 583 pard bazi
TYP: nukleovd kyselina
TYP VLAKNA: jednoduché
TOPOLOGIE: linearni



(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(1ii)

(ix)

(xi

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:13:

HYPOTETICKA:

ZNA

(A
(B
(C

ne

- 85 -

POZICE: 1..583

K:

) JMENO/OZNACENI: promotor
)

) DALSI INFORMACE:

Arabidopsis™

GAATTCCGAT CGAATTATAT AATTATCATA AATTTGAATA

AGAGGTTTAA

TAATTAATAT

TAATTCGCAA

CTTGATAAAG

AAAAAAGGTT

ACTAAAMATAA

ACCCAAACCA

GTGAATATT

ACCAAGAAGC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 14:

(1)

TAAAGTTTGG
TTACATCAAA
ATAAAACACT
CAAAGCAAAA
TGGTTATATA
TAAAATARAC
AAGAAAAAGT
TCTCGTCGTC

TGACAAAATT

(A)
(B)
(C)
(D)

TYP:

TAATAATGGA

ATTTGGTCAC

AATTCCAAAT

ATAATGGGTT

TCTATTGGGC

GTAATGGTCC

ATACGGTACG

TTCTCCTTTC

CCGAATTCTC

CTTTGACTTC

TAATATTACC

AAAGGGTCAT

TCAAGGTTTG

CTATAACCAT

TTTTTATATT

GTACACAGAC

TTCTGAAGAA

TGCGATTTCC

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 3848 parl bazi
nukleové kyselina
TYP VLAKNA: jednoduché

TOPOLOGIE: lineérni

AGCATGTTGC

AAACTCGATT

AAATTAATAT

TATGATAAAC

GGTTATATAT

GTTATACAAA

TGGGTCAAAC

TTATGGTGTG

GATTACCCAA

ATG

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(iii) HYPOTETICKA: ne

) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S I1DENTIFIKACNIM CISLEM 13:

CTTTTATTAA

CTCATGTAAT

ACTAAAATGT

ACGTATTGAA

GACAAAAAARA

TTTGGGCCTA

CCAACTCTAA

TGTGATTGCA

TCTGAARAAA

/funkce = ,promotor protox-1 z

60

120

180

240

300

360

420

480

540

583



(ix)

(x1)

TCGATCTTTC

GGAGCTGGTG

CTCTGAGACT

CTCAGATGGA

CTTCTTTGGC

CAGAGTTTGT

GATCATGGCC

GAACCTTCGT

CTGAGCTGTG

CTTCTGCCAC

CCGGACTGCC

AGTTGCTTCG

CTGAGGTGGC

AGCATCATCA

TAAGCCTTCT

ATGACGCACT

CTTCTCCTTC

CAACTCCTCC

AAGAGAAAGA

ZNAK:

- 86 -

(A) JMENO/OZNACENL: promotor

(B)
(C)

POPIS SEKVENCE:

TAGGCTGATC

GCCTGAAAGA

GACTTCCTTT

TTCTTCCTCC

GAAAATCTGT

GGAGGCTTCC

TCAATGACAA

ACATATGCCT

ACCGACTTCG

GACGTGATAG

ATGACGAAGG

TAGCTCATCA

TTGTATGATG

AAAGTAAAGG

TGACGAAGCT

TCTTCAGTGG

TTTCTTTGTA

TCTTGGAGTG

GTTTCTTGAT

POZICE:

1..3848
DALSf INFORMACE:

kukutice,,

CCCAAATCTT
GCTTTGCTGT
GTCGféACTT
GAAGCCCCTG
CAGCTTGGAT
TGGCGAAATA
TCTCATTGGG
GAAGGTATTC
TTTGAAAGCC

TCCCTGGCCG

ACTTCGCCAT

GAAACTGCTT
GGGGCCATGG
CATCATGATT
CCCTGTGTTG
CTTCGTCGAT
CTTGTTGATG
TCAGACTGGT

TTGGGTCCAG

CCTCCGAAGC

TGCCCCGAAG

TGAGTGGAGT

GTCATTTCGG

GTACTCATCC

TTGGGCTGTA

CACCGTAGGC

TTCGTGATCT

TTGGAAGCTA

AAGAGAAGAA

GACTACAGTG

TGGATCTGAG

GGTAGCCTGC

AARATCATCA

GGGCCTTCGA

CTTTCTTTGG

GATGATCTCC

GGCTTTCCTC

CGGCTGCAGT

/funkce

CCCTGGCGCC

ATTGTGAGGT

TATGGATTGA

AGAATCTGTA

ATCTTCTGAA

GGTCCTGGAC

GCTTGTGCCC

TGTGTGCATT

GTAACCAACA

TACCATGTTT

TTGACCCCAT

TGCCCATCAT

AGTTCTGCTG

TACCATCCAT

TCTTGTTCAT

AGATCAGCCA

ATGTCCCTGA

TTCTGGCTTC

GCAGTGGTCC

TCTGCCCCTT

ATATTGTGAC

CCTGACGTGC

ATCTTATTCC

GCAGCTTCTC

GAAGACCCTT

TCAATCGCAA

GGAACAGAGC

TGTGCTTAAG

GGGCTACATT

ACGAAGATAT

ACATGGGGAG

CCAAGGGAGA

CCTCGTTGAA

CTTGAACAAG

GTCGCACCAT

TCTCTTGGTC

GAGCCTCTCG

CTGGTGCTGA

~promotor protox-1 z

SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 14:

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140




AGCTTTCTTC

CTAGAGGTGG

ACAAAATGTT

TGATCTTCAG

ATGAMATGTA

TATTATGGAA

AAAAGTACAA

TTCATCTATT

TTACTATTGA

TGCCTTTTTC

TTCGTCACGA

GTCCATAAAC

GAAGGCCCCC

CTATCCATAA

AACAACCCTA

ACTGTCACTC

CATAAAACCG

CAAACTTAAA

ATCACACAAA

TGTTGCTCAC

CAGTACATCT

TCGACTAGTC

GACACTGTAC

GGTGGCATGA

GAGCCAATGT

AAATATTAAT

ACGAAAGAGT

AGAGACAACA

AAATAGAAAC

GCTTGACGCA

TATAGGCACA

CTTATAGAAA

CGCGATTAAG

TCATGCCCTT

CATACTTGGA

AACAGTCGTG

AACCAACCTA

ATTAGGTTGT

CACAAACTCA

CCCcAacCcCTT

ACGACCATAA

ATTAAATTTC

ACTAGTGTAT

AAGTTGTTAC

ACTCAATTAC

TGGACTAAAC

CAAAGGTCAG
TGGGGACTTC
AGCTTTCATC
CCTTCATCAT
TGAACAATCG
AATA?TGAAT
CGAGCAAGTA
GGACACAGCC
AATCTATGAG
CCGAATCTCC
CTCATTGTGT
AGACATTGTT
TTTTTGAGGA
TCCACAAANC
TGGTTTAAAT
ATATCAATAA
CTAGCGCCTC
CTTTCACCTT
GCATCCGATA
TTATGGACTA
TCAATTACCA
CAAAACTAAA

CACCTTTCAA

- 87 -

TGCTTGCCGA
TCAAGTGCTA
TTTCGAAGCA
TGCGATATAT
TGTAGCATTG
TACAAATGTA
CAAGTCAGTG
TGTGAGAAAT
GACTGGATAG
CTTGCGCATA
ATGCTTTTAA
AAATTATGTT
CCTTCGGAAG
CGACCCCATT
TTTTTAGGGT
ACAGACTCAA
GCCAGAAACC
GGAACTCGAA
ATCAAGCCAT
ATCACCTGTG
AAACCGAATT
CTTTAGACTT

GCTACACAAG

AGGTGGTCGA
TGAGTTAAGA
TTATTTCCCT
éTTAATAGAA
TTAATTCATC
CCTTTGGCTT
TGAACAGTAC
TACAGTCATG
CCTTTTCCCC
GCTTCGGAGC
TCCTGAATTC
TTTGAGGACC
ATGAAGGCCC
CACCCTTCAT
CAATTTGGTC
TCACCCAAAC
AGAAACCCTG
TCAGGTCCAT
CTCTTCACTA
TATCTCATAC
ATAGCCTTCG
TCATGTATGA

GAGCAAAAAT

AAAGGGTTCA

ACAAGGCAAC

TTGGGTATAA

GGAGGAGCAT,

ATCATTTTAT

GACAGAAGAT

GGGGGTACTG

CCCTTTACAT

TTTAAGTCGG

ATCGGCAACC

GAAGGTACCT

TTCGGAGGAC

CCAACAAGAC

TTGCCTCACC

ATCACCATCC

TGACCATACC

ATTCAGAGTT

TTTTTTCCAA

TGGTTTTAAG

AATAACATAT

AAAAAGGTTA

CATCCAACAT

AACTAATTTT

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
13820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520




CGTAGTTGTA

TTAAAAGTCC

AAAATTTGAC

ATTATAGATG

TTTGTTCAAT

AGCTCTAAAT

TTTGTGGTTT

TCTTGGAAAC

ARATCAACTT

AAAATTAARNC

TATGAAGAAG

TTGATGGGAA

AAATATTTGT

CTAGAGCGAA

CTTTGAGAGG

ACCTGTAACG

TCGTGTCATC

CGCCACAGCC

TGCGCGGCTC

CGAGGCACCG

CATCAGTGGC

TGTCACGGAG

GGAGCTARAG
TTTTACCTCT
ATTTTATCAC
ATTTTGTTGT
TTCCTAGAGT
ATTTTTATTT
AAAAGCCTTG
CACTTCTAAC
ATGAAATTGT
CAACTTACGG
CCCTAGAGAT
GATAAGACCA
GCTGCAATTG
CAAGGCCCAC
GATTGGATAT
TTCCAGTGGG
CACTCCGCCG
ACCGCCATGG
CGCCATCGAG
GCATCCACCG
CTCTGCACCG

GCCCGCGeee

TATATGTCCA
TGAAACTTTT
CCCTTAACTC
GAAAAGTTTT
TAAATCTAAT
TTTCATTATG
CCATGTTTTT
CCGGTAGAAG
CTTGGAAACT
AATCGCCCAA
AATCTAAATG
TAACGGTAGT
ATCCTGTGCC
GTCACCCGTG
CAACGGAACC
CCATCCTTAA
CACAGGCGCT
CCACCGCTGC
GACTCAGCGT
GCGCGCGGCT
CGCAGGCGCT

GCCCCGGCGG

CAACAATAGT

GTCGTGGTCT

TTAAAACCAT

TAAGACATGT

CTTATTAAAA

GAATTTTGTT

AACAAGTTTT

ATTTATTTTG

ACCTCTAACC

CATATGTCGA

GTTTCAGAAT

TCACAGAGAT

TCAAATTCAG

GCCCGTCAGG

AATCACGCAC

CTCCAAGCCC

CAGCTCCGCA

ATCGCCGCTA

GCGCTGCGCT

GTCCGCGGAC

GGCCACGCGG

CAACATTACC

TAAGGGAAGC CCCCAAGGAC

ACTTTTTCAC TTTAAACTTC

TTAAATTACA TTCTTACTAG

TTACACATTG ATTAAAATCA

CTATTAGAGA TACTTTCACG

AGAATTCTTA TAGACCTTTT

TTTTCTATTT TTTGAAATTT

CTACACTTAT ATCTACAACA

CGGTAGAATG AATTTGAATG

TTAAAGTGGA TATGGATACA

TGAGGGTTAT TTTTTGAAGT

AAAAGGGTTA TTTTTTTCAG

)

CCTGCAACCA AGGCCAGGTT

CGAAGCAGGT CTTGTGCAGA

GGCAATGCGA TTCCCAGCCC

AACGGCCCTA CCCCATCTCG

ACGCCGCCGG AAATGGTCGC

CTCAACGGGA CCCGAATACC

GCTGTGGCGG GCGGCGCGGC

TGCGTTGTGG TGGGCGGAGG

CACGGCGTCG GGGACGTGCT

ACCGTCGAGC GCCCCGAGGA

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840




AGGGTACC

(2)
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1826 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineéarni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) ANTI-SENSE: ne
(vi) POVODNT ZDROJ:
(A) ORGANISMUS:
(vii) BEZPROSTREDNI ZDROJ:
(B) KLON: pWDC-15 (NRRL B-21594)
(ix) ZNAK: ’
(A) JMENO/OZNACENT:
(B) POZICE: 31..1674
(C) DALSI INFORMACE: /produkt = ,kédujici oblast
protox-1 z bavlniku“
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 15:

CCTCTCGCTC GCCTGGCCCC ACCACCAATC ATGACGGCTC

CGTTCCTCGC CCTCCGTTTC CCCTTTCTCC ATACCCCACC
CGTAAACCTT TCAAGCTCCG ATGCTCCCTC GCCGAGGGTC
ATCGACGGGG GAGAATCATC CATCGCGGAT TGCGTCATCG
CTTTGCATTG CTCAAGCTCT CGCCACCAAG CACCGTGACG
ACGGAGGCCA GAGACCGTGT TGGTGGCAAC ATCACTACCG

TGGGAAGAAG GCCCCAACAG TTTTCAGCCC TCCGATCCTA

TAATCGACCT

ACCAGCATCC

CCACGATTTC

TTGGAGGTGG

TCGCTTCCAA

TTGAGAGAGA

TTCTAACCAT

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIsLeEM 15:

Gossypium hirsutum (bavlnik)

TTCTCTTCTC

GCCCCGCTTT

CTCATCTAAA

TATCAGTGGA

TGTGATTGTG

TGGATATCTG

GGCCGTGGA?

3848

60

120

180

240

300

360

420



AGTGGATTGA
GAGGGAAAAC
AGCATTGCTG
GGTTATGAAG
CGCTTTATTG
A;ACCAGCAT
ACTTTCAAGA
CCAAAACCGA
GCAATTGCTA
AAATTGGGCA
CAGAGTAGAA
CTCTCGGCTG
ACAGTCTCCT
GGGTTTGGCC
TCATCACTTT
GGAGCTACCA
CGTGATTTGA
AGAGTATGGC
GCAAAAATGG
TCTGGTGTGG
GAATTCCTGT

GAAGTCAGTT

AGGACGATTT

TAAGGCCTGT

GAAAACTTAG

AATCGGTGGA

AACCATTTTG

TTGGAAGAGT

CAATCCAGGA

AGGGCCAAAC

ACAGTTTGGG

ATGGAGGGTA

GTGTTGTAAT

CTGCTGCAGA

ATCCAAANGA

AGTTGCACCC

TCCCCAATCG

ACACTGGAAT

GAAAAATGCT

CAAAAGCCAT

CTCTCAGGGA

CATTAGGACG

CACAATATGC

ATTGGATAGT

GGTTTTAGGT
GCCCTCCAAG
GGCTGGGTTC
GGAGTTTGTG
TTCAGGTGTT
ATGG;AGCTA
GAGAAATAAG
AGTTGGATCT
TAGCAATGTA
TAACTTGACA
GACCATTCCA
TGCATTATCC
AGCCATTCGA
ACGCAGCCAA
AGCTCCATCT
TTTGTCCAAG
TATAAATCCT
TCCACAGTTC
TTCTGGGTTT
GTGTGTGGAA
ATACAAATAA

ATCTCTTTAG

GACCCTAATG

CCAACCGACT

GGGGCTATTG

CGCCGTAATC

TATGCAGGGG

GAAGAGATTG

ACACCTAAGC

TTTAGGAAGG

AAATTATCTT

TTTGAAACAC

TCCCATGTTG

CAATTTTATT

AAAGAATGTT

GGAATTGAAA

GGCAGGGTGT

ACTGAAGGGG

AATGCAAAGG

TTGGTTGGTC

CATGGACTGT

GGTGCTTACG

TATTGAAATT

CTAAARAATT

CACCGCGATT
TGCCGTTTTT
GCATTCGGCC
fTGGTGCTGA
ATCCTTCAAA
GTGGCAGCAT
CACCCAGAGA
GACTTACCAT
GGAAGCTTTC
CTGAAGGAAT
CCAGTAACTT
ATCCTCCAGT
TGATTGATGG
CTTTAGGGAC
TGCTCTTGAA
AACTTGTAGA
ATCCTCTTGT
ATTTGGATCT
TTCTTGGGGG
AGGTTGCAGC

CTTGTCAGGC

GGGTAGGGTT

TGTACTATGG

TGATTTGATG
TCCCCCTCCG
GGTTTTTGAA
ATTAAGCATG
CATTGGTGGC
CCCGCGTCTG
GCTGCCTGAG
CAGTATTACC
GGTATCTCTT
GTTGCATCCT
TGCATCAGTC
TGAACTTAAG
GATATACAGT
CTACATAGGA
AGCAGTTGAT
TTTGGGTGTA
CCTTGATAGT
CAACTATGTA
TGAAGTGAAG
TGCAAATGTA

TTTTTTGTTA

i
[+5)
o

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



GTTCCTTGAC CACTTTTTGG GGTTTTCATT

TATCAAAAAR AXDRANIAAD ARAAAR

AGAACTTCAT ATTTGTATAT CATGTTGCAA

91

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 16:

(x1i)

(1)

(i1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 539 aminokyselin
TYP:
TYP VLAKNA:

(B)
(C)
(D)

TOPOLOGIE:

aminokyselina
neni relevantni
neni relevantni

TYP MOLEKULY: protein

POPIS SEKVENCE:

Met Thr Ala Leu Ile

1

Ser

Pro

Ser

Gly

65

His

Val

Glu

Val

Pro

Phe

Lys

50

Gly

Arg

Gly

Gly

Asp
130

Phe
Lys
35

Ile

Gly

Asp

Gly

Pro
115

Ser

Leu

Asp

Ile

val

Asn
100

Asn

Gly

5

Ile

Arg

Gly

Ala
85

Ile

Ser

Leu

1800

1826

SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 16:

Asp Leu Ser Leu Leu

Pro

Cys

Gly

70

Ser

Thr

Phe

Lys

His

Ser

Glu
55

Leu

Asn

Thr

‘Gln

Asp
135

Leu
40

Ser

Cys

val

Val

Pro
120

Asp

Gln

25

Ala

Ser

Ile

Ile

Glu

105

Ser

Leu

10

His

Glu

Ile

Ala

val

90

Arg

Asp

val

Arg Ser Ser

Gly

Ala

Gln

75

Thr

Asp

Pro

Leu

Pro

Asp

60

Ala

Glu

Gly

Ile

Gly
140

Thr
45

Cys

Leu

Ala

Tyr

Leu
125

Asp

Phe

30

Ile

val

Ala

Arg

Leu

110

Thr

Pro

Ser
15

Arg

Ser

Ile

Thr

Asp

95

Trp

Met

Asn

val

Lys

Ser

Val

Lys

80

Arg

Glu

Ala

Ala



Pro

Glu

Phe

Glu

Glu

Pro

Pro

Lys

305

Phe

Met

Ala

Ser

Ala

Glu

Glu

210

Ser

Arg

Lys

Glu

Thr

Ala

Val
370

Asp

Gly

Ser

185

Arg

Ile

Asn

275

Ala

Ser

Thr

Ile

Ala

355

Thr

Leu

Phe

Leu

Gly

Lys

260

Gln

Ile

Ser

Pro
340

Ala

Val

Pro

165

Gly

Glu

Ile

Ser

Gly

245

Thr

Ala

Ile

Glu

325

Ser

Asp

Ser

Phe

Ala

Glu

Glu

Met

230

Ser

Pro

val

Asn

Thr

310

Gly

His

Ala

Tyr

Phe

Ile

Phe

Ile

Gly

Ser

295

Lys

Met

vVal

Leu

Pro
375

Asp Leu

Gly Ile
185

Val Arg
200

Phe Cys

Ala Ala

Ile Gly

Pro Pro
265

Ser Phe
280

Leu Gly

Leu Gly

Val Ser

Ala Ser
345

Ser Gln
360

Lys Glu

Met
170
Arg
Arg
Ser
Phe
Gly

250

Axg

Asn
Leu
330
Asn

Phe

Ala

Ser

Pro

Asn

Gly

Gly

235

Thr

Asp

Lys

Asn

Gly

315

Leu

Tyr

Ile

Ile

Pro

Leu

val

220

Arg

Phe

Gly

val

300

Gly

Ser

Leu

Tyxr

380

Ala

Pro

Gly
205

Tyr

Val

Lys

Arg

Leu

285

Lys

Arg

His

Pro

365

Lys

Gly

Pro
1390

Ala

Ala

Trp

Thr

Leu

270

Thr

Leu

Asn

Ser

Pro

350

Pro

Glu

Lys

175

Gly

Glu

Gly

Lys

Ile

255

Pro

Met

Ser

Leu

Val

335

Leu

Val

Cys

Leu

Val
Asp
Leu
240
Gln
Lys
Leu
Trp
Thr
320
Val
Ser

Ala

Leu



Val Lys Glu Phe Leu Ser Gln Tyr Ala Tyr Lys
530 535

(2)

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIfSLEM 17:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1910 péar0 bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) ANTI-SENSE: ne



(vi)

(vii)

(ix)

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACGNIM GfSLEM 17:

ATGAAATCAA

AGCGGGCATT

CGAGGTTATT

TCAAAGTCAG

GTAATCGTTG

TCCTCTTCCT

AACATCGTCA

CCTTCCGACG

‘GGAGATCCCA

AGTCTCACCG

CTTGGTGCTC

GTGCGTCGTA

GTGTATGCCG

TTGGAGCAAA

AGTAATCCTA

POVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Beta vulgaris (fepa cukrovka)

BEZPROSTREDNI ZDROJ:
(NRRL B-21595N)

(B) KLON: pWDC-16
ZNAK:

(A) JMENO/OZNACENT:

(B) POZICE: 1..1680

(C) DALSI INFORMACE: /produkt

TGGCGTTATC
ACAGGGGTAA
ATTCACATAA
CGGTTAAAGA
GAGGTGGAAT
CTTTATCCCC
CTGTGGAGGC
CGGTGCTCAC
ATGCTCCTCG
ACCTCCCTTT
TCGGATTTCG
ATCTCGGAGA
GTGATCCTGC
AGGGTGGCAG

AGCCGCCCCG

protox-1l z repy cukrovky"

AAACTGCATT

TTGTATCATG

GAAGAGGAGG

AGCAGGATCA

TAGCGGGCTT

AAATTTTATA

CGATGGCTAT

CATGGCGGTC

CTTTGTGCTA

CTTCGACCTC

CCCTTCTCCT

TGAGGTCTTT

CAAGCTGAGT

CATAATTGGT

TGACCAGCGC

CCACAGACAC

TTGTCAATTC

ATGAGCATGA

GGATCAGGTG

TGCATCGCGC

GTTACAGAGG

ATCTGGGAGG

GACAGTGGCT

TGGAATGACA

ATGACCATTC

CCACCTCATG

GAACGCTTGA

ATGARAGCTG

GGCACTCTCA

CTCCCTAAAC

AGTGCATGCC

CATGTAGTTT

GTTGCAGCAC

CAGGAGGATT

AGGCTCTTTG

CCAAAGACAG

AGGGACCCAaA

TGAAAGATGA

AATTAAGGCC

CGGGCAAGAT

AGGAATCTGT

TTGAACCCTT

CTTTTGGGAA

AAGCTATACA

CAAAGGGTCA

~kédujici oblast

ATTGCGCAGC
AATTGGAAGA
AAGCTCAGGC
GCTAGACTGC
TACAAMACAC
AGTTGGCGGC
TAGCTTCCAG
GTTGGTGCTC
CGTACCTTCC
TAGGGCTGCT
TGAACACTTT
TTGTTCAGGT
GGTCTGGAAG
GGAAAGAGGG

GACTGTTGGA

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

S00




TCCTTTAGAR

mam
a8l

GTGARA

ACTTATGATA

CCATCATATG

TCAAAATTTT

AGATCAGAAT

CAGGGTGTGG

CCTGGTAGGA

AAGTCGAAAG

CCTGATGCAA

TTTTCTATTG

GTCAAAGGAC

GAGGGTGCTT

TAGAGCTTCA

GTAGTCTGGT

TGATGGAATT

ACGTTTAGTG

AGGGACTCGT

CTTGGACCCT

CCCCAGATGG

TTGCAAGTAG

ACTATCCACC

GCTTGATTAA

AAACCTTGGG

TCTTGATCTT

ATGAACTTGC

AACTTCCTCG

GGCACTTTGA

TGTTTCTTGG

ATGAGTCTGC

GCATCCTGTG

CGTGGTGCTA

TTTCCAGATG

AATTACACCG

TATGTTGCCT
TTCTAGTATC
CTTGGTTTCT
GCTTCTTCGT
AGTTGCAGCA
TGGTGAACTT
AACAATTTAT
GAGCTACATC
CAAGACAGTT
TGTACTGGGT
TCTGCTCGAT
TGGCAACTAT
AGCTGAGGTA
TAATTCAACA
GGATTGATTA
TGGGCATTAT

CATTTGATGA

- 95 -~

ACCGCCATTT

GTAAAGTCAC

GTAAGAACCA

CCACTTTCAG

GTGTCACTTT

CAAGGTTTCG

AGTTCGTCTC

GGAGGTGCTA

GACAAGGACC

GTGAGAGTAT

GCTGCAAAAG

GTTTCAGGTG

GTAGATTTCC

CAGGCCTTTT

GTTGCTCTGC

ATGTTGCTGT

CTAAAARAAAA

CTGCTCGACT

TCAATGGAGA

AAAGTGTTGT

ACTCTGCTGC

CCTATCCTAA

GGCAACTACA

TTTTCCCTGG

AAAATCCTGG

TGAGAAGAAT

GGCCTCAAGC

CTGCTCTGAC

TTGCCTTGGG

TCTCACAGTA

TGTATCTGTT

TGTGTGATCC

CTTATAAATC

AAAADANANDRA

TGGCAG&AGA'
ATATAGTCTG
GATGACTGTT
AGATTCTCTT
AGAAGCGATC
TCCCCGCAGT
TCGAGCACCA
CATATTAAAC
GCTTATAAAT
AATACCCCAG
AGATACAGGG
GCGGTGTATA
CTCAGACAAA
GTGCGCGCAT
ACAAGAATTT

CTTAATTTGT

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GTSLEM 18:

(1)

CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 560 aminokyselin

(B)
(C)
(D)

TOPOLOGIE:

TYP: aminokyselina
TYP VLAKNA: neni relevantni
neni relevantni

(11) TYP MOLEKULY: protein

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1810




(x1)

Met
1

Pro

Ile

Val

65

Val

Cys

Glu

Gly

Val

145

Gly

Pro

Ile

Ser

POPIS

Lys

Leu

Pro

50

Lys

Ile

Thr

Ala

Tyr

130

Leu

Asp

Val

Pro

Pro
210

SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM &fSLEM

Ser

Arg

Cys

35

Met

Glu

Val

Lys

Lvs

<

115

Ile

Thr

Pro

Pro

Gly

185

Pro

Met

Ser
20

Ser

Ser

Ala

Gly

His

100

Asp

Trp

Met

Asn

Ser

180

Lys

Pro

Ala
5

Ser

Leu

Met

Gly

Gly

85

Ser

Arg

Glu

Ala

Ala

165

Ser

Ile

His

Leu

Gly

Ile

Ser

Ser

70

Gly

Ser

Val

Glu

Val

150

Pro

Leu

Arg

Glu

Ser

His

Gly

Cys

55

Gly

Ile

Ser

Gly

Gly

13s

Asp

Arg

Thr

Ala

Glu
215

Asn

Arg
40

Ser

Ser

Ser

Ser

Gly

120

Pro

Ser

Phe

Asp

Ala

200

Sar

Cys

25

Arg

Thr

Gly

Leu
105

Asn

Asn

Gly

Val

Leu

185

Leu

Val

Ile
10

Gly

Gly

Ser

Ala

Leu

90

Ser

Ile

Ser

Leu

Leu

170

Pro

Gly

Glu

Pro

Asn

Gly
75

Cys

Pro

Val

Lys

1ss

Trp

Phe

Ala

His

Gln

Cys

Gly
60

Gly

Ile

Asn

Thr

Gln
140

Asp

Asn

Phe

Leu

Phe
220

Thr

Ile

Ser

45

Ser

Leu

Ala

Phe

Val

125

Glu

Asp

Asp

Gly

205

Val

Gln

Met
30

His

Leu

Gln

Ile

110

Glu

Ser

Leu

Lys

Leu

190

Phe

Arg

Cys

15

Leu

Lys

Ser

Asp

Ala

95

Val

Ala

Asp

Val

Leu

175

Met

Arg

Arg

18:

Met

Ser

Lys

Ala

Cys

80

Leu

Thr

Asp

Ala

Leu

160

Arg

Thr

Pro

Asn




Gln

Gly

305

Val

Glu

Thr

Leu

Tyr

385

rg

His

Ser

Tyr

Ar
290

Leu

Lys

Tyr

Arg

370

Pro

Ser

Pro

Leu

Ile
450

Leu

Val

Leu

Ser

Ser

355

Pro

Pro

Glu

Axrg

Phe

435

Gly

Pro

Met

Ser

Leu

340

val

Leu

Val

Cys

Ser

420

Pro

Gly

Lys

Leu

Txp

325

Thr

Val

Ser

Ala

Leu

405

Gln

Gly

Ala

Tyr

Met

Asp

Ala
390

Ile

Gly

Arg

Lys

Lys

295

Thr

Leu

Asp

Thr

Ser

375

Val

Asn

Val

Ala

Asn
455

Ala

Ser

Thr

vVal

360

Ala

Ser

Gly

Glu

Pro

440

Pro

Gln

Ile

Ser

Pro

345

Pro

Ala

Leu

Glu

Thr

425

Pro

Gly

Thr

Ser

Ile

330

AsSp

Ser

Asp

Ser

Leu

410

Leu

Gly

Ile

vVal

Ala

315

val

Gly

Ser

395

Gln

Gly

Arg

Leu

Gly

300

Arg

Lys

Leu

val

Leu

380

Pro

Gly

Thr

Ile

Asn
460

Leu

Ser

val

Ala

365

Ser

Lys

Phe

Ile

Leu

445

Ly's

Phe

Gly

Leu

Ser

350

Ser

Lys

Glu

Gly

430

Ile

Ser

Arg

Asn

335

vVal

Arg

Phe

Ala

Gln

415

Ser

Leu

Lys

Lys

Arg

320

Gly

Arg

Leu

Ile

400

Leu

Ser

Ser

Asp




Glu Leu Ala Lys Thr Val Asp Lys Asp Leu Arg Arg Met Leu Ile Asn
465 470 475 480

Pro Asp Ala Lys Leu Pro Arg Val Leu Gly Val Arg Val Trp Pro Gln
485 490 495

Gln Phe Ser Ile Gly His Phé Asp Leu Leu Asp Ala Ala
500 505 510

g
Al
[o]

Ala Ile

Lys Ala Ala Leu Thr Asp Thr Gly Val Lys Gly Leu Phe Leu Gly Gly
515 520 ' 525

Asn Tyr Val Ser Gly Val Ala Leu Gly Arg Cys Ile Glu Gly Ala Tyr
530 535 540

Glu Ser Ala Ala Glu Val Val Asp Phe Leu Ser Gln Tyr Ser Asp Lys
545 550 ’ 55 560

()]

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNTM CISLEM 19:

(1) CHARAKTERISTIKA SEXVENCE:
(A) DELKA: 1784 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(1i) TYP MOLEKULY: cDNA

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) ANTI-SENSE: ne

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Brassica napus (fepka olejka)

(vii) BEZPROSTREDNT ZDROJ:
(B) KLON: pWDC-17 (NRRL B-21615)

(ix) ZNAK:
(A) JMENO/OZNACENT:
(B) POZICE: 47..1654
(C) DALSI INFORMACE: /produkt = ~kb6dujici oblast
protox-1 z fepky olejky"




(x1)

GGGCCCCCCC CAAAATTGAG GATTCTCCTT CTCGCGGGCG

TCTCCGTCCG

CAAGCCTCTC

CGAAGGCGGA

CAGCGGCCTG

GATGGTGACG

GTTTCTATGG

GGTAGATAGT

GTTGTGGAAT

CTTGATGAGT

ACCTCCGGGT

TTTTGAGCGC

GAGTATGAAA

TGGTGGTGCT

GCGTCTGCCA

GCCAGAGGCA

TATCACTAAG

CACTGTACAG

GCGCCeTCTC

AGCCGTATCC

ACTAAAAGGG

CAGCCATTCC

AACCTCCGTT

GGAGGAGGTA

TGCATTGCGC

GAGGCGAAGG

GAAGAAGGTC

GGTTTGAAAG

GGGAAGCTGA

\TTGGAGGGA

CGTGAGGAAT

TTGATTGAAC

GCAGCTTTTG

TTTAAGGCAA

AAGCCAAAGG

ATCTCCGCAA

CTGGCCAGCG

AGCAAAAGTG

TCTGATTCTG

ATCTCATACG

TTCGGCCAGT

TATCGCCATT
GCTCCGTATC
AAACCGTCAC
AAGCGCTCGT
ACCGTGTGGG
CCAATAGCTT
ATGATCTAGT
GGCCGGTTCC
AGATTAGAGC
CAGTGGAAGA
CCTTTTGCTC
GGAAGGTTTG
TTCAAGCGAA
GCCAAACTGT
GGTTGGGTGA
GAGAATATAG
TAGTGATGAC
CAGCTGAAGC
CGAAAGAAGC

TGCATCCACG

CTCAAATCCA.

CGGTGGATCC
GGCGGACTGC
GACGAAGCAC
AGGGAATATC
TCAGCCGTCT
CTTGGGAGAT
GTCGAAGCTA
T?GGTTTGGT
GTTTGTAAGG
AGGTGTTTAT
GAAGCTAGAG
AAATAAAGCT
TGGTTCTTTC
CAAGGTGAAA
CTTAACTTAC
TGTGCCATCT
GCTCTCAAAA
AATCCGAAGC

CACGCAAAAL

ATCGCCATGG

TTTCCTCGGT

GTCGTCGGCT

GTGATCGTCG

CCAGACGCTG

ATCACGCGAG

GATCCTATGC

CCTACTGCTC

ACTGACTTGC

GCCATTGGTA

CGTAATCTTG

GCGGGAGATC

GAGAATGGTG

CCCAAGACAA

AGGAAAGGAC

GTTTCTTGGA

GAAACTCCGG

CATGTTGCTA

CTCTACTATC

GAATGCTTAA

GTGGAAACTC

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 19:

ATTTATCTCT
CGCGTCCC&A
CTTCTACAAT
GCGGAGGAAT
CAAAGAATGT
AGGAGCAAGG
TCACTATGGT
CGAGGTTTGT
CTTTCTTTGA
TTCGACCTTC
GTGATGAGGT
CTGCGAAACT
GGAGCATCAT
CCCGAGATCC
TCACAATGCT
AGCTCTCAAG
AGGGTATAGT
GTAGTCTCTT
CGCCAGTTGC

TAGATGGTGA

TTGGAACAAT

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260




CATCGGTGGA GCTACCAACA CTGGGATCTT

CTAAGTAGTA GATTTTGCAG TTTTGACTTT

CTGTGATTG2A GTAAATTTAT GTATTATTAC

ATACAGTTCA TCGCTCTTTC CCAACCGAGC ACCGCCTGGA

AGTAGATAGA GACTTGAGGA AGATGCTGAT ARAGCCAAGC
TGGAGTAAAA TTATGGCCTC AAGCCATTCC TCAGTTTCTG
AGACGCAGCG AMAGCATCGC TCTCGTCATC TGGTCATGAG
TTACGTTGCC GGTGTAGCAT TGGGTEGGTG TGTGGAAGGT

AGTGAATGAT TTCATGTCAA GGTATGCTTA CAAGTAATGT

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

ATCAAAGTCG

AAGAACACTC

TAAAAARAAAD

AGAGTATTGC

GAAGGTGAGT

TCGACCGATC

"ATAGGTCACA

GGCTTATTCT

GCTTATGARA

AACGCAGCAA

TGTTTGTGAA

AAMA

(AR) DELKA: 536 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA:
(D) TOPOLOGIE:

(ii) TYP MOLEKULY: protein

neni relevantni
neni relevantni

TATTGAACTA

TAGTGGAAGC

CACTTGTACT

TTGATTTGGT

TGGGTGGAAA

CTGCAACCCA

CGATTTGATA

AAATTCAAGT

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACGNIM GTSLEM 20-

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1784

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 20:

Met Asp Leu Ser Leu Leu Arg Pro Gln Pro Phe Leu

1 5

Asn Pro Phe Pro Arg Ser Arg Pro Tyr Lys

20 25

Ser Val Ser Gly Gly Ser Vval Val Gly Ser Ser Thr Ile Glu Gly Gly

35 ‘ 40

Gly Gly Gly Lys Thr Val Thr Ala Asp Cys

50 55

Pro Leu Asn Leu Arg Cys

Ser Pro Phe Ser

15

30

45

Val Ile Val Gly Gly Gly

60




Gly

Val
145

Leu

Phe

vVal

Leu

Leu

225

Gly

Lys

Gln

Ile

Leu Lys
130

Leu Trp

Gly Ala

Glu Glu
195

Ile Glu
210

Ser Met

Gly Ser

Ala Pro

Thr Val
275

Ser Ala
290

Asp

Asn

Phe

Ile

180

Phe

Pro

Lys

Ile

Lys

260

Gly

Arg

Asp

Gly

Asp
165

Val

Phe

Ala

Ile

245

Thr

Ser

Leu

Leu

Lys

P4

150

Leu

Ile

Arg

Cys

Ala

230

Gly

Thr

Phe

Gly

Val
135

Leu

Met

Arg

Ser

215

Phe

Arg

Arg

Asp
295

Ser

Pro

Asn

200

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys

280

Lys

Gly

Ser
185

Leu

Val

Lys

Phe

Pro

265

Gly

Val

Val

Gly

170

Pro

Gly

Tyr

Val

Lys

250

Arg

Leu

Lys

Pro

Asp

Ala

Trp

235

Ala

Leu

Thr

Val

Thr
140

Ser

Lys

Gly

Glu

Gly

220

Lys

Ile

Pro

Met

Ser
300

Ala

Lys

Ile

Arg

Val

205

Leu

Lys

Leu
285

Trp

Pro

Leu

Arg

Glu

130

Phe

Pro

Glu

Ala

Pro

270

Pro

Lys

Arg

Thr

Ala

175

Glu

Glu

Ala

Glu

Lys

255

Lys

Glu

Leu

Phe

Asp
160

Gly

Ser

Lys

Asn

240

Asn

Gly

Ala

Ser




Ile

Glu

385

Thxr

Pro

Gly

Asp

Leu
465

His

His

Gly

Phe

Ser
370

Leu

Leu

Gly

Ile

>
wm
o

Ile

Glu

Arg

Met
530

355

Lys

Gly

Arg

Leu
435

Arg

Val

Asp

Gly

Cys

515

Ser

Ala

Gly

Thr

Val
420

Ser

Lys

Lys

Leu
500

val

Lys

Phe

Lys

Leu

Val

485

Phe

Glu

Tyr

Glu

Gly

390

Tyr

Leu

Ser

Leu

Trp
470

Asp

Leu

Gly

Ala

Ala
375
Gln
Ser
Leu
Glu
Ile

455

Pro

Ala

Gly

Ala

Tyr
535

360

Ile

Leu

Ser

Asn

Gly

440

Lys

Gln

Ala

Gly

Tyx
520

Lys

Arg

His

Ser

TyTr
425
Glu
Pro
Ala
Lys
Asn
505

Glu

Ser

Pro

Leu

410

Ile

Leu

Ser

Ile

Ala

490

Tyr

Thr

Glu
Arg
395

Phe

val

Ser

Pro

475

Ser

val

Ala

Cys
380

Thr

Pro

Yy Gly

Glu
Thr
460

Gln

Leu

Ala

Thr

365

Leu

Gln

Asn

Ala

Ala

445

Asp

Phe

Ser

Gly

Gln
525

Ile

Lys

Arg

Thr
430

vVal

Pro

Leu

Ser

val
510

Val

Asp

vVal

Asp

Leu

Ile

Ser
495

Ala

Asn

Gly

Glu

400

Pro

Thr

Val

Gly

480

Gly

Leu




(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 21:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1224 par0 bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché.
(D) TOPOLOGIE: linearni

(1i) TYP MOLEKULY: cDNA

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) ANTI-SENSE: ne

(vi) POVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Oryza sativa (ryze)

(vii) BEZPROSTREDNI ZDROJ:
(B) KLON: pWDC-18 (NRRL B-21648)

(ix) ZNAK:
{(A) JMENO/OZNACENT:
(B) POZICE: 1..936
(C) DALSI INFORMACE: /produkt = ,Gastedna kédujici
oblast protox-1 z ryzZe“

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 21:

CGGGCTTTGA AGGCTGCATT TGGGAAGGTG TGGAGGCTGG AGGATACTGG AGGTAGCATT 60
ATTGGTGGAA CCATCAAGAC AATCCAGGAG AGGGGGAAAA ACCCCAAACC GCCGAGGGAT 120
CCCCGCCTTC CAACGCCAAA GGGGCAGACA GTTGCATCTT TCAGGAAGGG TCTGACTATG 180
CTCCCGGATG CTATTACATC TAGGTTGGGT AGCAAAGTCA AACTTTCATG GAAGTTGACA 240
AGCATTACAA AGTCAGACAA CAAAGGATAT GCATTAGTGT ATGAAACACC AGAAGGGGTG 300
GTCTCGGTGC AAGCTAAAAC TGTTGTCATG ACCATCCCAT CATATGTTGC TAGTGATATC 360
TTGCGGCCAC TTTCAAGTGA TGCAGCAGAT GCTCTGTCAA TATTCTATTA TCCACCAGTT 420

GCTGCTGTAA CTGTTTCATA TCCAAAAGAA GCAATTAGAA AAGAATGCTT AATTGACGGA 480




GAGCTCCAGG

ATATATAGCT

TACATAGGAG

GCAGTTGACC

CTTGGCGTCC

CTTGAGGCTG

AACTATGTTG

CAAATATCTG

TGGCACATAG

TCTAATTAGT

TTCAGATTTC

TACTACTAAG

CCAGTTACTA

(2)

(1)

GTTTCGGCCA

CATCACTCTT

GTTCTACAAA

GTGACCTCAG

GGGTATGGCC

CAAAATCTGC

CAGGAGTTGC

ACTACTTGAC

ATGTGAGGCT

TAGAATTTAG

AGCCATTCAA

AACAAATCAA

GTAAAAAAAR

GCTGCATCCG
TCCAAATCGT
TACAGGGATT
GAAGATGCTG
ACAAGCCATA
CCTééGCAAA
CCTGGGCCGA
CAAGTACGCC
TCTAGCAGCA
AATTGTAGAG
TTTGTGCAGC
TTATATTTTC

AAARD

GCTCCAGCTG

GTTTCCAAGA

ATAAATCCTA-

CCACAGTTCC

GGTGGGTATG

TGCGTTGAAG

TACAAGTGAT

AAAATTTCAT

GAATGTTCCA

CATTTACTAT

CTGCAAGTGA

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 312 aminokyselin
aminokyselina

(B)
(C)
(D)

TYP:
TYP VLAKNA: neni relevantni

TOPOLOGIE: neni relevantni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(x1)

Arg Ala Leu Lys Ala Ala Phe Gly Lys Val Trp Arg Leu Glu Asp Thr
5

1

POPIS SEKVENCE:

10

GAGTTGAGAC

GAAGGGTGTT

CTGAAAGTGA

GAGCAGTGGA

TCATTGGCCA

ATGGATTGTT

GTGCATATGA

CAAAGTTGGC

GGGCATCTTT

TTTGCAGTTC

ATGTAGTATG

CATCTTAATC

TTTAGGAACA

ACTTCTGAAC

GCTGGTAGAA

CCCTTTGGTC

TCTTGATCAT

CCTCGGAGGG

GAGTGCCTCA

CTGCTCCTTT

TTATCCTGAT

ATAATAGTTG

ATCTTGTAAG

GTCAGCAAAT

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACGNIM CIsLEM 22:

15

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1224

SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 22:




Ser

Pro

val
145

Glu

Thr

Ala

Gly

Asp

225

Leu

Ile

Glu

Ser

Asp

130

Sex

Leu

Leu

Gly

Ile

210

Leu

Gly

Thr

Tyr

Gln

Gly

Arg

195

val

Arg

Val

val

100

val

Leu

Pro

Gly

Thr

180

Val

Ser

Lys

Ser

85

val

Ala

Ser

Lys

Phe
165

Ile

Leu

Lys

Met

val
245

Asp

Ser

Ser

Ile

Glu
150

Tyr

Leu

Thr

Leu

230

Trp

Asn

Asp

Phe

135

Ala

Gln

Ser

Leu

Glu

215

Ile

Pro

Lys

Gln

Ile

120

Ile

Leu

Ser

Asn

200

Ser

Asn

Gln

Gly

Ala

105

Leu

Arg

Ser
185

Tyr

Glu

Pro

Ala

Tyr
S0

Lys

Pro

Lys

Leu

Ile

Leu

Arg

Ile
250

Ala

Thr

Pro

Pro

Glu

155

Arg

Phe

Gly

Val

Ala

235

Pro

Leu

Val

Leu

Val
140

Cys

Ser

Pro

Gly

Glu

220

Val

Gln

Val

Val

Ser

125

Ala

Leu

Gln

Asn

Ser

205

Ala

Asp

Phe

Met
110

Ser

Ala

Gly

Arg

190

Thr

Val

Pro

Leu

Glu

95

Thr

Asp

Val

Asp

Val

175

Ala

Asn

Asp

Leu

Ile
255

Thr

Ile

Ala

Thr

Gly

160

Glu

Pro

Thr

Arg

Val

240

Gly




- 106 -

His Leu Asp His Leu Glu Ala Ala Lys Ser Ala Leu Gly Lys Gly Gly
260 265 270

Tyr Asp Gly Leu Phe Leu.Gly Gly Asn Tyr Val Ala Gly Val Ala Leu
275 280 285

Gly Arg Cys Val Glu Gly Ala Tyr Glu Ser Ala Ser Gln Ile Ser Asp
290 295 ’ 300

Tyr Leu Thr Lys Tyr Ala Tyr Lys
- 305 310

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 23:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1590 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
{D) TOPCLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) ANTI-SENSE: ne

(vi) POVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Sorghum bicolor (&irok)

(vii) BEZPROSTREDNI ZDROJ:
(B) KLON: pWDC~19 (NRRL B-21649)

(A) JMENO/OZNACENT:

(B) POZICE: 1..1320

(C) DALSI INFORMACE: /produkt = ,&aste&na kédujici
oblast protox-1 z &iroku™

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfsrEM 23

TCCACCGTCG AGCGCCCCGA GGAAGGGTAC CTCTGGGAGG AGGGTCCCAA CAGCTTCCAG 60

CCATCCGACC CCGTTCTCTC CATGGCCGTG GACAGCGGGC TGAAGGATGA CCTGGTTTTT 120




GGGGACCCCA

ARGCCCGCCG

CTCGGCGCGC

GTGCGCCGCA

GTCTATGCTG

TTAGAAGAAG

AAGAATCCAA

TCTTTCAGGA

GTCAAACTAT

GAGTATGAAA

CCATCATATG

TCAAGATTCT

AGAAAAGAAT

CAAGGAGTTG

GCTGGTAGGG

AAGACTGAAA

CCTACAGCAG

TTCCTGGTAG

TATAATGGGC

GAGGGCGCAT

TGATGGAAGA

GGAGTAGTAA

TTTTTTTCCT

ACGCGCCACG

ACCTCCCGTT

TTGGCATCCG

ACCTCGGTGC

GCGATCCTTC

CTGGAGGTAG

AACCACCGAG

AGGGTCTTGC

CATGGAAACT

CACCAGAAGG

TTGCTAGCGA

ATTATCCACC

GCTTAATTGA

AGACATTAGG

TGTTACTTCT

GTGAGCTGGT

TGGACCCTTT

GACATCTTGA

TGTTCCTAGG

ATGAGAGTGC

AGTGGAGCGC

AAGGCGTCAC

GTCAGTAATT

GTTCGTGCTG
CTTCGATCTC
CCCGCCTGCT
TGAGGTCTTT
CAAGCTCAGT
TATTA?TGGT
GGATCCCCGC
CATGCTTCCA
CACGAGCATG
GGTTGTTTTG
CATTTTGCGT
AGTTGCTGCT
TGGGGAACTC
AACAATATAC
AAACTACATA
AGAAGCAGTT
AGTCCTTGGT
TCTTCTGGAG
AGGGAACTAT
CGCGCAAATA
TGCTTGTTAA
GAGTATTTTT

AGTTAGATTT

- 107 -

TGGGAGGGGA

ATGAGCATCC

CCAGGCCGCG

GAGCGCCTAA

ATGAAGGCTG

GGAACCATCA

CTTCCGAAGC

AATGCCATCA

ACAAMATCAG

GTGCAGGCTA

CCACTTTCAG

GTAACGGTTT

CAGGGTTTTG

AGCTCATCAC

GGAGGTGCTA

GACCGTGACC

GTCCGAGTTT

GCCGCAAAAT

GTTGCAGGAG

TATGACTTCT

TTGTTATGTT

CATTCTTATT

TAGTTATGTA

AGCTGAGGCC
CTGGCAAGCT
AGGAGTCAGT
TTGAGCCTTT
CATTTGGGAA
AGACGATTCA
CAAAAGGGCA
CATCCAGCTT
ATGGCAAGGG
AAAGTGTTAT
GTGATGCTGC
CGTATCCAAA
GCCAGTTGCA
TCTTTCCAAA
CAAACACAGG
TCCGAAAAAT
GGCCACAAGC
CTGCCCTGGA

TTGCCCTGGG

TGACCAAGTA
GCATAGATGA
TTGTAAATTG

GGAGATTGTT

CGTGCCATCC

CAGGGCCGGT

GGAGGAGTTT

CTGCTCAGGT

GGTGTGGCGG

GGAGAGGGGC

GACAGTTGCA

GGGTAGTAAA

GTATGTTTTG

CATGACCATT

AGATGTTCTA

GGAAGCAATT

TCCACGTAGT

TCGTGCTCCT

AATTGTTTCC

GCTTATAAAT

CATACCTCAG

CCAAGGTGGC

CAGATGCATT

CGCCTACAAG

GGTGAGACCA

CACTTCTGTT

GTGTTCACTG

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

Sao0

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500




CCCTACAAAA GAATTTTTAT TTTGCATTCG TTTATGAGAG CTGTGCAGAC TTATGTAACG

TTTTACTGTA AGTATCAACA AAATCAAATA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM SfSLEM 24:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 440 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: neni relevantni
(D) TOPOLOGIE: neni relevantni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

1560

1530

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 24:

Ser Thr Val Glu Arg Pro Glu Glu Gly Tyr Leu Trp Glu Glu Gly
Asn Ser Phe Gln Pro Ser Asp Pro Val Leu Ser Met Ala Val Asp
20 25 30

Gly Leu Lys Asp Asp Leu Val Phe Gly Asp Pro Asn Ala Pro Arg
35 40 45

Val Leu Trp Glu Gly Lys Leu Arg Pro Val Pro Ser Lys Pro Ala
50 55 60

Leu Pro Phe Phe Asp Leu Met Ser Ile Pro Gly Lys Leu Arg Ala
65 70 75

Leu Gly Ala Leu Gly Ile Arg Pro Pro Ala Pro Gly Arg Glu Glu
85 90 95

Val Glu Glu Phe Val Arg Arg Asn Leu Gly Ala Glu Val Phe Glu
100 105 110

Leu Ile Glu Pro Phe Cys Ser Gly Val Tyr Ala Gly Asp Pro Ser
115 120 125

Leu Ser Met Lys Ala Ala Phe Gly Lys Val Trp Arg Leu Glu Glu

Pro

Ser

Phe

Asp

Gly

80

Ser

Arg

Lys

Ala




Pro

225

Ala

Val

Glu

Thr

305

Ala

Gly

Asp

Leu

Thr

Met
210

Asp

Ser

Leu

230

Leu

Gly

Ile

Leu

Gly

Gly

Tyr

val

Tyr

275

Gln

Gly

Arg

Val

Arg

355

val

val

Val

Leu

260

Pro

Gly

Thr

Val

Ser

340

Lys

"Leu

Ser

val

Ala

245

Ser

Lys

Phe

Ile

Leu

325

Lys

Met

Val

Leu

230

Ser

Arg

Glu

Gly

Tyr

310

Leu

Thr

Leu

Trp

Ser

Gly

215

val

Phe

Ala

Gln

295

Ser

Leu

Glu

Ile

Pro

Lys

200

Lys

Gln

Ile

Tyr

Ile

280

Leu

Ser

Asn

Ser

Asn

360

Gln

val

Gly

Ala

Leu

265

Arg

His

Ser

Tyr

Glu

345

Pro

Ala

Lys

Lys

Arg

250

Pro

Lys

Pro

Leu

Ile

330

Leu

Thr

Ile

Leu

Val

Ser

235

Pro

Pro

Glu

Arg

Phe

315

Gly

vVal

Ala

Pro

Ser

Leu

220

Val

Leu

Val

Cys

Ser

300

Pro

Gly

Glu

vVal

Gln

Trp

205

Glu

Ile

Ser

Ala

Leu

285

Gln

Asn

Ala

Ala

Asp

365

Phe

Lys

Met

Gly

Ala

270

Ile

Gly

Arg

Thr

Val

350

Pro

Leu

Leu

Glu

Thr

Asp

255

vVal

Asp

val

Ala

Asn

335

Asp

Leu

Val

Thr

Thr

Ile

240

Ala

Thr

Gly

Glu

Pro

320

Thr

Arg

val

Gly




370 375 - 380

HEis Leu Asp Leu Leu Glu Ala Ala Lys Ser Ala Leu Asp Gla Gly Gly
385 390 395 400

Tyr Asn Gly Leu Phe Leu Gly Gly Asn Tyr Val Ala Gly Val Ala Leu
405 410 415

Gly Arg Cys Ile Glu Gly Ala Tyr Glu Ser Ala Ala Gln Ile Tyr Asp
420 425 430

Phe Leu Thr Lys Tyr aAla Tyr Lys
435 440

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 25:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE::
(A) DELKA: 93 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: jin& nukleova kyselina

(A) POPIS: /popis = ,intronovad sekvence protox-1 z

kukurice"“

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 25:

GTACGCTCCT CGCTGGCGCC GCAGCGTCTT CTTCTCAGAC TCATGCGCAG CCATGGAATT

GAGATGCTGA ATGGATTTTA TACGCGCGCG CAG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 26:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 2606 parl bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

60

93




(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) ANTI-SENSE: ne

(vi) PUVODNI ZDROJ: :
(A) ORGANISMUS: Beta vulgaris (repa cukrovka)

(vii) BEZPROSTREDNf ZDROJ:
(B) KLON: pWDC-20 (NRRL B-21650)

(ix) ZNAK:
(A) JMENO/OZNACENT:
(B) POZICE: 1..6 .

(C) DALS! INFORMACE: /poznamka = ,misto SallI™

(ix) ZNAK:
(A) JMENO/OZNACENT:
(B) POZICE: komplement (1..538)
(C) DALSI INFORMACE: /poznamka = ,&&stednd cDNA

protox-1 z Ffepy cukrovky ve smé&ru 3'-5™

(ix) ZNAK:
(A) JMENO/OZNACENT:
(B) POZICE: 539..2606
(C) DALSI INFORMACE: /poznidmka = ,oblast promotoru
protox-1 =z fepy cukrovky uvedend ve sméru 3'-5
(Castecné& sekvence fragmentu PstI-Sall o velikosti

~ 3 kb subklonovand z pWDC-20)“

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 26:

GTCGACCTAC GCACATGCCA CATTCCACAT TCCACGTTAG GAATTGAATT GAATTGAATT - 60
ATGATTATGA ATAATGAAGA GACAGAATTA CCGCCATGGT GAGCACCGCG TCGGAAGGCT 120
GGAAGCTATT GGGTCCCTCC TCCCAGATAT AGCCATCGGC CTCCACAGTG ACGATGTTGC 180
CGCCAACTCT GTCTTTGGCC TCTGTCACTA TAAAATTTGG GGATAAAGAG GACTGTTTTG 240
TACAAAGAGC CTGCGCGATG CAAAGCCCGC TAATTCCACC TCCAACGATT ACGCAGTCTA 300
GCAATCCTCC TGCTCCTGAT CCTGATCCTG ATCCTGCTTC TTTAACCGCT GACTTTGAGC 360

CTGAGCTTGT GCTGCAACTC ATGCTCATCC TCCTCTTCTT ATGTGAATAA TAACCTCGTC 420




TTCCAATTERA

TGTGCAATGG

CTCTCTCGCT

TAATTAACCT

TACTCTAAAT

TAACCGGTAA

TCTTTTAAAC

CTCTGGTTAT

TAACGGGGTT

ATGAGCGTGA

AAAAGTACTT

TTTCTTGGCT

AAGTTTGARA

CACTAACAGA

TCAAAATTCC

TCAATTGCGG

ACAACTCACA

TGTAGCTGTG

AGGGGCAAAT

AATGATGTGA

ATAATCTTGT

TTGCTCAGTG

ACTACATGGA

CATGCACTGT

CTCTCGCCCT

TATATCAAAA

AAACGATTAC

CTTACCTTTG

TCTCAGGCAT

ATATGCAATT

TATGAGGACT

AAATGCATTC

GGAAAAATGA

ATCTTAACAT

ARAAARAATC

GTGCATGTGA

TACAAATACA

ATGCTTCTCA

TAATGGTACC

TAAGTTTGAC

CTCGAATCCA

AATACACCAC

TTGTACTTTC

TCGTGTACTA

GTCTGTGGAA
CCTTATCCTC
TGAAACAACT
ATGTATCTTC
TAAC%CACCT
TGACCTATGT
TTAACTGAAT
AAATTATCTC
TTAACGGCTA
TTAAGCGACT
GTATTTATCA
ATACTCACTA
AGCACCccca
TCTAATAAAC
TTCCAGACTT
CAAAGAATAC
TAACATGTTT
CAAACTCATC
AAAATTCATA
ACTACGTCGA

CTTATCTTTC

TGATACAATT
TGCAGTTTGA
TATATCCCCT
GTTTCTAGTT
TAACCATACT
CAATACCTAC
AGCTGGACTG
CGAAATTTCT
CTTCAATGAG
TAGATTCAGT
TAATTTTTTT
AACACCTTTT
ACCGCCTTAA
AAGCAATTAT
TTGTTGAAAC
TATATAGTGA
CCAAATTTTT
CAGCATGCTT
ATTGGTTTTA
CAATCTCGTT
GAAGACAAAA

AACTCATAGA

GCCCCTGTAA

TAACGCCATT

TCTTGCTTGC

AAAAAGTTTT

TGTTTGGTGG

TTATGCTTAA

ACTAACATCT

CTGGATGCTA

GAGGTTCTTG

AATAAGTGGT

TATTTGTTTG

TTAATTACAT

AATATAAGCT

AACACAACAT

AATCAAAGTA

TTTTGTTTAA

TGCTCAAAAT

GCCATGGGTA

GTTTGTCTCC

ATCTTGGAAG

TTACAACTAA

AACAAGCAAA

TGCCCGCTGC
GATTTCATCT
TCGGGAATTC
TTATAAATAG
AGGTGGTGCG
GGATACGGAT
GAATTTGTTIT
AAAATGTCTT
ATTTGCATGT
GTTAAAAGTA
AAAGTTGCCT
GGAAATCGAA
GAAGATGTCT
CTCCGCCTCT
ACATGGTGTG
TCCATAGTCA
CCCTAAACAT
AATAAGACTT
AACGTAAAAC
CTTGAAAGCC
GAAGAGGTCA

CCAATTGTCA

480

540
600
660
720
780
840
900
960
1620
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740




CCTATATACT

AAMAACCACA

CCAAAGTGAT

TTATAAAACA

ATAAAGCCAT

ACGAAGTAAT

AAGTTACCAG

GGGGGCGTTT

AGGAAAAGAA

CTTCCTCTTT

TCCACGCCGC

CCCGCGACGG

TCGAGTTATC

CTCCCTCACC

CGGTCTCTCT

GTACTTCTCC

AAGACATTTC

TCTAACTACA

CCTACATACC

TAAATAACCA

TTATAGTCAT

CTTAAGTAGT

GGTTGCAACG

AACCCTTAGA

CTTACCCTTC

CTCTCCCTAC

TTCCCCCCTC

cccereeecer

GTCGCGTTCT

TTCCCTCCCC
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ATCATATACT TCCAACTTGC
ATAABAGCAT AATAAAAATG
TTCTAATGAA AATGACATTG
ACGATTATGT TAGAAATATA
GTTTTATGTT ATTTCGTGAC
TTTGTGGCCA CTTAATTCAT
TTTGTGACCA TCTCTACATA
GGGTAARGGG AATGGAATCA
TTTAGAGTGG TGTTTGGTTA
TTCCACCCTA GCACCACCAC
CCCAGTAACA CCACCTTGTC
CCCTGCGCCG TCACGTCGTC
GCGCGTCGCG TTCTCCCCTC

CCCCTCCCTC ACCGTCGCGG

CTGCAG

CTTAAACTCA ATACTATCAT
TGTCATCACT CTTCAAAGTT
GTGTAAACCT AATCCTTGTG

TTTATGAATG CAGTACCTAC

CAACATAGTT CCTAAAGATT
TTAATACCCA GTATATTTAT
CTTCCTCCGG TCCATAATAA
AGAAAGGGAG AGGAGAGGAA
AGATAATGTT AATTCTCTTT
TCCTCCCTCT GTTACTATTC
GGCCCCCCGG TCTTCCCCTT
CCCCTCACCT CCCTGCACCG
CCTCACCATC GCGTTCTCCC

TCTCCCCTCC CTCACCGTCG

1800

1860

1920

1980

2280

2340

2520

2580

2606
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PATENTOVE NARCKY

1. Izolovand molekula DNA obsahujici promotor rostlinné
protoporfyrinogenoxidazy (protox) nebo jeji funkéné shodny

derivat.

2. Izolovand molekula DNA obsahujici rostlinny protox
promotor, ktery je pfirozené spoijen s kdcdujicimi sekvencemi

rostlinné protoporfyrinogenoxidazy.

3. Izolovand molekula DNA podle narocku Z, kde rostlina Je

druh rodu Arabidopsis.

4. Izolovand molekula DNA podle néroku 3, ktera obsahuije
nukleotidovou sekvenci uvedenou jako sekvenci identifikacdniho
¢isla 13 a v3echny molekuly DNA hybridizujici s ni za
primérné stringentnich (pfisnych) podminek.

5. Izolované molekula DNA podle narcku 2, kde rostlina je

kukurice.

6. Izolovand molekula DNA podle néroku 5, kterd obsahuje
nukleotidovou sekvenci uvedenou jako sekvencl identifikadniho
Cisla 14 a vSechny molekuly DNA hybridizujici s ni za

primérné stringentnich (pfisnych) podminek.

7. Izolovand molekula DNA podle néaroku 2, kde rostlina je

fepa cukrovka.

8. Izolovand molekula DNA podle naroku 7, kterd obsahuje

nukleotidovou sekvenci uvedenou jako sekvenci identifikadniho




gisla 26 a vdechny molekuly DNA hybridizujici s ni za

pr

9. Rekombinantni molekula DNA obsahujici promotor rostlinné

umérné stringentnich (pfisnych) podminek.

protoporfyrinogenoxidazy (protox) podle kteréhokoliv z narokul

jeji funk&né shodny derivat.
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ky gen obsahujici rostlinny protox promotor

0 C
operativné spojeny s heterologni kdédujici sekvenci DNA.

11. Chiméricky gen podle ndroku 10, kde rostlinny protox

promotor je z genu protox-l.

12. Chiméricky gen podle néaroku 10, kde rostlinny protox
promotor je z genu Drotox-2.

13. Chiméricky gen podle na&roku 10, kde protox promotor je
z rostliny vybrané ze skupiny obsanujici rabidopsis, soju,
bavinik, tabik, fepu cukrovku, fepku olejku, kukurici,

pSenici, &irok, Zito, oves, jilek a ryZi.

14. Chiméricky gen podle naroku 10, kde promotor Je
z rostliny vybrané ze skupiny obsahujici  Arabidopsis, tepu

cukrovku a kukutfici.

15. Chiméricky gen podle naroku 10, kde promotor je
z rostliny vybrané ze skupiny obsahujici Arabidopsis

a kukurici.

16. Chiméricky gen podle naroku 10, kde promotor je z repy

cukrovky.




17. Chiméricky gen podle naroku 10, kde promotor Jje dlouhy

alespoft 300 nukleotidad.

18. Chiméricky gen podle naroku 17, kde promotor je dlouhy
alespon 500 nukleotidd.

19. Chiméricky gen podle néroku 11, kde promotor Je
z Arabidopsis a ma sekvenci uvedenou jako sekvenci

identifikac¢niho ¢isla 13.

20. Chiméricky gen podle naroku 11, kde promotor Je '
z kukufice a ma sekvenci uvedenou jako sekvenci

identifikadlniho Cisla 14.

21. Chiméricky gen podle naroku 11, kde promotor je z fepy
cukrovky a ma sekvenci uvedenou jako sekvenci identifikacéniho

cisla 26.

22. Chiméricky gen podle naroku 10, kde heterologni kdédujici
sekvence kdéduje modifikovanou, k herbicidu rezistentni formu

rostlinného enzymu.

23. Chiméricky gen podle néroku 22, kde rostlinny enzym Je
vybran ze skupiny obsahujici imidazolglycerolfosfat-
dehydratazu (IGPD), 5-enolpyruvylsSikimadt-3-fosfatsyntazu
(EPSP), glutaminsyntetdzu (GS), acetylkoenzym-A-karboxylazu,
acetolaktatsyntazu, histidinoldehydrogenazu a proto-

porfyrinogenoxidédzu (protox).

24. Chiméricky gen podle ndroku 23, kde rostlinny enzym je

protox.




25. Chiméricky gen podle naroku 23, kde rostlinny enzym Je

eukaryotickd protox majici aminokyselinovou substituci, ktera

mé& tu vlastnost, Ze udéluje rezistenci k inhibitoru protox.
26. Chiméricky gen podle naroku 10, kde heterologni molekula
DNA kbéduje protein =z Arabidopsis sp., ktery m& aktivitu

protox-1 nebo protox-2.

27. Chiméricky gen podle naroku 26, kde protein obsahuje
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sekvenci aminokyselin uvedenou jako sekvenci identi

Cisla 2 nebo sekvenci identifikacdniho &isla 4.

28. Chiméricky gen podle néaroku 10, kde heterologni molekula
DNA kéduije protein z kukurice, ktery mé& aktivitu protox-1

nebo protox-2.

29. Chiméricky gen podle nadroku 28, kde protein obsahuje
sekvenci aminckyselin uvedenou Jjako sekvenci identifikacdniho

Cisla 6 nebo sekvenci identifikadniho &isla 8.

30. Chiméricky gen podle nadroku 10, kde heterologni molekula

DNA kéduje protein z pSenice, ktery mad aktivitu protox-1.

31. Chiméricky gen podle naroku 30, kde protein obsahuje
sekvenci aminokyselin uvedenou Jjako sekvenci identifikacniho

¢isla 10.

32. Chiméricky gen podle naroku 10, kde heterologni molekula

DNA kbéduje protein ze soji, ktery mé& aktivitu protox-1.



33. Chiméricky gen podle naroku 32, kde protein obsahuje

sekvenci aminokyselin uvedenou Jjako sekvenci identifikacniho

e a
gdisla 12.

34. Chiméricky gen podle naroku 10, kde heterologni molekula

DNA koduje protein z paviniku, ktery mad aktivitu protox-1.

35. Chiméricky gen podle naroku 34, kde protein obsahuje
sekvenci aminokyselin uvedenou jako sekvenci identifikacéniho

Gisla 16.

36. Chiméricky gen podle naroku 10, kde heterologni molekula
DNA kéduje protein z  fepy cukrovky, ktery mé aktivitu

protox-1.

37. Chiméricky gen podle naroku 36, kde protein obsahuje
sekvenci aminokyselin uvedenou Jako sekvenci identifikacéniho

¢isla 13.

38. Chiméricky gen podle naroku 10, kde heterologni molekula
DNA kéduje protein z Fepky olejky, ktery ma aktivitu

protox-1.

39. Chiméricky gen podle naroku 38, kde protein obsahuje
sekvenci aminokyselin uvedenou Jjako sekvenci identifikacniho

¢isla 20.

40. Chiméricky gen podle naroku 10, kde heterologni molekula

DNA kéduje protein z ryie, ktery ma& aktivitu protox-1l.




41, Chiméricky gen podle naroku 40, kde protein obsahuje

sekvenci aminokyselin uvedenou jako sekvenci identifikacniho
Yy

Cisla 22.

42. Chiméricky gen podle né&roku 10, kde heterologni molekula

DNA kéduje protein z Ciroku, ktery méd aktivitu protox-1.

43. Chiméricky gen podle naroku 42, kde protein obsahuje
sekvenci aminokyselin uvedenou jako sekvenci identifikacniho

Cisla 24.

44, Rekombinantni wvektor obsahujici rekombinantni molekulu

DNA podle néaroku 9.

45. Rekombinantni vektor obsahujici chiméricky gen podle
kteréhokoliv z nérokl 10 aZ 43, pificemZ vektor je schopen
trvalé transformace do rostliny, rostlinnych semen,

rostlinného pletiva nebo rostlinné buiky.

46. Rostlinné pletiveo obsahujici chiméricky gen podle

kteréhckeliv z ndrokly 10 aZz 43.

47. Rostlina, obsahujici chiméricky gen podle kteréhokcliv

z narokd 10 aZz 43, a jeji potomstvo.

48. Rostlina podle ndroku 47, kterd je vybrana ze skupiny
obsahujici Arabidopsis, cukrovnik 1léka¥sky neboli cukrovou
tftinu, soju, jelmen, bavlnik, tabdk, Frepu cukrovku, Yepku
olejku, kukufici, pSenici, <¢&irok, Zito, oves, travnikové

a picninové travy, proso a ryzi.




49. Rostlina podle naroku 47, kterid 1je vybrana ze skupliny

obsahujici Arabidopsis, soju, bavlnik, tabdk, fepu cukrovku,
fepku olejku, kukutfici, pSenici, <&irok, Zito, oves, jilek

a ryzi.
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50. PouZiti protox promotoru pro exp
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rezistentnich forem cilovych proteind herbicidu v ro

aby tak rostlina ziskala rezistenci k herbicidu.

fse

51. PouZiti chimérického genu podle néroku 25 pro expres

N

k herbicidu rezistentniho rostlinného protox proteinu, ktery

7

nen

]

O

3

b

je rezistentni k inhibitorim nemodifikovaného rost

protox proteinu.

52. PouZiti prctox kdéddujici sekvence, kterd sdili dostatecnou
homologii, aby hybridizovala s protox koédujici sekvenci

spojenou s hledanym promotorem, jako sondy.

53. PouZiti sekvence kbédujici prctox podle naroku 52, kde
kéddujici sekvence pouZitd jako sonda je ze stejného
rostlinného druhu jako hledany protox promctor a Jje to

-~

kdédujici sekvence prirozené spojend s promotorem.

54. Zplsob ptripravy molekuly DNA obsahujici Gsek DNA
obsahujici sekvenci protox promotoru a usek DNA kédujici
protox protein, vy znadcuijicdi s e t im, Ze se

a) pripravi nukleotidova sonda schopnad specifické hybridizace

pricemz tato sonda

oy

S rostlinnym protox genem nebo mRNA,
obsahuje souvisly usek sekvence kédujici protox protein
z rostliny o délce alespon 10 nukleotidd,

b) testuji dalsi sekvence kédujici protox v populaci

I

o

klonovanych fragmentl genomové DCNA nebo fragmentl cDNA




z vybraneho organismu pomoci nukleotidové sondy pripravené

codle kroku a),
Cc) 1izoluje a namnofi molekula DNA obsahujici Gsek DNA
obsahujici protox promotorovou sekvenci a Usek DNA kédujici

protox protein.

55. Zpisob pripravy molekuly DNA obsahujici Gsek DNA
obsahujici sekvenci protox prometoru, vy znadcuijici
s e t 1im, Ze se

a) pfipravi nukleotidova sonda schopna specifické hybridizace
S rostlinnym protox genem nebo mRNA, pficemZ tato sonda
obsahuje souvisly Usek sekvence kédujici protox protein
z rostliny o célce alespod 10 nukleotidd,

b) testuji daldi sekvence kédujici protox v populaci
kionovanych fragmenti genomové DNA nebo fragmentl cDNA

eotidové scndy pripravené

b=t

z vybraného organismu pomoci nuk
podle kroku a),
c) izoluje a namno?i molekula DNA obsahujici Usek DNA

Obsahujici protox promotcrovou sekvenci.

56. ZpfGsob izolace molekuly DNA obsahujici usek DNA
obsahujici sekvenci protox promotoru z jakéhokoliv
rostlinného protox genu vy zn a & u jici S e t im,
Ze se

a) pfipravi nukleotidovi sonda schopna specifické hybridizace
S rostlinnym protox genem nebo mRNA, pficemZ tato sonda
obsahuje souvisly Gsek sekvence kédujici protox protein
z rostliny o délce alespofi 10 nukleotidd,

b) testuji daldi sekvence kbdujici protox v populaci
klonovanych fragmentd genomove DNA nebo fragmentd cDNA
z vybraného organismu pomoci nukleotidové sondy pfipravené

podle kroku a),
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c) izoluje a namnoZi molekula DNA obsahujici Usek DNA

obsahujici protox promotorovou sekvenci.

57. Zem&délsky zplsob, vy znadcuijici s e t 1m,
Ze se uzZije transgenni rostlina nebo jeji potomstvo, pfilemZ
transgenni rostlina obsahuje chiméricky gen podle kteréhokoli
z narokd 10 aZz 25, a to v mnoZstvi dostate&ném pro expresi
k herbicidu rezistentnich forem cilovych proteind herbicidu

v rostliné, kterd tim ziskd toleranci k herbicidu.

58. Chiméricky gen podle né&roku 10, ktery navic obsahuje
signalni sekvenci operativné spojenou s uvedenou molekulou
DNA, a tato signé&lni sekvence Je schopna cilit protein

kébdovany molekulou DNA do chloroplastu.

55. Chiméricky gen podle néroku 10, ktery navic obsahuje
signalni sekvenci operativné spojenou s uvedenou molekulou
DNA, a tato signé&lni sekvence 3je schopna cilit protein

kédovany molekulou DNA do mitochondrie.

60. Chiméricky gen podle néroku 22, kde rostlinny enzym je
vybran ze skupiny obsahujici imidazolglycerolfosfat-
dehydratazu (IGPD), S5-enolpyruvyl3ikimat-3-fosfatsyntazu
(EPSP), glutaminsyntetdzu (GS), acetylkoenzym-A-karboxylazu,

acetolaktatsyntazu a protoporfyrinogenoxiddzu (protox).

6l. Izolovand molekula DNA podle naroku 3, ktera obsahuije
nukleotidovou sekvenci uvedenou jako sekvenci identifikadniho
Cisla 13 a vSechny molekuly DNA s ni hybridizujici za
nasledujicich podminek:

a) hybridizace v 7% dodecylsulfatu sodném (SDS), 0,5M NaPO,
s pH 7,0, 1mM EDTA p?i 50 °C, a




b) promyti ve 2x SSC, 1% SDS pri 30 °C.

62. Izolovand molekula DNA podle naroku 5, kterd obsahuje
nukleotidovou sekvenci uvedenou jako sekvenci identifikadéniho
Cisla 14 a v3echny molekuly DNA s ni hybridizujici za
nasledujicich podminek:

a) hybridizace v 7% dodecylsulfdtu sodném (SDS), O©,5M NaPO,
s pH 7,0, 1mM EDTA p¥i 50 °C, a

b) promyti ve 2x SSC, 1% SDS pri 50 °C.

63. Izolovand molekula DNA podle naroku 7, kterd obsahuje*
nukleotidovou sekvenci uvedencu jako sekvenci identifikadniho
Cisla 26 a vSechny molekuly DNA s ni hybridizujici za
nasledujicich podminek:

a) hybridizace v 7% dodecylsulfiatu sodném (SDS), O,5M NaPO,
s pi 7,0, 1mM EDTA p#¥i 50 °C, a

b) promyti ve 2x SSC, 1% SDS pri 50 °C.
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