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Reseni se tyka chemicky regulovatelnych fe-
tézcti DNA, které mohou regulovat transkripci
sdruzeného fetézce DNA v rostliné nebo
rostlinné tkani, chimérni konstrukci, které
tyto retézce obsahuji, vektorti, které obsahuji
takové retézce a chimérni konstrukce
transgenickych rostlin a roslinnych tkani,
které tyto chimérni konstrukce obsahuji. Rov-
néz se tyka novych fetézci signalnich peptida
a genu, které jsou kédem pro tyto fetézce, a
nové identifikovanych genti pro bilkoviny PR.
Tyto chimérni konstrukce a transgenické
rostliny a rostlinné tkané je mozno uzit pfi
sledovani novych chemickych regulatoru.
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Vynélez se tyké zpisobu vyroby v
podstatd &isté chemicky regulovatelné DNA. Zejména se
tykd nekodovych sledd DNA, které za p¥ftomnosti chemic-
kych regula&nich prostfedkd mohou fidit transkripci
daldfch sledd DNA u rostiin.

Pokroky v tecnnologii rekombinantni
DNA a soulasné& pokroky pfi transformaci a regeneraci
rostlin umoZnily v&lenit novy geneticky materidl do
rostlinnych buné&k, rostlin nebo rostlinnych tkéni za
vzniku nového materidlu, nap¥iklad fenotypl, které zvy-
uji hodnotu rostlin nebo rostlinnych tkéni. Moinbsti
zlepdeni plodin timto zpdsobem osv&tluji nepfiklad dua-
kazy o geneticky ziskanych rostlindch, odolnych proti
pathogenim, které byly popsény nap¥iklad v Evropském
patentovém spisu &. 240 332 a 223 452. Rostliny, odol-
né proti hmyzu byly popsdny v publikaci Vaeék M+ a dal-
81, Nature 328, 33 (1987), produkce rostlin, odolnych
proti herbiciddm byla;popséna v publikaci DeBlock M.
a dali{, EMBEO J., 6, 5513 (1987). Cilenymi rostlinami
mohou byt nap¥iklad stromy a kefe, av3ak také ozdobné
a okrasné rostliny a polni plodiny. Je zFejmé, Ze pod
pojmem "plodina® se mi%e rozum®t kultura rostlinné tké-
né, péstovand v biologickém reaktoru jako zdroj uréi-

tych pfirodnich produkti.



V n&kterych pripadech miZe byt Zé-
doucy{ #{dit dobu a/nebo rozsah exprese genetického ma-
teridlu, v&lenovaného do rostlin, rostlinnych huné&k
nebo rostlinnych tkénir P¥i idedlni situaci by mélo
byt moiné ridit expresi pomoci meziproduktu, snadno
aplikovatelného na polni plodiny, okrasné kefe, do bio-
logickych reaktord a podobné. Tuto Zddouci situaci je
mo%no poprvé realizovat podle vyndlezu, ktery je zemé&-
¥en na systém exprese s pouZitim chimérniho genu, re-
gulovatelného chemicky, takZe jde napfiklad o chemicky
$#iditelny, nexodovy sled DNA, ktery je spojen napfiklad
s genem pro fenctypovou vliastnost, pfilemZ x expresi
dochdz{ pod ¥{zenim reguldtoru napiiklied tak, Ze expre-
se takto regulovaného genu je urlcovéna p¥itcomncsti nebo
nepf{tomnosti chemické reguladni ldtky. Tento systém
je prvnim dikaszem sprdvnosti koncepce chemického fizent
exprese chimérniho genu v rostlindch nebo rostlinnych
tkdnich. Timto zpisobem je moino ziskat rostliny nebo
rostlinné tkdné s obsanem chimérniho genu, pFridemZ ex-
prese genu s uvedenymi vlastnosimi je funkci chemicksé

regulaini ldatky.



A. Obecny pfehled technologie transformace u rostlin

V oboru jsou znédmy rizné zpisoby,
kterymi je moZno uskutelnit genetickou transformaci
rostlin & rostlinnych tkéni, nap¥fklad stélé v&lerovéni
cizorodé DNA do rostlin. Jde nap¥iklad o transformaci

geledi Agrobacterium a transformaci prfimym pfenosem genu.

1. Transformace, zprostfedkovend &eledi Agrobacterium

A. tumefaciens je pfidinou onemocné-
ni u celé ¥ady dvoudéloZnych a gymnospermnich rostlin,
vyvoldvd tvorbu nédord rostlinné tkén& v mist& infekce.
K infekci dochézi obvykle v mist&, kde Jsou rostliny
mechanicky porudeny, Agrobacterium nese velkou extra-
chromosomélni ldtku, kterd se nazyvd Ti-plasmid (tumor-

-inducing).

‘Ti-plasmidy obsahujf dv& oblasti,
kterych je zapot¥febi pro vznik nddoru. Jednou z téchto
oblasti je T-DNA (iransferred-DNA), jde o sled DNA,

tery se stabiln& piends{ do DNA genomu rostliny. Dru-
hou oblasti, které je zapotiebi prc vznik nddoru Jje

oblast vir (virulence), kterd se \ilastni mechanismu



prenosu. PrestoZe oblast vir je naprosto nezbytné pro
stélou transformaci, sama se nepfend3{ do infikované
rostliny. Transformace rostlinnych bun&k plsobenim in-
fekce Agrobacterium tumefaciens s néslednym plenosem
T-DNA je dobfe dckumentovéna nespifiklad v publixaci
Bevan M. W. a Chilton M.D., Int. Rev. Genet. 16, 357
(1982).7

Po fadd le:t intenzivniho vyzkumu Vv
celd Pad’ labocratori byl systém Agrobacterium vyvinut

A

natolik, ?e dovoluje bé&Znou transformaci celé radé rost-
linnych tkéni. Jako pfiklad transformcvanych tkén{ uve-
denym zplsobem je moZnc uvést napfiklad tabdkx, rajle,
slune&nici, bavln{k, fepku, bramtor a soju. Rozsah hos-
titeld pro transformaci Ti-pasmidem p¥i pouZiti A. tume-

faciens je pom&rnZ 3iroky, tabdk se ukdzal byt nejvyhod-

n&j3im hostitelem pro snadncst manipulace.

Agrobacterium rhizogenes byl rovné%
u%?it jako vektor pro transformaci rostlin. Tento mikro-
organismus, kKtery vyvoldvd tvorbu vlasovitych kofend u
celé tady Zeledi dvcudBloZnych rostlin nese velky ex-
trachlomoso%mélni element, ktery se nazyvé Ri-plasmid
(root-inducing), jeho? funkce je podobné funkci Ti-plas-
midu v A. tumefaciens. Transformace p¥i pouZiti A. rhi-

zogenes byla vyvijena obdobnym zpisobem jako v pfipadéd



A. tumefaciens a byla s uspéchem pouZite nap¥iklad k

transformaci vojt&3ky a lilku &erného Solanum nigrum L.

2. Primy plenos genu

Byla vyvinuta celd rada postupd s
primym pfenosem génu pro transformaci rostlin a rostlin-
nych tkéni bez pou%iti agrobacterium. PPFi pPimé trans-
formaci protoplastd miZe byt pfijem exogenniho genetic-
kého materidlu do protoplastd usnadndn chemickou létkou
nebo pisobenim elektrického pole. Exogenni materidl pax
md%e byt integrovén do genomu jédra. Prvni prace byly
provdd&ny na dvoud&loZnych rostlindch tabdku, kde bylo
prokdzéno, Ze v&len&nd cizorodd DNA byle prend3ena ta-
ké do potomstva transformovanych rostlin, Jjek bylo po-
pséno v publikacich Paszkowski J. a dels{, EMEC J. 3,
2717 (1984) a Potrykus I. a dal3i, Mol. Gen. Genet. 199,
169 (1985).

Protoplasty jednod&loZnych rostlin
je timto zpisobem rovn&% mcZno transformovat, k uspés-
né transformaci do3lo napfiklad v pripadé Triticum monc-
coccum, Lolium multiflorum, u kukufice a u sladké kuku-

fice (Black Mexican).



Exogenn{ DNA je moZ%no do bunék ne-
bo protoplastd v&lenit také mikroinjekc{. Roztok plas-
midové DNA se vstiikuje pPimo do bunky jemnou sklen&nou
jenlilkou. Timto zpisobem bylo moZno transformovat pro-
toplasty vojt&3ky celou Padou plasmidd, Jak bylo popsé-
no v publikaci Reich T. J. a dal8{, Bio/Technology, 4,
1001 (1986).

Daldfm, v posledni dob& vyvinutym
postupem pro primy pPencs genu je bombardovéni bunék
mikroprojektory, nesoucimi DNA, tento postup byl popsén
v publikaci Klein P,M. a daldi, Nature 327, 70 (1987).
P¥i provédsni tonoto postupu se urychluji &dstelky wol-
framu, povledené exogenni DNA smirem k cilovym bunkém,
co? mé za ndsledek alespon prfechodnou expresi v popsa-

ném pfiklad& (cibule).

B. Regenerace transformovanych rostlinnych bunék

Pro transformaci rostlinnych buné&k
existuje #ads postupd, celd Fada postupld v3sk existuje
také prc regeneraci rostlin z rostlinnych tkéni. PouZi-
+y zplsob regenerace bude zdv¥iset na vychozi rostlinné
tkdni a na rostlinné &eledi, kterd mé byt regenerovana.

V posledni dobé& je moZno mgenerovat celou Fadu rostlin-



nych &eled{ z tkéné k%l&%(odvozeného od rostlinnych
explantéti. Rostliny, které je takto moZno regenerovat
jsou jak jednodéloZné jako kukutice, ryte, Jjelmen,
plenice a %#ito a dvoud&loZné, napriklad sluneénice,

soja, bavlnik, Fepka a tabdk.

Regenerace rostlin ze tkéni, trans-
formovanych p¥*i pouZiti A. tumefaciens byla prokdzéna
pro ndkolik rostlinnych €eledi. Slo o sluneénici, rajle,
bily jetel, Fepku, bavlnik a tabgk. Regenerace vojt&sky
z tkéné, transformované pisobenim A. rhizogenes byla
rovnéd% uUspié3nd. Regenerace rostiin z protoplastd Jje
zv145t& vhodnym postupem, ktery byl popsén nspiiklad
v publikaci Evens D.A. a dal3{, v: Handbook of Plant
Cell Culture, sv. 1,MacMillan Publ. Co., 1983, str. 124.
V pfipadé&, Ze je moZno regenerovat rostlinnou teled z
protoplastd, je moZno pouZit primého prenosu genld a
transformace pPitom neni zévisld na pouZiti A. tumefe-
ciens. Regenerace rostlin z protoplastd byla prokézéna
napfiklad v pfipadé& ryZe, tabdku, Ffepky, bramboru, okur-
ky a kukufice,

Technologické pokroky pfi transfor-
maci rostlin a p¥i jejich regeneraci ponZkud osv&tluji

vysoky potencidl genetického inZenyrstv{ u plodin. Byly



jiZ uvedeny zprévy o genetickém inZenyrstvi u tabédku
a u roslinek rajéete, které je moZno ulinit odolnjmi
proti infekci, nepfiklad proti viru tabdékové &ozagky
(TMV) a tské proti rdznym druhim herbicidd. Odolnosti

proti hmyzu bylo dosa%eno v pfipad# tabdku a rajéat.

C. Tkénové kultury

Genetické inZenyrstvi neni omezeno
pouze na polni plodiny, je moZno je vyuZ{t také ke zlep-
Sen{ okrasnych rostlin, picnin a stromi. Cilem biotech-
nologie rostlin, ktery je ménd zfejmy a k némuZ je moi~
no pou?it jak genetického inZenyrstvi, tak jeho aplika-
ce na tkdnové kultury je zvySené produkce 3Siroké 3kidly
chemickych ldtek, odvozenych od rostlin, jako jsou chu-
tové a vonné létky, pigmenty, pFirodni sladidle, enti-
mikrobidln{ ldtky s farmaceuticky u&inné ldtky. Ve vé&t-
$in¥ pripadd patf{ tyto slouleniny do pom&rn& Jirocké me-
tabolické skupiny, kterd se spole&n& zahrnuje pod pojem
sekunddrnich produktd. Rostliny mohou produkovat tyto
sekundédrni produkty s ohledem na potencidlni predstory,
k pritahovéni hmyzu, ktery miZe rostlinu opylit nebo

k prfekonédni infekce rostlin.
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Kultury rostlinnych bun&k je moZno
z{skat ze Siroké 3kdly rostlinnych &eled{ a Je moZno Je
p&stovat v biologickych reaktorech. Typické rostlinné
geledi jsou také rostliny, které pat¥{ k tém, které pro-
dukuji sekunddérni produkty, vzbuzujici obchodni zdjem.
Bylo jasnd prokézéno na celé fadé® zem&8d&lsky duleZitych
plodin, %e je moZno vyvolat a podrobit selekci stédlé
genetické zm¥ny, které byly pivodn& zavedeny do tkdnové
kxultury rostlinnych bun&k. Velké vyhody tohoto postupu
spodivaji v tom, %e i tkénové kultura miZe produxovat
velké mnosstvi sekunddrnich ldtek. Tyto vyhody spoliva-
51 nap?iklad v (1) moZnosti ziskéni vysledného produktu
s vysokou &istotou, (2) v pfemé&n& levného prekursoru
na nédkledny vysledny produkt biologickou transformaci
a (3) v ziskéni novych sloufenin p¥i privéd&ni urlité-

ho substrétu do tkénové kultury.

D. Vyhody rizeni exprese genu

AY ji%z je cilem genetického inZe-
nyrstvi polni plodina, okrasny ke, kvétina, strom ne-
bo rostlinng tkén ve form& kultury pro pouZit{ v biolo-
gickém reaktoru, hlavni vyhodou Fizeni exprese chimérni-

ho genu je skute&nost, Ze k Jjeho expresi dochézi pouze
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v prisludné dobé a do pFislu3ného rozsahu a v nékterych
situacich v ur&itych &d4stech rostliny. Nap#iklad v p¥i-
padé, Ze méd byt ziskdn Zddouci fenotyp, mife byt zapotie=-
bl dosdhnout exprese chimérniho genu v mnoZstvi 1 % cel-
kové bilkoviny nebo ve vy33im mnoZstvi. Tak tomu je na=-
pfiklad v p¥ipadé odolnosti prcti houbdm, kde dochdzi k
expresi chimérni chitindzy nebo v pripad® odolnosti pro-
ti hmyzu, kde dochdzi ke zvy3ené expresi inhibitoru pro-
teindzy. V té&chto pifipadech miZfe byt energie, vynaloZe-
na na produkci vy33ich mnoZstvi cizorodé bilkoviny pifi-
¢inou po3kozeni rostlin, kdeito v piipadéd, Ze by dochd-
zelo k expresi genu pouze v pifipadd, Ze je to Zddoueci,
napiiklad v piipad&, Ze hrozi ndkaza houbou nebo napade-

ni hmyzem, bylo by moZno sniZit vynaloZenou energii.

Fenotyp, k jehoZ expresi by doché-
zelo na zdékladé chimérniho genu by monl také pasobit’
na rostlinu nepfiznivé v pfipadé, Ze by k jeho expresi
dochdzelo v nevhodné dobé& v pribéhu vyvoje rostliny.
Napfiklad v piipadé, Ze produktem chimérniho genu by
byl rostlinny hormon, ktery by indukoval opaddvéni
ovoce, mohlo by pri prili3 &asmé expresi dojit k opa-
déni ovoce z rostliny pfed dozrdnim semene a tim ke
sniZen{ vyt&Zku. V tomto pFfipadé by bylo daleko vyhod-
n&js{ vyvolat expresi tohoto iypu genu ¥ dobé, kdy opa-
dédni je Zddouci nebo méné 3kodlivé pro rostliny.
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Pro tkdnové kultury nebo v biologic-
kych reaktorech miZe vést produkce sekunddrniho produktu
v nevhodné dob& ke sniZeni rychlosti ristu kultury, co?
miZe mit za ndsledek také sniZeni vyt&iku hlavaiho pro-
duktu. Z tohoto divodu by bylo vyhodné nechat kulturu
rist bez exprese sekunddrniho produktu a pak indukovat
expresi chimérniho genu v pF{sludnou dobu tak, aby do-

chézelo k této expresi v nejvyhodné&j3i dobsd.

Na zdkladé t&chto udvah je ziejmé,
Ze by bylo velmi Z4douci ¥{dit dobu, rozsah a/nebo mfs-
to exprese chimérniho genu v rostlinné tkdni nebo rost-
lindch. Toto ¥i{zen{ by m&lo byt snadno proveditelné v
polnich podminkdch, ve sklenfcich nebo v biologickych
reaktorech, v tomto p¥{pad& by m2lo velky ekonomicky

vyznam.

E. Zndmé rostlinné systémy pro Fizeni exprese genu

U nékterych rostlinnych gend je
zndmé, Ze jejich expresi je moZno indukovat pomoci riz-
nych vnitfnich nebo zevnich faktord vietn& rostlinngch
hormond, tepelného Soku, chemickych ldtek, pathogeny,
nedostatku kysliku a nedostatku svdtla. Nikolik t&chto
systémd bylo podrobnéji popséno, v téch, které byly aZ
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dosud popsdny nejpodrobnéji vede nahromadinf{ mRNA ke
zvy3eni mnoZstvi specifickych bilkovinnych produktd.

Jako p¥fklad rizen{ genu rostlin-
nym hormonem je moZno uvést tzv. abscisovou kyselinu
(ABA), u ni% bylo prokézéqo, fe je schopna u bavliniku
indukovat pii embryogeneqé’velké mnoZstvi mRNA, jak by~
lo popsdno v publikaci Galau G. A. a dal3{, Plant. Mol.
Biol. 7, 155 (1986). Dal3im p¥ikladem miZe byt kyselina
giberalovd (GA3), kterd indukuje transkripty maldtsyn-
tetdzy v semenech fazol{ a isozym alfa-amyldzy v aleuro-
novych vrstvdch jedmene, jak bylo popsdno v publikacich
Rodriquez D a dals{, Plant Mol. Biol. 9, 227 (1987) a
Nolan R. C. a dal3{, Plant Mol. Biol. 8, 13 (1987).

Podrobn&ji bylo sledovdno Fi{zeni
genu pro bilkovinu, vznikajfc{ pi#i tepelném 3Soku u so-
Jji. V piipad¥, Ze rostliny byly vystaveny na nskolik
hédin teplotd 40 °C, do3dlo ke tvorbé né&kolika tzv.
bilkovin tepelného Boku, které byly popsdny v publika-
ci Key J. a dalsf{, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 3526
(1981). Bylo isolovdno n&kolik takovych gend a jejich
Tizen{ bylo podrotndji studovdno. Exprese tichto gend
Je primdrné fizena na drovni transkripce. Promotor ge-
nu hsp70 byl spojen s genem pro neomycinfototransferdzu
11 (NptII) a chimérni gen byl zcela z¥ejm# indukovédn
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tepelnym Sokem, jak bylo popsdno v publikaci Spena A.
a daldf, EMBO J. 4, 2736 (1985), a to v ni%di urovni
ne? endogenni geny pro tepelny 3ok.

Do dal3{ skupiny genl, které Jsou
v rostlindch schopny indukce ndleZ{ geny, které jsou
¥{zeny svétlem, a to zejména gen pro malou podjednotku
karboxyldzy ribuloso-1,5-bisfosfdtu (RUBISCQO). V publi-
kacich Morelli G, a daldf, Nature 315, 200 (1985) a
Hererra-Estrella L. a daldi, Nature 310, 115 (1984)
bylo prokézéno, e seusedn{ sled genu RUBISCO smirem
ke 5 -zakonlenf mie pFrendSet indukovatelnost svétla
na dal3i gen pii spojeni za vzniku chimérniho utvaru.
Toto pozorovdni bylo pozd&ji potvrzeno i u daldich gend,
indukovatelnych svétlem, jako jsou napiiklad geny pro
vazbu chlorofylu a/b.

Geny pro alkoholdehydrogendzy
(adh) u kuku¥ice byly rovn&%f podrobnE studovdny.
Gen adhl-s z kukuiice byl isolovan a bylo také pro-
kdzdno, %e sousedni FetZzec DNA smérem k 5 -zakonZeni
byl schopen indukovat expresi chimérniho genu, napri-
klad genu pro chlormafenikolacetyltransferdzu (CAT) v
pfipadd, fe pfechodni transformovand tk4n byla vystave-
na anaerobnim podminkdm, jak bylo popsédno v publikaci
Howard E. a dal3{i, Planta 170, 535 (1987).
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Skupina chemickych ldtek, zndmych
Jako ochranné létky byla vyvinuta k ochran¥ nebo "zd-
chran&" rostlin proti potencidlnf aplikaci herbicidd
s ndslednym po3kozenim rostlin. Obecny mechanismus pi-
soben{ t&chto l4tek dosud nebyl pln& objasnén, jednim
z moZnych mechanismd je v3ak F¥f{zenf p¥irozend regulova=-
telnych genl té&mito ldtkami. V posledni dobd bylo pro=-
kézéno, Ze vy33{ mnoistvi glutathion-S-transferdzy (GST)
se indukuje u kukuPice p¥i plsobeni ochranné ldtky, kte-
rou je benzylester kyseliny 2-chlor-4-(trifluormethyl)-
-5-methyl-thiazolkarboxylové, jak bylo popséno v publi-
kaci Wiegand R. C. a dal3{, Plant Mol. Bol. 7,,235 (1986).
Pfesto Ze mnoZstvi mRNA pro GST je p#i pisobeni ochranné
latky zvy3eno, nepodatilo se osvétlit mechanismus, ktery

vede k tomuto zvysdeni.

Rada rostlin, které reagujl pfecit-
livélost{ na pfitomnost riznfch pathogeni je stimulovdna
k produkci skupiny bilkovin, vztahujicich se k patho-
genetické p¥i&iné (PR), tyto bilkoviny majf nizkou mo-
lekulovou hmotnost, je moZné je extrahovat kyselinami
a byly popsdny v publikaci Van Loon L. C., Plant Mol.
Biol. 4, 111 (1985). Zvl43tni vyznam v3ak md pozorovd-
ni, Ze tyto PR bflkoviny se hromad{f a% do vysokého mnozZ-

stvi u rostlin, na n&% se pdsobi chemickymi lé4tkami,
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napfiklad kyselinou polyakrylovou a kyselinou acetylo-
salicylovou, jak bylo popséno v publikaci Gianinazzi S.
a dald{, J., Gen. Virol. 23, 1 (1974) a White R. F.,
Virology 99, 410 (1979). Pritomnost PR bilkovin byla

v korelaci s indukeci mistn{ i systemické odolnosti pro-
ti velkému pol&tu pathogend. Interpecificky hybrid ta-
bdku, odolny proti vitu mozajky tabdku (TMV) mél tu
viastnost, Ze u néj dochdzelo ke konstitutivni expresi
PR-bilkovin podle publikace Ahl P. a‘daléi, Piant Sci.
Lett. 26, 173 (1982). Mimotc p#i imunoprecipitaci pro-
duktd translace in witro p#fi pouZiti mRNA z tabdku, in-
fikovaného TMV nebo zpracovaného pisobenim chemickych
ldtek podle publikaci Cornelissen B. Jo. C. a daldi,
EIMBO J. 5, 37 (1986) a Carr J. P,a daldf, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82, 7999 (1985) se ukdzalo, Ze zvy3end
hladina PR-bilkovin byla disledkem nahromadéni{ RNA,

Je tedy zrfejmé, Ze indukce gend pro PR-bilkoviny che=-
mickymi ldtkami nebo pathogeny je metodou, kterou by
bylo moZno vyred3it problém Fizeni exprese genu u rost-

lin nebo v rostlinnych tkanich chemickymi ldtkami.

Vyndlez se tykd a) chemicky regulo-
vatelnych Fet&zcd DNA, s vyhodou ve v podstatd &isté
form&, b) jednoho nebo v&t3iho podtu chemicky regulo-

vatelnych Fet&zcli DNA v kombinaci s jednou nebo vdt3im
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potem &dst{, avdak nikoliv s celym kodovym sledem, s
nim¥ je regulovatelny sled spojen V p¥irodnich genech,
¢) chimérnich gend, které obsshuji jeden nebo v&t3{ po-
Zet chemicky regulovatelnych Ffet¥zcl DNA, d) vektory,
které obsahujf Pet&zce nebo geny, uvedené v odstaveci a),
b) a/nebo ¢), e) rostliny, semena a rostlinné tkén&, ob-
sahujfc! chemicky regulovatelné: chimérni geny a f) che-
mické regulace chemicky regulovatelnych chimérnich gend
v rostlinné tkéni. Vyndlez se ddle tykd signélniho pep-
tid8, Fetdzce DNA, ktery Je kodem pro signdélni peptid a
v podstat® &istych forem n&kolika p¥irodné se vyskytu-
jifcich chemicky indukovatelnych gend.

Vynélez se ddle tykd né&kolika po-
u?itf chemicky regulovetelnych Fet&zcl DNA,

a) *{zeni chimérnich gend v bunkéch, které jsou p&sto-

vény v biologickych reaktorech,
b) experimentdlnich metod pro chemické regulédtory,
¢) vyvoje regulace v rostlinéch,
d) regulace sterility rostlin a

e) regulace chimérniho a/nebo heterologniho genu, ze-
jména jeho exprese v transformované rostlin&. Dald{
pou?it{ bude zFejmé z nésledujiciho podrobného popi-
su vyndlezu.
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Vynélez bude osv&tlen v souvislosti

s pfiloZenymi vykresy.

Na obr. 1 je znézornZn alespon
éste&n¥d systém mist pro pisoben{ restrikZnich endo-
nukledz v lambda tobchrPR1013. Genom rekoambinantniho
fdgu o 49 kb je zndzorn&n tek, Ze jsou zekresleny také
ramena, 8 to pravé a levé rameno lambda. V&lend&ny frag-
ment z tabdku o 19 kb je zv&t3en. Zvit3end Edst Je zné-
zorn&na pod celym genem. UloZeni genu PR-la (&tverelek,
ktery je &tveredkovand vy3rafovédn), Jje znézorndn spolu
se smgrem trenskripce, ktery Jje oznalen 3ipkou. P=Pst,

H=HindIII, C=Clal a R=EcoRI.

Na obr. 2 je zndzorné&na konstrukce
pBS-PR1013Cla z lambda tobchrPRIC13. Fragmen; DNA o 19 kb
mezi dvima misty pro pisobeni Clal byl subklonovén v plas-
midu Bluescript. C = Clal, LGT agarose=agerosa, vytvdle-
jic{ gel p¥i ni%3i teplots.

Na obr. 3 je zndzorn&na konstrukce
pBS-PR1013Eco z lambda tobchrPR1C1l3. Fragment s obsahenm
3,5 kb po 3t&peni enzymem EcoRI s obsahem gehu PR-1A z
lambda pobchrPR1013 byl subklonovén v plasmidu Bluescript.
R = EcoRI, LGT - agaross = agarosa, vytvédrejfci gel p¥i
niZ3¥{ teplots.
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Na obr. 4 je znézorné&na konstrukce
pBS-PR1013Eco z pBS-PR1013Cla. Fragment po 3t&peni EcoRIl
s obsahem 3,6 kb, nesouci gen PR-la Jje subklonovén v mis-
t& pisoben{ plasmidu.Bluescript pro enzym EcoRI. C = Clal,
R = EcoRI, LGT agarose = sgarosa, vytvédfejici gel pfi
niZ3{ teplotd.

Ne obr. 5 je znézorné&na konstrukce
pBS-PR1013EcoAPst z pBS-PR1013Eco. Fragment o velikosti
600 bp po 3t&len{ enzymem Pst I je z pBS-PR1013Eco vy-
pustdn. P = Pstl, R = EcoRI, X = XhoI, S = Sall a LGT
agarose = agarosa, vytvdFejici gel p¥i niZ3{ teplotd.

Na obr. 6 je znézorndna konstrukce
pBS—PRlOl3ﬁcoAPstAXho z pBS-PR1013EcodPst. Plasmid o
2 kb po 8tdpeni enzymem Xhol je z plasmidu pBS-PRI1O13-
EcodPst vypu3tdn. R = EcoRI, P = PstI, X = Xhol, S = Sall,
a LGT agaross = agarosa, vytvéFejfci gel pFi niZ3{ tep-
lot&.

Na obr. 7 je znédzorn&na konstrukce
plasmidu pCIB270 z pBI10l.3 a pBS-PR1013EcoAPstjXho.
Fragment po 3t8peni enzymy Pstl a Xhol, obsahujici &ést
genu PR-la 8 sousedn{ sled smérem k zakonlen{ 5° je sub-
klonovén v plasmidu pBI10l.3, roz3t&peném Sall-BemHI.
Mista Xhol a Sall jsou kompatibilnf a v p¥ipad® jejich
vazby dochdzi k vymizen{ pFisludnych mist pisobeni uve-
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denych enzymd. Misto Pstl se adaptuje do mista plsobeni
BamHI p¥i pou%iti molekuldérniho adaptoru. X = XhoIl,

P = PstI, (X/S) = misto spojen{ mist po pliscbeni enzymd
Xhol & Sell. V tomto mist& ji%Z nemiZe pisobit 1édny en-
zym. LB = T - DNA, a to levy okraj, RB = T - DNA, pravy
okraj. Smdr transkripce od PR-la indukovatelné cblasti
je znézorndn 3ipkou na pCIB270. Vyk¥{Zkovand oblast v
plasmidu pCIN270 znamené 3 -zakonZeni genu NOS. Tmav31
Usek pCIB270 oznafuje gen pro beta-glukuroniddzu. Ctve-
redkovend &&st plesmids pCIB270 znamené gen pre neomycin-
fosfortransferdzu II. Proulkovand &dést plasmidu pCIB270

znamendé promotor NOS.

Na obr. 8 je znézornZna konstrukce
M13mpl8-PR1014EcoAPst &Xho a M13mpl9-PR1013BcoéPstAXho.
Fragment PstI-Asp-718, ktery obsahuje Edst kodového sle-
du PR-la a sousedni sled smérem k 5 -zakonZeni se sub-
Xlonuje z pBS-PR1013EcoaPstAXho do M13mpl8 nebo 19 po
roz3tdpeni na Asp718-Pstl. R = EcoRI, H = HindlII,

P = PstI, K = KpnI (Asp718 je isischizomer Kpnl), LGT

agarose = agarosa, vytvéFejici gel p¥i niz3{ teploté.

Na obr. 9 je znézorn3n postup pfe-
mdny kodonu ATG v PR-la na misto pisobeni Ncol. DNA s
jednoduchym Fetdzcem z M13mpl8-PR1013Eco4APstdXho je zné-
zorndna nepferudovanou Zarou. Ret&zec TCATGG se plrevede
na CCATGG c{lenou mutagenesou. K = KpnI, X = XhoI,
B = Bst¥Ilse P = Pstl.
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Na obr. 10 je zndzorn&na konstruk-
ce plasmidu pCIB268. Fragment BstEII-Pstl, odvozeny od
replikativni formy M13mpl8-PR1013EcoAPstAXho.Nco jJe sub-
klonovédn do pBS-PR1013EcoaPstaXho po $t&peni BstEII-Pstl
za vzniku pCIB268. X = Xhol, B = BstEII, N = NecoI, P = Pstl.

Ne obr. 11 je zndzorn¥na konstrukce
pCIB269 z pBS-GUS1,2 a pCIB268. X = Xhol, N = Ncol, P=Pstl.
Vyk¥{¥kovang oblast pCIB269 oznaluje Yet3zec genu GUS a

tmav3i dsek oznaluje Fetdzec, odvozeny od genu PR-1la.

Ne obr. 12 je znézornZna konstrukce
plasmidu pBS-GUS1.2. Tento plasmid vznikd trojnédsobnou
vazbou fragmentd, odvozenych od pRAJ265, pBI221.1 a
plasmidu pBuluescript. 8 = Sall, R = EcoRI, N = Ncol.

Na obr. 13 je znézorn¥na konstrukce
plasmidu pCIB271 z pCIB269 a pCIB200. X = Xhol, N = Ncol,
R = EcoRI, S = Sall, (S/X) = spojené misto pisobeni en-
zynd Sall a Xhol, LGT agarosa = agarossa, vytvéPrejici gel
prfi niZ3f teploté.

Na obr. 14 je zndzorndna mapa pi-
soben{ restrik&nich endonukledz v plasmidu pCIB219.
Tento plasmid je zkonstruovédn pfidédnim adaptoru EcoRI/Xhol
k fragmentu pCIB269 Xho/EcoRI, ktery obsahuje geny PR-1
a GUS s néslednym navédzénim do plasmidu pCIB712 po roz-
St3peni enzymem Sall.
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Ne obr. 15 je znézorn&na mape mist
pisobeni restrikZnich endonukledz v plasmidu pCIB272.
Tento plasmid je zkonstruovén tak, %e se navéie fragment
po 3t&peni enzymy Asp7181/BamHl z plasmidu pCIB282, ob-
sahujic{ gen PR-1/GUS (-833 a% +1 z PR-la) do plasmidu
pCIB200, roz3t&peného enzymy Asp7181/BamHI.

Ne obr. 16 je znézorné&ne mapa mist
pisobeni restrik¥nich endonukledz v plasmidu pCIB273.
Tento plasmid se ziskd tak, Ze se ulo%{ fragment po 3té-
peni enzymy Asp718I/BamHl 2z plasmidu pCIB283 s obsahem
genu PR-1/GUS (-603 aZ +1 z PR-1la) do plasmidu pCIB200

po jeho roz3té&peni Asp7181/BamHl.

Na obr. 17 Jje zndzorn&na mapsa mist
pisobent restrik&nich endonukledz v plasmidu pCIB10O4.
Tento plasmid se ziské tak, e se ulo%{ fragment po 3t&-
pen{ enzymy Xhol/Ncol 2z plasmidu pCIB269, obsahujicfho
promotor PR-la spolu s geneam BT z pCIBl0/35Bt (607) do
plasmidu pCIB710 pc rozitdpeni enzymy Sall/BamHI jako
fragment Ncol/BamHI.

Na obr. 18 je znédzorné&na mapa mist
pisobeni restrikZnich endonukledz plasaidu pCIB200/PR1-BT.
Tento plasmid byl zkonstruovén z plasmidu pCIBl004 =&

z plasmidu pCIB2CO.
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Na obr. 19 je znézorn¥na mapa pi-
soben{ restrik&nich endonukledz v plesmidu pCIB1207.
Fragment 5,8 kb Xbal genomu klonu leambda s obsahem genu
Arabidopsis AHAS se klonuje v plasmidu Bluescript po

jeho roz3t&peni enzymem Xbal.

Na obr. 20 je zndzornéna mapea mist
pisobeni restrik&nich endonukledz v plasmidu pCIBl216.
Fragment 2,3 kb NcOI/Xbal z plasmidu pCIBl207 se klonu-
je v plasmidu pCIB269 po jeho roz3t&peni enzymy Ncol a
Xbal k odstrandni genu GUS.

Na obr. 21 Je zndzorn&na mapa mist
pisoben{ restrikénich endonukledz v plasmidu pCIBl233.
Fragment 4,2 kb KpnI/Xbal se izoluje z plasmida pCIB1216
a ulo?{ se do plasmidu pCIB200 pc jeho rozitZpeni enzyay
KpnI a Xbal.

Na obr. 22 je zndzorn#na mapa aist
pisobeni restrik¥nich endonukledz v plasmidu pBSGluc39.1l/
/898. Fragment o 1462 bp z plasmidu pBSGluc39.l se klo-

nuje v pBS-GUS1l.2 po jeho roz3t&peni enzymy Ncol a KpnI.

Na obr. 23 Jje znézornéna mapa. mist
pisobeni restrik®nich endonukledz z pCIB200/Gluc39.l-GUS.
Fragment Kpnli/Xbal s obsahem promotoru B-glukandsy a ge-
nu GUS se izoluje z plasmidu pBSGluc39.1/GUS a uloZi se
do pCIB200 po 3té&peni Kpnl a Xbal.



Ne obr. 24 je znézorn&na mapa mist
pisoben{ restrik&nich endonukledz v plasmidu pCIB200/
/Gluc39.1-BT. Fragment KpnI/Ncol z plasmidu pCIB1004 s
obsahem genu BT a fragment Kpnl/Ncol z plasmidu
pBSGluc39.1/GUS a pCIB200 po 3t&peni Kpnl a po plisobeni
alkalické fosfatdzy z teleciho brzlfku se navdi{.

Na obr. 25 je znédzorn¥na mapa mist
plisobeni restrik¥nich endonukledz plasmidu pBSGluc39.1l/
/AHAS, zkonstruoveného z fragmentu Ncol/Xbel plasmidu
pBSGluc39.1/GUS a 3,3 kb Ncol/Xbal fragmentu z plasmidu
pCIB1207 s obsahem genu AHAS.

Na obr. 26 je zndzorné&na mepa mist
pisobeni restrik&nich endonukledz v pCIB200/Gluc39.1-AHAS.
Fragment Kpnl/Xbal, obsahujfc{ promotor B-glutandzy a gen
AHAS se izoluje z plasmidu pBSGluc39.1/AHAS 8 ulo%fi se do
plasmidu pCIB200, roz3t&peného Kpnl a Xbal.

Na obr. 27 je znézorn&na mapa mist

pisobenf restrik&nich endonukledéz v pBSGluc39.3/GUS.
Fragment o 1677 bp z plasmidu pBSGluc39.3 se klonuje v
plasmidu pBS-GUS1.2 po 3t&peni Ncol a KpnIl.

Na obr. 28 je znézornine mapa mist
pisobeni restrik&nich endonukledz v pCIB200/Gluc39.3-GUS.
Fragment kpnI/Xbal, obsahujic{ promotor B-glukandzy a
gen GUS se izolujf z plassmidu pBSGluc39.3/GUS a ulo%{ se
do pCIB20C po 3t&peni KpnI a Xbal.
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Na obr. 29 je znédzorn¥na mapa mist
pisobeni resttik&nich endonukledz v pCIN200/Gluc39.3-BT.
Fragment Kpnl/Ncol z plasmidu pCIB1004, obsahujic{ gen
BT, fragment KpnI/Ncol z plasmidu pBSGluc39.3/GUS e
plasmid pCIB200, roz3t&peny Xpnl se po zpracovéni alka-
lickou fosfatdzou z teleciho brzliku podrob{ vzédjemné

vazbé.

Na obr. 30 je znézorn¥nas mapa mist
pisobeni restrikénich endonukledz v pBSGluc39.3/AHAS,
ktery byl zkonstruovén z fragmentu Ncol/Xbael plasmidu
pBSGluc39.3/GUS a 3,3 kb Ncol/Xbal fregmentu z plasmidu
pCIBléO? s obsahem genu AHAS.

Na obr. 31 je znédzornéna mspe mist
pisoben{ restrik&nich endecnukledz v pCIB200/Gluc39.3-AHAS.
Fragment Kpnl/Xbal s obsahem promotcru 8-glukandzy a gen
AHAS se izolujf z plesmidu pBSGluc39.3/AHAS a uloZi se
do plesmidu pCIBéOO po 3tépeni Kpnl a XBATI.

Na obr. 32 je znédzorn&na mspa mist
pisobeni restrik&nich endcnukledz v plasmidu pCIBléOS.
Fragment 5,8 kb Xbal klonu genomu lambda s obsahem muto-
vaného genu Arabidopsisi AHAS se klonuje do plasmidu

Bluescript v mist® puscobeni restrikéni endonukledzy Xbal.

Na obr. 33 je znédzorné&ne mapa mist

plsobeni restrik&nich endonukledz v plasmidu pCIB1230.
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Fragment 3,3 kb NeoI/Xbal z plasmidu pCIB1208 se klonuje
v plasmidu pCIB269 po jeho roz3t&peni Ncol a Xbal k od-

strandni genu GUS.

Na obr. 34 je zndzorn¥na mapa mist
pisobeni restrik&nich endonukledz v plasmidu pCIBlé32.
Fragment 4,2 kb KpnI/Xbal se izoluje z plasmidu pCIB1230
a ulo%i se do plasmidu pCIB200 po jeho rozstZpeni enzymy

KpnlI a Xbal.

Na obr. 35 je zndzornZns mapa mist
pisobeni restrikénich endonukledz v pBSGlus39.1/AHAS-SuR,
Tento plasmid byl zkonstruovén z fragmentu Ncol/Xbal plas-
midu pBSGluc39.1/GUS a fragmentu 3,3 kb Ncol/Xbal z ples-
midu pCIBléOS s obsahem genu AHAS.

Na obr. 36 je zndzorn&na mapa mist
pisobeni restrik&nich endonukledz v pCIBéOO/Gluc39=l-AHAS-
-SuR. Fragment KpnI/Xbal s-obsahem prémotoru B-glukandzy
a gen AHAS se izoluj{ z plasmidu pBSGluc39.1/ABAS-SuR e
uloZi se do plasmidu pCIBéOO po jeho roz8t&peni enzymy
¥pnl a Xbal.

Na obr. 37 je zndzornZna mapa mist
pisobeni restrik&nich endonukledéz v pBSGluc39.3/AHAS-SuR,
postupuje se task, %e se navéZe fragment Ncol/Xbal z plas-
midu pBSGluc39.3/GUS a fragment 3,3 kb Ncol/Xbal z plas-
aidu pCIBléOB s obsahem genu AHAS.
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Na obr. 38 je znézorn¥na maps mist
pisobeni restrik&nich endonukledz v pCIBéOO/Gluc39.3—
-AHAS-SuR. Fragment KpnI/Xbal, obsahujici promotor B-glu-
kendzy @ gen AHAS se izoluji z p-BSGluc39.3/AHAS-SuR a
uloz{ se do plasmidu pCIBéOO po jeho rozitépeni pisobe-

nim enzymu Kpnl a Xbal.

Krédtky popis Fet&zci

Retdzec 1 uvdd{ sled DNA genoau
fragmentu od 2 kb mezi misty pdsobeni enzymu Xhol =
BglII genu PR-la tebdku. Sipka u nukleotidu 903 oznadu-
je poddtek transkripce, vertikéln{ 3ipky v polohdch 207
a 313 identifikuji konce dvou nezdvislych klond cDNA. Je
rovnd% uveden polypeptidovy PetZzec, pro n&jz je kodem

kodovd Zdst genu.

Retdzec 2 uvédi sled DNA genomu
genu tabdku PR-1" a Fetdzec aminokyselin polypeptidu,

pro n&j% je kodem kodové oblast genu.

Ret&zec 3 uvadi sled cDNA prc PR
chitindzu okurky a Petdzec aminckyselin v polypeptidu,

pro n&j% je kddem kodové oblast genu.

Ret&zec 4 uvddi sled cDNA hlavni

formy geru PR-R tabdku a (4a) uvédi jak Fetdzec (4),
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tak Fet&zec aminckyselin v polypeptidu, pro n&j% je ko-

dem kodovd oblast genu.

Retdzec 5 uvédd{ sled DNA genomu zé-
kladnfho genu pro B-1,3-glukendzu tabdku, tak jak Je
obsa%en v klonu pBSGluc39.l.

Retdzec 6 uvdd{ sled DNA genomu,
a to zdkladniho genu pro B-1,3-glukandzu tabdku, tak
jak je obsaZen v klonu pBSGluc39.3.

Ret&zec 7 obsahuje sled cDNA genu
PR-Q tabdku, tak jak je obsa%en v plasmidu pBSchtl5.

Retdzec 8 uvéd{-sled DNA, a to
jzolované cDNA, obsaZené v plasmidu pBSGL6e. Tato cDNA
je kodem pro kyselou formu B-1,3-glukandzy.

Vynédlez popisuje izolaci, klonové-
n{ a identifikaci Fetdzcl DNA, které Jsou schopné Fidit
trenskripci Pet&zce DNA v rostlinné tkdni, pFilem? toto
¥{zen{ je zdvislé na chemickém reguldtoru. Tyto Freté&zce
DNA mohou byt vyu?ity ke konstrukci chimérnich geng,
v nich? je moZno expresi genu F{dit uvedenymi reguléto-
ry. P¥i schopnosti regulovat expresi chimérniho genu v
transgenni rostling chemickym zppsobem je vhodné do-
séhnout exprese fenotypického jevu s co nejmen3im nepfi-
znivym d&inkem na rdst a vyvoj rostliny. Tato regulsace

je dile?itd pfi vyrob& sekunddrnich produktd nebo jinych
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klonovanych produktd v rostlinné tkéni v kultufe nebo
v biologickém reektoru. Rizeni klonovaného sledu je rov-

nd% ddleZité pPi ¥izeni jinych produktd genu.

Exprese daného kodového sledu v ja-
kémkoliv urfeném #ase miZe byt Fizena chemickym reguléd-
torem, jim% se pisobi na rostlinnou tkén. Geny, které
se udastn{i P{zeni uriitych prechodnych vyvojovych stup-
nd je také moZno regulovat spojenim s chemicky regulova-
telnym Petdzcem A, ktery se navédie na p¥isludny kxodovy
sled DNA. Timto zpiscbem je mo%ino udrifet vyvoj rostliny
na urditém stupni nebo je moZno jej urychlit tim, Ze se

mnoistvi chemické regula®ni ldtky sni%i nebo zvysi.

Cnemicky regulovatelné Fet&zce DNA
je moZno vyuZit k Fizeni exprese cizorodych genl, které
pPend3{ nap¥iklad odolnost proti herbicidim nebo toleran-
c¢i vdéi nim, napfiklaed toleranci viZi atrazinu u so0ji,
stejnym zpisobem je moZino p¥enéSet také odolnost proti
hmyzu, napfiklad u bavlniku odolnost proti krystalické
b{lkovin& Bacillus thuringiensis nebo je mo2no doséhnout
specifické selektivni exprese, jako je tomu Vv pripad?
sami¥{ nebo sam®{ sterility. Chemicky regulovatelné Te-
t&zce DNA je moZno vyuZit také k Fizeni transkripce tfe-
t&zce DNA a tim i k P¥{zeni exprese druhého kodového sle-
du.



Zpisobem podle vyndlezu je tedy

moZno doséhnout celé fady c{ld:

a)

b)

c)

d)

e)

f)

predevidim je moZno konstruovat chimérni geny, jejichZ
expresi v rostlinné tkéni Je moino ridit chemickym

regulétoren,

Déle je mo¥no ziskat v podstatd &isté, chemicky regu-
lovatelné Yetdzce DNA, schopné Fidit genetickou u¢in-
nost jinych Pet&zcd DNA v rostlinné tkéni v disledku

d&inku chemickych reguldtoru.

Je mo¥no ziskat chemicky regulovatelné Fet¥zce DNA

v kombinaci s &ésti, av3ak nikoliv s celou délkou ja-
kéhokoliv kédového Fet&zce DNA, s nimZ jsou tyto Fe-
t&zce spojeny v pFirodn& se vyskytujfcich genech.

Je mo¥no ziskat vekiory s obsahem chemicky regulova-
telnfch Pet&zcld DNA s obsahem nebo bez obsshu dal-
Sfch ¥4st{ pfirodn¥d se vyskytujicich gend, v nichZ

se mohou vyskytovat.

Je moZno ziskat vektory, které obsahuj{ svrchu uvede-

né chimérni geny.

Je mo¥no ziskat rostlinné tkéné&, rostliny a semens,
odvozend od bundk, které byly transformovény uvedeny-

mi vektory.
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g) Je navrien zplisob chemického ¥{zenIi exprese kodového
Pet¥zce DNA, spojeného s chemicky regulovatelnym e~
t&zcem DNA, nap¥ikled k #{zeni fenotypického Jevu.

n) Je navrien zpisob identifikace novych chemickych re-
guldtort pFi pou%iti chimérnich geni & rostlinnych
tkédni{, které tyto geny obsahuji.

i) Je-mo¥no ziskat signdln{ peptidové Fetdzce v bilkovi-

nédch, pro nd% jsou kédem chemicky regulovatelné geny.
j) Je moZno ziskat v podstatd ¢isté geny pro bilkoviny,

spojené s pathogenetickymi pochcdy.

Dald{ mo%nosti, které vyndlez po-

skytuje, budou z¥ejmé z ndsledujiciho popisu.

Definice

Aby bylo moZno zajistit porozum¥ni
nésledujiciho popisu a predm&tu vynélezu, budou ddle vy-
svitleny jednotlivé pojmy, které jsou v podlohéch pii-
hld3ky pouiivény.

“Protismyslny" mechanismus

Mechanismus pro regulaci geny, kte-

ry je zaloZen na Fizeni miry translace mRNA na bilkovinu
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vzhledem k pf{tomnosti molekuly RNA v bunce, kterd Je
komplementdrn{ s alespon ¥&ést{ mRNA, k jeji% translaci
dochézi.

SdruZeny Fet&zec DNA

Jde o FetZzec DNA, jehoZ udlinnost
spo&ivd v tom, %e bud 1) ${d{ d¥innost jiného Fet&zce
DNA nebo 2) je jinym fetézcem DNA F{zen. Tato definice
neni sice omezena, av3ak zahrnuje zv143td ty Fetézce,
které fyzikdlnim zplisobem sousedi v kontinudlnim Fetéz-
ci DNA nebo které jsou fyzikéln& odd&leny. Pod f/zikél—
nim odd&lenim se rozumi napPikled urditd vzddlenost v
tmtéZ Fetdzci DNA, uloZeni v jiném retdzci DNA nebo dis-
kontinudln{ rozloZené sledy v jednom Fet&zci, nap¥iklad
st¥{dédn{ $iditelného a kodového sledu.

g
hemicky regulovatelny Fetdec DNA

Ret&zec DNA, ktery je schopen re-
gulovat transkripci sdruZeného Fetézce DNA v zdvislosti
'na chemickém reguldtoru. Tento Fet&dzec miZe byt prirod-

niho nebo syntetického pivodu.
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Chemicky regulovatelny gen

Gen, ktery obsahuje alespon jeden
nekodovy chemicky regulovatelny Fet¥zec DNA a alespon
jeden sdruZfeny kodovy Fet&zec DNA. Tyto geny mohou byt
pfirodnfho pivodu, syntetického pivodu nebo &dsteéné pii-
rodniho a &dstelné& synitetického pivodu.

Chemicky reguldtor

Pod timto pojmem se rozumi regulé-
tor pro chemicky regulovatelny nebo Fiditelny rFeté&zec
DNA. Jde o létku typu prvku nebo molekuly, kterdé rid{,
tj. nap¥fklad pdsobi iniciaci, ukonleni, zvyZeni nebo
sniZeni p¥imym hebo nepfimym d¢inkem, jde o vliv na che-
micky regulovatelny ret&sec DNA v systému, v némZ se che-
micky regulétor ze obvyklych podminek nenachézi v d&inné
form& v mno%stvi, které je dostate¥né k uskutelnini re-
gulace transkripce, do stupn® a v poZadované dobé&, Jjde
o zmé&nu transkribovatelného ¥Yet&zce DNA, sdruZeného s
chemicky regulovatelnym Fet&zcem DNA. Tato terminologie
mé zahrnovat situace, v nichZ je v dob&, kdy je poZado-
vana transkripce pfitomno jen malé mnoZstvi reguldtoru

nebo reguldtor neni p¥itomen vibec a situace, v nichiZ
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je uréité mno%stvi regulétoru p¥itomno, avdak je za-
potfeb{ ni%3{ nebo vy33{ regulace, aby bylo moZno usku-

te&nit podle poZedavkd v&t3i nebo men3{ miru transkripce.

To znamend, %e v piipad¥, Ze systém,
obsahujici chemicky regulovatelny Fet&zec DNA je rostli-
na, nap¥fklad transgenickd rostlina, chemicky regulédtor
je létka, Kterd se v této rostlin& za obvyklych podminek
nenachdzi{ v mno?stvi, dostatedné k dosaZeni chemické re-
gulace, tj. trenskripce sdruZeného genu do poZedovaného

stupn& v poZadované dobé.

Pod pojmem "piimy d&inek" se rozu-
mi, %e U&inek chemického reguldtoru je vysledkem pfimé
interakce mezi chemickym reguldtorem a YFetézcem DNA.
Pod pojmem "nep¥imy ulinek" se rozumf, Ze u&inek regu-
ldtoru vznikd v didsledku primé interakce mezi chemickym
reguldtorem a mdkterou jinou endogenni nebo enkogenn{
sloZfkou systému, pPifemZ poslednim disledkem je ektive-
ce nebo potladeni aktivity Fetdzce DNA. Pod pojmem
"i&innd forma" se rozumi, Ze chemicky reguldtor je ve

form&, v ni% se mé nachdzet k dosaZeni Fizeni.

Chimérni Feté&zec nebo gen

Jde o Fetdzec DNA, ktery obsshuje

alespon dv& heterologni &dsti, napfiklad &dsti, odvozené
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od prirodng& se vyskytujicich fetdzcd DNA, které nejsou
sdru¥eny nebo spojeny v mistech svého p¥{irodniho spoje-
nf, nebo obsahuje Fet¥zec alespon jednu &4st, kterd je

syntetického pivodu a p¥irodn& se nevyskytuje.

Kodovy FetXzec DNA

Jde o Yet¥zec DNA, ktery po trans-
kripci & translaci dévd vznik tvorbé& bun&iného poly-
peptidu.

0dlisitelnd chromosomédlni oblast,
které ddvéd vznik odli3itelnému bun&Znému produktu.

Nekodovy Feté&zec DNA

Jde o retézec DNA, p¥i jeho% trans-
kripci a translaci nedochdézi ke tvorb& bun&fného poly-
peptidu p¥i sdruZeni nebo spojeni s urlitym kodovym sle-
dem DNA. Jde nep¥iklad o Feté&zec, ktery pii spojeni s
kodovym Fetdzcem jiného pivodu nebo nekodovym Fetdzcem

se mife stdt Pet&zcem kodovym.
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Fenotypicky jev

Pozorovatelnd vlastnost, kterd Jje

disledkem exprese urlitého genu.

Rostlinnd tkén

Jakdkoliv tkén rostliny v pFirodé
nebo ve tkénové kultuFe. Tento pojem zahrnuje, av3ak ne-
n{ omezen na celé rostliny, rostlinné bunky, rostlinné
orgény, semena rostlin, protoplasty, kalus, bun&&né kul-
tury a jakékoliv skupiny rostlinnych bun&k, organizova-
né do strukturnich a/nebo funk&nich jednotek. PouZit{
tohoto pojmu ve spojeni s urdityam typem rostlinné tkéné
nebo bez tohoto spojeni nemé byt my3leno vyluéné pro Ja-

kykoliv typ rostlinné tkéné.

PR nebo-1li bilkoviny, spojené s pathogenotickymi jevy

Jde o bilkoviny, k jejich%Z expresi
dochéz{ u rostlin, které reaguji hypersensitivni vi&i
pethogentm. Tento termin zahrnuje, av3ak neni omezen ns
kyselé a zésadité formy bilkovin tabdku PR-la, PR-1D,
PR-lc, PR-1°, PR-2, PR-N, Pk-0O, PR-P, PR-Q, PR-S, PR-R,
chitindzy, ktera je zékladnfa odpovidajicim partnerea

PR-P nebo PR-Q 2 B-1,3-glukansdzy (gluken endo-1,3-8-
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-glukosiddza, EC 3.2.1.39), kterd je zéklsdn! souldsti
PR-2, PR-N nebo PR-O, JekoZ i pathogenem indukovatelng
chitindza u okurek. Hypersensitivni reskce je charakte-
rizovéna mistnim odumPenim tkéni, které bezprostfedné
obklopujf misto infekce pathogenem s néslednou lokeli-
zac{ pathogenu, které kontrastuje se sensitivn{ reakec{,
pfi ni% se pathogen dostdvéd do celé rostliny. Témito
pathogeny mohou nap¥f{kled byt viry nebo viroidy, nap¥fi-
klad virus mozajky tabdku nebo okurky, nekrotické viry,
viry, napedajfc{ listy pelargonii, Zerveny Jetel, raj-
gata a podcbn¥, ddle houby, napi{klad Phythopthora
parasitica nebo Peronospora tabacina, bakterie, nap¥i-
klad Pseudomonas syringae nebo Pseudomonas tabaci nebc
roztodi, napfikled Myzus persicae. Tyto orgenismy jsou
uvéd&ny pouze jako priklaed a nejsou v %édném smyslu vy-

gerpdvajicim seznamem moZnosti.

Regulace

ZvySeni (indukce) nebo sniZeni (re-
prese) urovn¥ exprese genu nebo urovné transkripce Fe-
t&zce DNA. Tento pojem neni uren k zahrnuti jakéhokoliv

specifického mechanismu.



V_podstaté Eisty retdzec DNA

Jde o Petdzec DNA, izoloveny ve
podstat® &isté formé& z prirodniho nebo nepfirodniho
zdroje. Takovy sled se miZe objevit v pfirodnim systému,
nap¥{klad v bakteriich, virech nebo rostlinnych nebo Zi-
vodisnych bunkéch nebo mi%e byt ziskén syntetickym zpi-
sobem nebo jako Fet&zec cDNA. V podstatd &isté Fetézce
DNA se obvykle izolujf ve form& vektoru, ktery obsshuje
uvedeny Fet&zec. Pod pojmem "v podstatd Zisty" se rozumi,
e jiné Fet¥zce DNA jsou p¥itomny pouze V malych mnocZ-
st¥ich, napffklad mén& nef 5 %, mén& neZ 1 % nebo s vy~
hodou mén& ne: 0,1 %. V podstatd &isté Feté&zce DNA a
vektory, které je obsahuji, mchou byt v roztoku, napfi-
klad ve vodném roztoku s obsahem pufrld, nebo v obvyklych

#ivnych prostredich.

Podstatnd homologie Pfetd8zce

Podstatnd homologie Fetdzce znamensé
blizkou strukturni pfibuznost mezi FetZzci nukleotidd
nebo aminokyselin. Nap¥iklasd v podstat® homologni DNA
md%e byt homologni na 80 %, s vyhodou na 90 % nebo 95 %,
aviak typicky na 50 % nebo vice. Homologie rovn&Z zahr-
nuje takovou pP*fbuznost, pFi niZ jeden nebo n&kolik
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nebo krat3{ Fetdzce nukleotidl nebo asminokyselin chybi
nebo krat3f retézce s pridatnymi nukleotidy nebo amino-

kyselinemi,v&len&né do homologniho sledu.

A. Chemicky regulovatelné fetézce DNA

Vyndez se tykd nekodovych Fetdzcid
DNA, které jsou schopné ¥{dit za plisobeni chemickych re-
gulétord transkripci sdruZeného Feté&zce DNA v rostliné
nebo v rostlinné tkéni. Specificky se vyndlez tykd ne-
kodového Yet&zce DNA, schopného regulovat transkripeci
sdrufeného Fet&zce DNA v rostliné nebo rostlinné tkéni,
pridem? tato regulace je Bdvisld na chemickém reguléto-
ru. S vyhodou existuje Fet&zec DNA ve v podstatd Cisté
form& v genu nebo genomu, v né&m% se nachdzeji v pfipadé,
%e jde o prirodni zdroj, nebo vzhledem ke sm&si DNA v
pfipadé, Ze b&Z{ o syntetickou smés.

Nekodové chemicky regulovatelné
Yetdzce DNA podle vyndlezu Jsou s vyhodou takové retédz-
ce, které v pripadd sdru¥eni s kodovym Fetdzcem DNA re-
gulujf expresi kodového sledu v rostlinné tkéni, pFi-
gem% rozsah tohoto ¥i{zeni zdévis{ na chemickém regulédto-
ru. Takové Fet&zce je moZno syntetizovat nebo je moZno

je odvodit (napfiklas izolovat nebo klonovat) z pfirodné
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se vyskytujiciho ehemicky regulovatelného genu. Chemicky
regulovatelné Fet&zce DNA podle vyndlezu neJjsoucamezeny
pouze na rostlinnou tkén, coZ znémené, %e mohou byt od-
vozeny od celé fady prirodnich zdroji, nepfiklad také
bakterii, vird nebo Zivolichd. Je moZno je izolovat na-
pFiklad od 5 - zakon¥eni nebo 3'-zakon&eni p¥irodnd se
vyskytujiciho chemicky regulovatelného genu. Mimoto Je
moino nekodovy Pet&zec DNA teké chemicky syntetizovat
nebo syntetizovat enzymaticky jako cDNA nebo jako Feté-
zec, ktery mé podstatnou homologii s izolovanym reté&zcem.
Klonovénim chemicky regulovatelného nekodového Fet¥zce
DNA je mo%no odd&lit tento Fet&zec od jinych Fet&zel,
které s nim sousedi v pPirodn& se vyskytujicim genu.
T{mto zplsobem Jje moZno ziskst Fet&zec DNA ve v podsta-

té 8istém stavu.

V souvislosti s vyndlezem zehrnuje
regulasce chemické reguldtory, které bud zplsobuji induk-
¢i nebo represi. PFfkladem chemicky potlalitelnych gent,
to znamend gend, jejichZ exprese je potlalena chemickou
ldtkou, zplisobujici represi, mohou byt napriklad geny
typu TrpR nebo AroH, v jejichZ p¥ipaed¥& pridéni represo-
ru tryptofanu nebo tryptofanu jako takového zplsobuje
represi exprese té&chto gend. Existuje je¥t¥ ¥ada del8ich
gend, které je moZno timto zpisobem regulovat za represe

tvorby vysledného produktu, v ke¥dém z t&chto pripadd
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d&inkuje vysledny produkt tak, %Ze zplsobuje represi
exprese genu. Vyndlez zahrnuje regulovatelné useky

tdchto gend jako takové i jako souldst chimérnich kon-
strukci{, které mohou byt chemicky regulovény na trans-
kripci sdruZeného fet&zce DNA v rostlin& nebo v rostlin-
né tkéni. P¥ikledem chemicky indukovatelnych gend, to
znemend gend, jejichZ exprese je indukovéna chemickym
regulédtorem, jsou geny pro bilkoviny PR, zeJjména geny

pro tyto bilkoviny u tabéku, Jjako geny PR-la, PR-1b,
PR-1c, PR-1", PR-Q, PR-T a PR-S, gen pro chitindzu u
okurky a geny pro zdsaditou a kyselou 8-1,3-glukandzu

u tabdéku. Vyndlez se zejména tykd v podstat® Cistého Fe-
t&zce DNA, ktery je homologni nebo mé podstatnou homolo-
gii s nekodovym, chemicky regulovatelnym Fet¥zcem DNA,
ktery je &dsti pFf{irodn& se vyskytujiciho chemicky regu-
lovatelného genu,napfiklad chemicky se vyskytujiciho
chemicky regulovatelného genu v rostliné nebo rostlinné
tkéni jednod&loZnych, dvoud&loZfnych nebo gymnospermnich.
S vyhodou je takovy Fetdzec DNA schopny regulovat trans-
kripci sdruZeného feté&zce DNA v rostliné& nebo v rostlinné
tkéni, pfi%em? timto sdrufenym Fetizcem DNA je kodovy Fe-
tézec. Transkripci tohoto Fetdzce DNA je moZno ¥idit che-
mickym reguldtorem pro represi nebo pro indukci. Ret¥zce
DNA, které spadaji zvld3t& do dvshy, Jjsou ty Fetézce,

v nich%? chemicky regulovatelnym genem je gen pro bilko-
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vinu PR, zv1é%t¥ z dvoud¥loZnych rostlin, napifikled te-
béku nebo okurky. Nejvyhodn&jsi jsou Fet&zce DNA, v nichZ
chemicky regulovatelnym genem je gen tabdku PR-le, PR-1b,
PR-lec, PR-1", PR-Q nebo PR-R, gen pro chitindzu okurky
nebo gen pro zdsaditou nebo kyselou B-1, 3-glukandzu,
zv145t% gen tabéku PR-la a PR-1", avdak také gen pro
chitindzu okurky nebo gen pro zdsaditou a kyselou 8-1,3-
-glukandzy tebéku. Zejména padaji v uvahu takové reté&zce
DNA, v nichZ regulovatelnym genem je gen PR-la tabdku

nebo gen pro zésaditou B-1,3-glukansdzu.

Chemicky indukovatelné Feté&zce DNA
vyhodného genu PR a pFibuznych geni se vyskytuji jeko ne-
kodové Fetdzce, které sousedi s kédovym Fetézcem ve s@i-
ru k 5 -zakondeni. Jako piikled je moZno uvést Feté&zec,
izolovany z fragmentu o pFibli%n¥ 6500 pérd bazi taba-
kového genu PR-la, ktery obsahuje &dst kodové oblasti,
pfiem? oblast od 900 do 1200 pérd bazi, piirozen? se
vyskytujic{ sm¥rem k poldtku transkripce je chemicky
indukovatelnd. Indukovatelnost se uchovévé ve fragmentiu,
obsahujicim 500 a% 700 pérld bazi, ktery prirozené& souse-
di s polddtkem transkripce. Nejvyhodn&js{ jsou tedy Fe-
t&zce DNA, které se nachdzejf{ v 5 -oblasti od PR a p¥{-
buznych genld, nap¥ikled v feté&zci o 1200 pérech bazi od

polédtku transkripce.
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Vynélez se déle tykd nekodového
Yet&zce DNA a zpisobu vyroby tohoto nekodového Petdzce,
schopného regulovat transkripci sdruZeného retézce DNA
v rostlind nebc v rostlinné tkéni, prilem%Z tato regule-
ce je zdvisld na chemickém reguldtoru. Vyndlez se rovnéz
tykd4 zplsobu vyroby Fet¥zcd DNA s podstatnou homologi{
s témito nekodovymi PetZzci, zplsob spo¥ivéd v tcm, Ze
se DNA bud izoluje z p¥irodn& se vyskytujicfho genu ve
v podstat® &isté form& nebo se syntetizuje chemicky ne-

bo enzymaticky.

Vyndlez 2zvl143td zahrnuje zplisob vy-
roby v podstat¥® &istého chemicky regulovatelného Fet&zce
DNA z chemicky regulovatelného genu v pfirodné& se vysky-

tujicim systému, ktery tento gen obsshuje tak, Ze se

g) aktivuje exprese uvedeného systému RNA z chemicky

regulovatelného genu,
b) tato RNA se izoluje,

c) diferencidlné se sleduje sestava gend v genomu, vzni-
kajicim z RNA, izolované z uvedeného aktivovaného sy-
stému a RNA, izolované z kontrolniho systému, ktery

nebyl sktivovén,

d) izoluje se klon gencmu,
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e) z tohoto klonu genomu se podrobi subklonovéni che-

micky regulovatelny gen a

f) poZadovany chemicky regulovatelny reté&zec DNA se
izoluje.

Mimoto zahrnuje vyndlez podobny
postup, v n¥m¥ uvedenym systémem je rostlina, a ktery

probihd tak, Ze se

a) v uvedené rostlin& aktivuje exprese polyA+RNA z che-

micky regulovatelného genu,
b) tatc polyA+RNA se izoluje,
¢) z uvedené poylA+RNA se konstruuje sestava cDNA,

d) diferencidlnimu sledovéni se podrobi tato sestava
cDNA a srovnévé se s c¢cDNA, ziskanou z RNA v kontrolni

rostling, kterd nebyla aktivovdna,

e) izoluji se klony cDNA, které Jsou chemicky regulova-

telné,

f) izoluje se klon genomu ze sestavy genomu uvedené
rostliny, pFilemZ jako sonda se uZije klon cDNA,

ziskany ve stupni e),

g) chemicky regulovatelny gen z uvedeného klonu genomu

se podrob{ subklonovéni a

h) chemicky regulovatelny retézec DNA se izoluje.
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Vyhodny je takovy postup, v n&m%
chemicky regulovatelnym genem Je chemicky indukovatelny
gen, napfiklad gen pro bilkovinu PR, nap¥fiklad gen ta-
béku PR-la, PR-1lb, PR-lc, PR-1", PR-Q, nebo PR-R, gen
pro chitindzu okurky nebo gen pro zdsaditou nebo kyse-
lou 8-1,3-glukandzu tabdku. Ddle je vyhodny takovy postup,
v némZ Jje gen pro bilkovinu PR ektivovén ve stupni a)

chemickym induktorem nebo pathogenem.

Vyndlez se ddle tykd v podstaté
Eisté DNA, kterd byla pPipravens svrchu uvedenymi po-

stupy.

B. Chemicky regulovatelné Fet&zce DNA s &dstmi pfirodnd

se vyskytujicich kodovych sledud

Kromé& dpln& nekodovych chemicky
regulovatelnych Fet&zcd DNA, které byly popsény svrchu
v odstavci A, poskytuje vyndlez také nekddové Fetdzce
DNA pfirodné se vyskytujiciho chemicky regulovatelného
Fet&zce DNA ve spojeni s &dsti, av3ak nikoliv s celym
kodovym sledem, s nim¥ je regulovetelny ret&zec sdruZen
nebo spojen v prirodné se vyskytujfcim genu. Vyndlez

zv1é3té zahrnuje, s vyhodou v podstatd v &isté formé&
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Yeté&zec DNA, ktery obsahuje prvn{ sloZku fet&zce DNA,
kterou je nebo s nim¥ mé podstatnou homologii nekodovy
chemicky regulovatelny ret&zec DNA pfirodnZ se vyskytu-
jic{ho chemicky regulovatelného genu, pFilem%¥ tato prv-
ni sloZka retézce Je schopna regulovat transkripci sdru-
feného Petdzce DNA > ; B_ 00 v rostlind nebo v rostlinné
tkéni, pridemZ tato regulace je zdvislé na chemickém re-
gulatoru, ddle Fetézec obsahuje druhou sloiku retézce
DNA, kterou je nebo s nimZ? mé podstetncu homologii é&ést,
avdak nikoliv cely Fetdzec transkribovatelného FPetdzce
DNA, s nimZ je prvni sloZka sdruZena v pfirodné se vy-
skytujicim, chemicky regulovatelném genu. PFirodné& se
vyskytujic{ chemicky regulovatelny gen miZe byt rostlin-
ného pivodu, tak jak se vyskytuje nap¥iklad v jednod&loZ-
nych nebo ve dvoud&lcZnych rostlindch a miZe byt Fizen
chemickym regulétorem proc indukci nebo pro represi. Dru-
hou slofkou Fetdzce DNA je typicky kodovy sled. Vyhodnou
druhou sloZkou ret&zce DNA podle vyndlezu Jje Fetézec,
ktery je kodem pro signéln{ postup jekékoliv bilkoviny,
k jejiZ produkci dochdz{ pfi expresi p#irodn& se vysky-

tujiciho chemicky regulovatelného genu.

Vynédlez zv1Adt#& zahrnuje Fetézce
DNA, které sestdvaji z prvniho nekodového chemicky re-

gulovatelného Fet&zce DNA a z druhého kodového Fet¥zce
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z genu pro bilkovinu PR, nap¥iklad z genu pro bilkovinu
PR dvoudé&loZné rostliny, s vyhodou tabdku nebo okurky,
jako je PR-la, PR-1b, PR-lc, PR-1", PR-Q nebo PR-R,

gen pro chitindzu nebo gen pro zésaditou nebo kyselou
B-1,3-glukandzu. Vyhodny je ret&zec DNA z genu pro bil-
kovinu PR, v ném%Z Jje transkripce ¥izena chemickym regu-
ldtorem pro indukci. Vyndlez zvld3té zahrnuje Feté&zec
DNA, v ném¥ prvn{ nekodovd slofka je ulo¥ena v oblasti
k zakondeni 5  n&kterého ze svrchu uvedenych gend pro
bilkovinu PR, nap¥iklad v oblasti p¥ibliZn& 2000 pérd
baz{ od poldtkd transkripce genu pro bilkovinu PR. NeJ-
vyhodné&js1{ Jje Yet&zec DNA, ktery obsahuje vyhodny svr-
chu uvedeny nekodovy Fetdzec a druhy kodovy.bet¥zec DNA,
ktery je kodem pro signédlni peptid ve svrchu uvedeném
smyslu.

Nejvyhodn&j8{ jsou v podstatd &is-
té ret&zce DNA, tak jak byly uvedeny svrchu jako Fet&-
zec 1, Fet&zec 2, Fetdzec 5 a Tetdzec 6 a v podstatid
&isté Fet&zce DNA s podstatnou homologii s uvedenymi
fetézei. Tyto Feté&zce Jsou pFrikladem chemicky regulova-
telnych fet&zcd DNA, které obsahujf prvni nekodovy a
druhy kodovy Fet&zec DNA a jsou odvozeny od gend pro
bilkoviny PR tabdku, PR-al, a PR-1" a od dvou forem pro
zdsaditou B-1,3-glukendzu tabdku. Ret&zec 1 je odvozen

z genu PR-la tabdku. Nukleotidy 1 a¥ 1150 jsou nekodovym



fet&zcem v oblasti 5 chemicky indukovatelného Ffet&zce

DNA, ddle obsahuje tento Fet&zec &dst kodového sledu
PR-la, ktery se pFirozen¥& vyskytuje v tabdkovych rost-
lindch. V tomto p¥fpad® se nachdzi chemicky indukovae-
telnd slo¥ks Yet¥zce v t&sné blizkosti kddového sledu.
Ty nukleotidy, které Jsou kodem pro prvnich ti¥icet ami-
nokyselin predstavuji kodovy Fetdzec pro signdélni peptid
bilkoviny PR-la. Kédovy sled je moZno od nekodového sle-
du odd&lit, &im% se ziskd nekodovy, chemicky indukova-
telny Petdzec DNA, prosty jakéhokoliv kodového sledu,
tak jak byl popsdn svrchu v odstavci A. Toto oddé&leni

je mo%nc provést bé&Znym zplsobem, napfiklad rozité&penim

pisobenim restrik&niho enzymu.

Vynédlez ddle zahrnuje zpisob vyroby
¥etdzce DNA, ktery obsahuje prvni sloZku Fet&zce, kterou
je nebo kterd mé podstatnou homologii s nekodovym, che-
micky regulovatelnym Pet&zcem DNA p¥irodné& se vyskytuji-
ciho chemicky regulovatelného genu, pfifemZ tato prvni
slo¥ka Fetézce je schopna ¥*{dit transkripci sdruZeného
fetdzce DNA v rostlind nebo v rostlinné tkédni a tato re-
gulace soudasn& zdvisi na chemickém reguldtoru, druhou
sloZkou Fet&zce DNA je Petdzec, ktery Jje nebo ktery md
podstatnou homologii s &ésti, av3ak nikoliv s celym

transkribovatelnym FetSzcem DNA, s nim¥ je prvni sloZka
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sdruZena v p¥firodn& se vyskytujicim chemicky regulova-
telném genu, pri&emZ DNA se izoluje z p¥firodné& se vy-
skytujicfho genu ve v podstatd &isté formé& nebo se syn-
tetizuje chemicky nebo enzymaticky. Vyhodné Jjsou zvld3té
postupy, uvedené svrchu v odstavci A a v pcdstaté &isté

Fetézce DNA, které jsou ziskédny uvedenym zplsobem.

C. Chimérni{ geny, které obsahuji chemicky regulovatelné

Yfet&zce DNA

Vyndlez se ddle tykda chimérnich Fe-
t&zcd DNA (chimérnich gend), které obsahuji alespon je-
den chemicky regulovatelny Pet&zec DNA. Jako priklad je
moZnc uvést dva typy tekovych chimérrnich Fet¥zcd. Prvni
z nich, dvoudilny chimérni Petdzec DNA sestdvéd 2z chemic-
ky regulovatelného Yeté&zce DNA a z transkribovatelného
ret&zce DNA, takZe chimérni gen Jje schopen exprese v
rostlinné tkéani za pfisludnych podminek chemické regu-
lace. Vyndlez se zejména tyka chemicky regulovatelnych
chimérnich reté&zcd DNA, které sestdvaji z prvni nekodo-
vé, chemicky regulovatelné sloZky retézce, kterd je
schopne regulovat transkripci sdruZeného reté&zce DNA
v rostlin& nebo v rostlinné tkéni, p¥ilemZ tato regula-

ce Je zévisld na regulédtoru, a z druhého Tetézce DNA,
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ktery miZe byt transkribovdn v rostliné& nebo v rost-
linné tkéni. Jednotlivé sloZky Fetdzce DNA mohou byt
odvozeny od p¥irodnich zdroji nebo je moZno Jje ptipra-

vit synteticky.

Druhy retdzec DNA mi¥e byt trans-
kribovén jako RNA, které je schopna ${dit expresi fe-
notypického jevu tak zvanym protismyslnym mechanismem.
Druhy ret&sec DNA v chimérnim Fet&zci DNA miZe tedy byt
podroben transkripci a translaci, to znamend, Ze miZe
byt v rostlinné tkéni kodem pro produkci polypeptidu,
ktery je prfiinou fenotypického jevu. Chimérni gen se
konstruuje takovém zplsobem, Ze se druhy Ffetézec DNA
sprévn& spoji s chemicky regulovatelnym Feté&zcem DNA,
tak, aby byle zajisténe transkripce. Toto spojeni je
moZno uskutednit b&Znym zplsobem, obvykle se Fetdzce

spoji p¥imo spolu navzéjém.

Vyhodny Jje chimérn{ Fet&zec DNA,
ktery obsahuje jako prvni sloZku nekodovy, chemicky re-
gulovatelny ret&zec DNA a jako druhou transkribovatel-
nou slofku DNA, p¥idem% prvni, nekodovy Fetdzec DNA je
vyhodnym Fet&zcem, uvedenym svrchu v odstavci A. Tato
prvni slofka ¥et&zce DNA miZe byt regulovénas chemickym
reguldtorem pro indukci nebo pro represi. Specifickym
Fetdzcem podle vyndlezu je chimérni Fet&zec DNA, v ném%

prvnil sloZka ¥et&zce DNA mé podstatnou homologii s che-



micky regulovatelnym fetézcem DNA v prirodné se vyskytu-
jicim chemicky regulovatelném genu z rostliny.

Vyhodny je chimérni fetézce DNA, némz je
prvni sloikou Fetézce nebo v némz prvni slozka ma podstat -
nou homologii s chemicky regulovatelnym retézcem DNA v pri-
rodné se vyskytujicim chemicky regulovatelném genu z rost-
liny a druhou slozkou retézce DNA je kédov? retézec, kte-
ry je schopen transkripce a translace za vzniku polypepti-
du,v jehoZ disledku dochazi k fenotypickému jevu. S vyho-
douje tento druhy rFetézec DNA navazan bezprostredné na
prvni sloZku retézce DNA . Zv1lasté vyhodny je takovy chi=-
mérni retézec DNA, v némZ prvni slozkou retézce DNA je,
nebo v némz prvni slozka fetézce DNA md podstatnou homolo-
gii s chemicky indukovatelnym retézcem DNA v genu pro bil-
kovinu PR, napriklad pro bilkovinu PR z dvoudéloiné rost-
liny, jako tabiaku nebo okurky.. Priklady byly uvedeny svrchu
v odstavci A.

Druhy typ chimérniho retézce DNA obsahu-
je tfi slozky, které pochdze ji ze dvou nebo vétsiho pocCtu
zdroji. V ne jjednoduss§im provedeni sestava tento chimérni
retézec DNA ze dvoudilného retézce DNA, tak jak je uveden
svrchu v ¢asti B a ze trfetiho retézce DNA, ktery pochazi
z alespon jednoho zdroje. Tento typ DNA v podobé chinérni-
ho retézce tedy zvlasté obsahuje prvni slozku, kterou je

retézec DNA, ktery je nebo ktery ma podstatnou homologii



s nek&dovym, chemicky regulovatelnym fetézcem DNA prirod-
né se vyskytujiciho, chemicky regulovatelného genu, pri-
temi tato prvni sloika retézce DNA je schopna ridit trans-
kripci sdruzeného sledu DNA v rostliné nebo v rostlinné
tkani, pricemZ soudasné je tato regulace zavisla na che-
mickém regulatoru, druhou sloZzkou retézce DNA je, nebo
tato sloka ma podstatnou homologii s ¢asti, avsSak nikeliv
s celou délkou retézce transkribovatelné DNA, s niZ je prve-
ni slo?ka sdruzena v prirodné se vyskytujicim chemicky re-
gulovatelném genu, tieti slozkou fetézce DNA je retézec,
ktery je schopen transkripce v rostline nebo v rostlinné
tkani. Pfirodné se ‘vyskytujicim chemicky regulovatelnym

genem je s vyhodou rostlinny gen.

Druhou a tfet{ slozkou Fetézce DNA tedy
bude typicky kédgV? fetézec. Treti slozka DNA mGZe byt od-
vozena od vice nei jednoho prirodniho nebo synthetického
zdroje. Obé prvni sloZiky fetézce DNA vSak budou s vyhodou
prirodniho ptvodu. V pripadé, Ze zdrojem je rostlina, mi-
e jit o rostlinu jednodéloinou, dvoudéloZnou nebo gymno-=
spermni. Ve vyhodném provedeni bude druha sloi&;(fetézce
DNA zahrnovat sled nukleotidi, ktery je/ﬁadem pro signalni
peptid chemicky regulovatelného genu, v némZ se vyskytuji
prvni dvé sloiky fetézce DNA. V pripadé Ze chemicky regu-
lovatelny sled DNA je sdruien s casti kodového sledu z

genu, z néjz byl odvozen, musi byt tfeti slozka DNA nejen



ve spravné orientaci, avSak musi byt také spravné uloZen
vzhledem ke druhé sloZce retézce DNA. Tuto spravnou orien-

taci je mozZno zajistit bézn¥m zplsobem.

Vyhodné jsou takové chimérni retézce DNA,
v nichz prvni a druha sloZka je zvolena z fetézci, které
byly uvedeny svrchu v odstavci B. Na priklad vyhodnym chi-
mérnim Fetézcem je takovy fetézéc, v némz prvni sloZkou
Fetézce je, nebo prvni sloZzka ma podstatnou homologii s
chemicky indukovatelnym Fetézcem DNA v genu pro bilkovinu
PR z dvoudéloZné rostliny, napriklad z tabdku nebo z okurky.

Priklady geni pro bilkoviny PR byly uvedeny svrchu,

Chimérni geny, které byly svrchu popsany
zahrnuji celou fadu moZznych konstrukci. Chemicky regulo-
vatelny nekodovy Fetézec je moZino spojit s genem, ktery Fi-
di dozrévéni nebo kveteni, s genem, ktery je pritinou tole-
rance nebo odolnosti proti herbicidim nebo k celé radé Skid-
cti, napriklad houbam, virdm, bakteriim, hmyzu, nematodim,
nebo pavoukovitym, s genem, fidicim produkvi enzymi nebo
sekundarnich metabolitd, s genem pro samc¢i nebo samiéi ste-
rilitu, pro zakrslost, vini, Zivné hodnoty a podobné. Pri
pouziti vynalezu je moZino tyto jevy zvyraznit, takie pésti-
tel jiZz nebude zavisly pouze na prirodnich faktorech.Fe-
notypickym jevem zvlaStniho zajmu je produkce metabolitd

ve tkanové kultufe nebo v biologickém reaktoru.



Vyhodnym chimérnim fetézcem DNA je feté-
zec, ktery obsahuje dvé nebo tri sloZky, pricemi kodova
slozka je kodem pro fenotypicky jev, napriklad ze skupiny
tolerance nebo resistence proti herbicidém, houbam, virim,
bakteriim, hmyzu, nematodum nébo pavoukovitym, ddle,pro-
dukce sekundarnich metabolit, sam¢i nebo samiéi sterili-
ta, a produkce enzymi nebo jiny¥ch latek. Zv1lasté vyhodny
je chimérni retézec DNA ze dvou nebo tii slozek, v némz
kodova slozka je kodem pro t&ieranci nebo resistenci proti
hérbicidﬁm, napriklad pro synthetazu acetohydroxykyseliny
(AHAS) nebo v nichZz kodova sloZka je kodem pro odlonest
proti hmyzu, napriklad kodem pro odolnost proti endotoxinu

Bacillus thuringiensis (BT).

v pfipadz;/ie chimérni fetézec ma byt uzit
Jako zkouska na produkci ;hemiCKYCh regulatord, je fenoty=-
pickym jevem s vyhodou zjistitelné latka, Vhodnym zmacenim
tohoto typu je, avsak bez naroku na uplnost vyétu lucife-
riaza (LUX), chloramfenikolacetyltransferaza (CAT), neomy-
cinfosfotransferaza (NPT), nopalinsynthetaza (NOS), octe-
pinsynthetdza (0CS), beta-1,3-glukuronidaza (GUS), aceto-
hydrokykyselina synthetaza (AHAS), a endotoxin Bacillus
thuringiensis (BT). Vyhodnymi znacCicimi latkami jsou betar

1,3-glukuroniddza (GUS), swthetaza acetohydroxykyseliny

(AHAS) a endotoxin Bacillus thuringiensis (BT).



Representativnim prikladem takového chi-
mérniho retézce DNA, ktery bude podrobné popsan v priklado-
vé casti, je dvoudilny chimérni sled DNA, ktery obsahuje
nekodovy Fetézec genu PR-la z jeho 5-¢asti. Jednim ze svr-
chu uvedenych oznaceni je kédovy sled pro gen GUS, je vsak
mozno uzit jakéhokoliv oznacleni. Analogicky trojdilny chi-
mérni Fetézee obsahuje Gast kodového sledu genu PR-la.
Tyto konstrukce jsou zvlasSté pouzitelné, protoze uéinek
chemické indukce, tj. ucéinnost enzymu beta-glukuronidazy,
je mozno v rostlinnich.buﬁkéch nebo v extraktech téchto
bunék snadno pozorovat. Dalsi zvlastni provedeni, nap#fi-
klad ta, kterd obsahuji nekodovy sled nékterého z gent pro
beta-1,3-glukanidzu tabaku nebo kédov? retézec pro symthe-
tazu kyxseixmy acetohydroxykyseliny nebo pro endotoxin Ba-
cillus thuringiensis jsou popsina v ¢asti L, tj. v prikla-
dové casti.

Yyhodnym chimérnim retézcem DNA je dvou-
sloikovy nebo trisloZkovy retézec, v némz prvni slozkou
je oblast genu PR-la tabdku, a to jeho 5-ast, ktera obsa-
huje vice nez 300, napriklad 300 az 2 006, s vyhodou 600

az 1 000 part bazi od poéatku transkripce.

Dale je vyhodny chimérni retézec DNA,
ktery obsahuje tri sloiky, pridéemZz druha ze slozek Fetézce
je kodem pro signadlni peptid, napfiklad pro peptid, ktery
je nebo ma podstatnou homologii se signdlnim peptidem, pro

néjz je kodem gen PR, napriklad gen PR-la.



Vyndlez dale zahrnuje zpisob vyroby che-
micky regulovatelného chimérniho retézce DNA, ktery obsahu-
je prvni nekodovou, chemicky regulovatelnou oblast, schop-
nou ridit transkripci sdruzeného sledu DNA v rostliné nebo
v rostlinné tkani, prifemZ tato regulace je zdvislid na che~-
mickém reguldtoru, a druhy retézec, ktery je schopen trans-
kripce do rostliny nebo rostlinné tkané, pricemZz obé sloi-
ky jsou na sebe navazany. Vynalez zahrnuje zpisob vyroby
chimérniho retézce DNA, obsahujiciho prvni sloiku retézce
kterd je nebo ktera ma podstatnou homologii s nekédovym,
chemicky reguleovatelnym fetézcem DNA z prirodné se vysky-
tujiciho chemicky regulovatelného genu, pricemi tato prvni
slozka je schopna regulovat transkripci sdruZeného retézce
DNA v rostliné nebo v rostlinné tkani a tato regulace je
zavisla na chemickém reguldatoru, druhd sloZzka retézce je
nebo md podstatnou homologii s ¢asti, avdak nikoliv s ce-
lym rfetézcem transkribovatelné DNA, ktera je s prvni sloz-
kou retézce sdruzena v prirodné se vyskytujicim chemicky
regulovatelném genu a treti sloZzka retézce je schopna trans-
kripce v rostliné nebo v rostlinné tkani, postup se provadi
tak, Ze se jednotlivé sloZky retézce DNA soucCasné nebo po

sobé na sebe navazi,



D__Vektory

Vektory, produkované standardnim zplsobem
a obsahujici bud regubvatelné retézce DNA, popsané v od-
stavcich A nebo B nebo chimérni Fetézce DNA, popsané v od-
stavei C tvori daldi oblast vyndlezu, Vektory jsou rekombi-
nantni retdzce DNA, které je mozno pouzit pro izolaci a
multiplikaci svrchu uvedenych fetézci DNA a pro transfor-
maci vhodnych hostiteld pomoci uvedenych Fetézcgli. Vyhod-
nymi vektory pro izolaci a multiplikaci jsou plasmidy, kte-
ré mohou byt propagovany ve vhodném hostitelském mikroor-
ganismu, napfiklad v E. coli. Vyhodnymi vektory pro trans-
formaci jsou ty vektory, které jsou pouzitelné pro transfor=-
maci rostlinnych bunék nebo Agrobacterium. Zvla§té v prfipa-
dé, Ze rostlinné bunky odlidné od protoplasti je zapotrebi
podrobit transformaci, je vy¥hodnym vektorem Ti-plasmid ne-
bo vektor, odvozeny od tohoto plasmidu. Pro primy preneos
DNA do protoplastd je moZno pouzit jakykoliv ze svrchu uve-
denych vektord. Prislusné vektory, které je moZino vyuZit
jako vychozi materialy jsou v oboru znamy. Vhodné vektery
pro transformaci rostlinnych tkdni a protoplastd byly pe-
psany v publikacich deFramond A. a dal§i, Bio/Technology
1, 263 (1983), An G. a dalsi, EMBO J, 4, 277 (1985), Po-
trykus I. a dal$i svrchu, Rothstein S.J. a dalsi, Gene

53, 153 (1987) Kromé vektorl, které jsou uvedeny v téchte



publikacich byla v oboru popsdna jeSté rada dal sich vekto-
ri, které jsou vhodné jako vychozi materidly pfi uvadéni

vynalezu do skutecnosti.

Vektory, které obsahuji pouze chemicky re-
gulovatelné retézce DNA jsoﬁ popsany svrchu v ¢asti A nebo
B a je mozno je pouzit jako meziprodukty pro pripravu vek-
tord, které obsahuji chimérni fetizce DNA, tak jak byly po-
psany svrchu v odstavei C. Pri vélenéni prislusnéhe retéz-
ce, ktery je schopen transkripce do takevého vektoru, kte-
ry je meziproduktem dochazi ke vzniku vektoru, Kktery obsa-
huje chimérni fetézec DNA a ktery miize byt pouzit pro trans-=
formaci pozadované rostlinné tkané, protoplastu nebo jiné
hostitelské bunky. Je také moino postupovat tak, Ze se nej=
prvé pripravi éhimérni fetézec, ktery se pak vcleni do
vhodného vektoru a vektor se pouzije pro transfermaci peia-

dované rostlinné tkané nebo jiného hostitele.

Konstrukci a multiplikaci vektorl je moi-
no uskuteénit ve vhodném hostiteli, napriklad v E. coli.
Vhodnymi kmeny E. coli jsou napriklad E. coli HB10l, JM83,
DH1, DH5a, LE392 a podobné. Vektory podle vyndlezu je mozZno
pouzit jako takové pro primy prenos genu nebo pro mikroin-
jekénf metodu. V nékterych pripadech mize byt vyhodné li-
nearizovat vektor pfred jeho pouzitim. Je také moZno postu-
povat tak, Ze se vektory prenesou jako do hostitele de

4

Agrobacterium. Tanto pfenos je moino uskutecénig béinym zpl-



sobem, napriklad kopulaci dvou rodilovskych bunék podle pub-
likace Simon R. a dal§i, Bio/Technology 1, 74 (1983), tri
rodidovskych bunék podle publikace Ditta G. a dalsi, Proc.
Natl., Acad, Sci USA 77, 7347 (1980) nebo transformaci podle
publikace Holsters M. a dal&i, Mol. Gen. Genet. 163, 181
(1987). Vhodnymi kmeny Agrobacterium jsou napriklad A. tu-
mefaciens LBA4404, CIB542 a C587Z707, vyndlez vSak nema byt

na tyto kmeny omezen,

Vyhodnymi vektory jsou ty, které obsahuji
vyhodné retézce DNA, tak jak byly uvedeny svrchu v odstav-
cich A, B a C. Mimoto je vyhodnym vektorem takovy vektor,
ktery je funkéni v rostlinné bunce nebo v Agrobacteriu.
Zvlasté vyhodnymi jsou takové vektory, které budou dale pe-

psany v ¢asti L, tj. v prikladové Casti.

E. Rostlinné tkané, rostliny a Semena

Vynalez se dale tyka rostlinnych tkani,
rostlin a semen, které obsahuji chimérni fetézce DNA, po-
psané svrchu. Vyhodné jsou rostlinné tkané, rostliny nebo
semena, ktera obsahuji ty chimérni Fetézce DNA, které byly

svrchu obecné popsany.

Bunky rosyfinnYCh tkani je moino transfor-
movat pri pouZiti svrchu uvedenvch vektoru Jakymkoliv zn4-

mym zpisobem vCetné zpnisobd, které jsou popsiany ve svrchu



uvedenych publikacich a Jakymkoliv zplsobem, ktery bude
dale uveden v prikladové ¢asti prihlasky. Jde napriklad o
primou infekci nebo spolecnou kultivaci rostlin nebo rost-
linnych tkani s Agrobacteriem. Vqémi vhodnou technikou je
pouziti transformace kotouclkt, igfiznutYCh z listd, které
bylo popsdno v publikaci Horsch R.B. a dal&i, Science 223,
1229 (1985). Je také mozno postupovat tak, Ze se vektor
prenese primo, napriklad otevp@enim pord pomoci elektric-
kého proudu, mikroinjekéni technikou nebo transformaci pro-
toplasti za pritomnosti polyethylenglykolu (PEG), chloridu
vapenatého nebo v elektrickém poli, Jak bude dale podrob-
néji popséano,

Transformované buﬁky mohou pochizet ze
dvoudéloznych nebo z JednodéloZnych rostlin a mohou obsa~
hovat jeden nebo vétsi pocet chemicky regulovatelnych genu,
zejména chimérnich genl podle vynalezu. Manipulacemi s pou-
zZitim chemickych regulatord je napriklad mozno geny, Kkteré
jsou kodem Pro napriklad toleranci nebo resistenci proti
herbiciddm nebo riznym hmyzim, virim, bakteriim, houbam a
Jinym §kddcdm, pro sterilitu, rozmeér rostlin, Kveteni nebo
zrani plodd vélenit do rostlinné tkiné a ziskané bunky ne-
bo protoplasty je pak mozno regenerovat na rostliny, v nichz
Jsou uvedené fenotypickeé Jevy regulovany. Je takeé mozno po-

stupovat tak, e se buﬁky Péstuji v tkinové kulture nebo
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v biologickém reaktoru k vyrob& enzymd nebo sekunddrnich
metabolitd. V pF¥{pad®, Ze Jje zapotfebi provéd&t enzyma-
tické zkousky, mife kodovy Fet¥zec chimérniho genu na-
pfiklad obsshovat gen pro LUX, CAT, NPT, NOS, OCS, GUS,
AHAS nebo BT , jak byly shora uvedeny. Takové chimérni
geny obsahuji chemicky indukovatelny'ietézec z genu PR

a predstavuj{ vyhodné provedeni vynélezu pro snadnost po-
uZit{ regulétoru a také pro snadnost detekce produktu,

kterym Jje enzym.

Po transformaci se transformovana
buika nebo rostlinnéd tkén podrobi selekci b&inym zplso-
bem. Trensformovand bunka nebo bun&&né tkén obsahuje chi-
mérn{ Petdzec DNA, tak jak byly svrchu uvedeny a je moZ-
no ji regenerovat v pfipad& potfeby znédmym zpdisobem viet-
nd tdch, které byly uvedeny ve svrchu uvedenych publika-
cich a které budou déle uvedeny v pPikladové ¥dsti pro
jednod&lo%né i dvoud&loZné rostliny. V geledi, které Je
mo¥no timto zpisobem regenerovat zshrnuji, avdak nejsou
omezeny na kuku¥ici, slunelnici, repku, Jjetel, tabdk,
bavlnik, vojt&3ku, ry%i, brambor a okurky. Regenerované
rostliny se sleduj{i ne trensformaci stendardnimi postu-
py. Stejnym zplsobem se sleduje potomstvo regenerovanych
rostlin 2 kontinuéln® se podrobuje selekci na pF¥itomnost
integrovaného fetdzce DNA, tak, aby bylo moZno vyvinout

zlepSené rostlinné linie a jejich semena. Ret&zec DNA
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je mo%no prevést do jiné genetické linie celou radou
zpisobd v&etn¥ klasického 3lechténi, fuz{ protoplastd,

pfenosem jéddra a pfenosem chromosomu.

F. Vyhody a pouZiti

Vyndlez poskytuje celou Fadu vyhod,
zejména umofnuje snadno regulovat expresi chimérnich ge-
nd, které obsshuji chemicky regulovatelné retézce DNA v
rostlindch nebo v rostlinnych tkénich. Regulace gend,
pisobici protismyslnym mechanismem nebo gend, Jjejich%
exprese mé za nésledek vznik fenotypického jevu je tim-
to zpdsobem rovnd% mo¥nd. Zvliéstni vyznam md moZnost Fi-
dit dobu 2 miru exprese geni a snadnost uskuteln&ni to-
hoto Fizenf, a to rovnom&rn¥ v celé rostliné nebo mist-

n& v ndkterych &dstech rostliny.

Rizeni je moZno uskutednit Jjedno-
duchym zptisobem tak, %e se uvede chemicky regulédtor do
styku s rostlinnou tkdni, s rostlinou nebo s gdsti této
rostliny takovym zpisobem a v takovém mnoZstvi, Ze dojde
k regulaci chimérniho genu , jehoZ exprese v rostlinnych
bunkéch, v rostlinné tkéni nebo v rostlindch je poZade-
véna. Nap¥iklad v pfipad®, Ze exprese je pfilinou fe-
notypického jevu, k¥ nému% dochdz{ predevdim v listech,
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je moino postfikem nebo popradovdnim té&chto listd v do-
b&, v ni% je moZino doséhnout optimélni exprese v lis-
tech zajistit vyvolédni fenotypického Jevu predtim, ne

dojde k migraci do jinych &dstif rostliny.

Je také mofno doséhnout rovnom&rné
exprese v nadzemni &dsti rostliny aplikac{ na celou
rostlinu, to znamend na stonek a na ob& strany listd.

V p¥{pad¥, %e je po%adovéna exprese V kofenech, miZe

byt nutné nanést regulétor na semena nebo do pidy kolem
semen nebo kolem kofend. Exprese v biologickém reaktoru
je mo¥no dosdhnout zcela snedno nap¥iklad tak, Ze se che-
micky reguldtor pridd do %ivného prost¥edf, s nimZ se

p&stované bunky dostdvaji do styku.

Mo¥nost ¥{dit &as, miru a/nebo ex-
presi genl za vzniku fenotypickych jevd v transgenickych
rostlindch poskytuje celou #adu vyufitelnych vyhod. Na-
pr{klad v p¥ipadg, Ze se zavede do rostliny detoxifika&-
n{ mechanismus proti herbicidu nebo jinému pestic¢idu,
je moZno vhodny u&inek zndsobit jeho pfislu3nym nalaso-
vénim tak, %e se chemicky regulétor nenese ve vhodnou do-
bu. Reguldtor je nap¥iklad moZ%no pouZit pred nebo po
aplikaci herbicidu nebo Jjiného pesticidu v zédvislosti
na tom, p¥i kterém z t¥chto zpisobld je moZnc dosdhnout

optimdlni tolerance.
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Nyni je teké moZné ¥{dit produkeci
sloudenin, jejich%Z biosyntéza je F{zena endogennimi ne-
bo cizorodymi geny. Po chemické indukci produkce takovych
produktd mi%e byt uskuteln¥na v poZadované dobé&. Induko-
vanym postupem mi%e byt vicestupnovd biosyntéza nebo jed-

nostupnovd preména urditého metabélitu.

Dal3{ vyhoda vynélezu se zaklédd
ne schopnosti #idit vyvojové pochody v rostlindch v po-
3adované dobd& pouZitim chemického reguldtoru. Timto zpi-
sobem Jje nap¥{klad mo%nc synchronizovat vyvoj rostliny,
tj. kli&enf{, tvorbu vyhonkd, tvorbu kvétniho stonku a
kvdtd, dozrdvén{ plodd, schnuti, opadéni listd a podobné.
Mimoto je také moZno zbrzdit nebo zastavit normélni vyvoj
rostliny. Toho je moZnc doséhnout naep¥iklad &len&nim to-
xického genu, ktery interferuje s poZadovanym stupném
vyvoje, Petdzce DNA, ktery hude blokovat vyvojovy stupen
protismyslnym mechanismem nebo genu, pifi jehoZ expresi
dochdz{ k blokovén{ pFfechodu na dal3{ vyvojovy stupen,
ktery miZe byt chemicky potlalen, tak%e po potlaleni ge-
nu miZe vyvoj pokralovat. Dal3im vhodnym pouZitim Jje in-
duxce samié¢i nebo samé{ sterility pri rizené hybridizaci
nékterych plodd.

Dals{ vyhoda vynédlezu spolivé v po-
skytnut{ novych postupd pro stanoveni urditych ldtek,
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s vyhodou enzymd. Napriklad je timto zpisobem moZno snad-
no identifikovat nové chemické reguldtory. Tyto postupy
zahrnuji také pouZiti transformovanych rostlin nebo rost-
linnych bunék, které obsahuji{ chimérni Fetézec DNA podle
vyndlezu. Chemickd ldtka se uvede do styku s transformo-
vanym hostitelem & pak se m&Fi transkripce transkribova-
telného ret&zce DNA proti kontrole. Tuto transkriﬁci Jje
obvykle moZno prokézat ve formé produktu translace neto
i€inkem takového produktu. Tyto postupy je moZno provadét
celou fadou zpisobl, typické je v3ak jejich provedeni p¥i
pouZit{ celych, regenerovanych rostlin, na n&% se pdsobi{
chemickym reguldtorem, nebo na bunky nebo tkénové kultu-
ry, pridem¥ se chemickd l4tka uvddi do styku s bunkami
nebo s tk#Zni, naleZ se pfidd4 substrat pro pFislu3ny en-
zym, jehoZ ddinnost ma byt prokdzdéna. Timto zplsobem je
pak moZno prokézat enzymatickou uéinnost stendardnimi po-

stupy, nap¥iklad spektrofotometricky.

Vyndlez 2zvld3t& zahrnuje zpdsob iden-
tifikace chemického reguldtoru, ktery spodivéd v tom, Ze
se hostitel transformuje chimérnim Fet&zcem DNA, popsa-
nym svrchu v odstavci C nebo vektorem, ktery obsahuje
uvedeny chimérni Feté&zec DNA, nedeZ se transformovany
hostitel uvede do styku s pfisludnym chemickym regulé-
torem a m&F{ se exprese fenotypického jevu. Vyhodnym po-

stupem Je takovy postup, p¥i ném%Z se jako transformovaného
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hostitele uf¥ivéd rostlinné tkéné& nebo rostlinnych buné&k.
Ddle je vyhodny také postup, pfi némZ je chimérnim Fe-
t&zcem DNA Yetdzec, ktery byl svrchu uveden jako vyhodny,
jde nap¥ikled o pfipad, v némZ prvni sloZfka sledu chimér-
n{ DNA je chemicky indukovatelny Feté&zec, ktery je nebo
ktery md podstatnou homologii s chemicky indukovatelnym
Fet&zcem genu pro bilkovinu PR, piifem? fenotypickym Je-
vem, pro n&j% je kodem tento chimérni Fet&zec DNA Je

stanovitelny enzym.

Vyndlez se dédle tykd novych meted,
kterymi je moZno identifikovat dals3{ chemicky regulova-
telné Yet&zce DNA. PFipravi se vektor, ktery obsahuje
chemicky regulovatelny Ffet&zec DNA, napifiklad z hostitele,
kterého je moZno podrobit selekci a také léatku, kterou
je moZno uZit k oznaceni. Vhodnymi znadicimi prvky Jjsou
napfiklaa geny pro odolnost proti antibiotikim a geny
pro odolnost proti herbicidim. Representativni geny pro
odolnost proti antibiotikim Jsou napPiklad gen pro odol-
nost proti hygromycinu, kanemycinu, chloramfenikolu,
bleomycinu, puromycinu, linkomycinu, G418 a methotrexdtu.
Zv1é3té& vhodnym genem pro odolnost proti hygromycinu Je
gen pro aminoglykosidfosfotransferdézu IV. Vhodné vektory
pro transformaci rostlin, které obsahuji gen pro odinost
proti hygromycinu byly popsény v publukaci Rothstein S. J.,
a dald{, Gene 53, 153 (1987). P¥{kladem genld pro odolnost
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proti herbicidim mohou byt geny, které zajistujf odol-
nost napfikled proti derivétim sulfonylmooviny, gly-

fosdtu, fosfinotricinu a atrazinu.

Vhaijhymi zna&icimi létkami jsou
také geny pro enzymy, aﬂ:igeny, imunoglobuliny & podobné,
stejnd jako geny pro odolnost proti entibiotikdm. Vhod-
nymi zna&fcimi slofkesmi jsou geny pro LUX, CAT, NPT, NOS,
0CS, GUS, AHAS a BT. Zv143t& vhodnym enzymem je B-1,3-
-glukuroniddza (GUS), protoZe jeji stanoveni je velmi
snadné. Ret&zec DNA, ktery je kddem pro zjistitelnou
znadici sloZku, je mo¥no v&lenit do uvedeného vektoru

bé&Znymi zpdsoby.

Regulovatelny fet®zec DNA se typic-
kym zpisobem v&lenuje bezprostfednd ke genu pro zjisti-
telnou znaZ{ici vlastnost, takZe exprese genu, ktery za-
jistuje zna&ic{ vlastnost je pod Fizenim Fet&zce DNA,
jeho? exprese md byt prokdzéna. Vektor se pak uZije k
transformaci rostlinné tkén& nebo jiného vhodného hosti-
tele. Transformovand rostlinné &d4st nebo hostitel se
podrobi selekci podle znae¥ici vlastnosti, nap¥iklad po-
dle odolnosti proti entibiotiku. Psk se uvede rostlinné
tkén nebo jiny hostitel do styku s chemickym regulédtorem,
nate? se provdd{ selekce, nebo se selekce provéddi a% po
regeneraci transformovené tkéné. PFi indukci nebo tepre-

si zna¥ici vlastnosti po aplikaci chemického regulétoru



je mo%no identifikovat poZadovany feté;ec DNA jako fe-
t&zec, ktery je schopen regulace transkripce sdruZené-

ho Fet&zce DNA, pridemZ toto Fizeni je zdvislé na che-
mickém reguldtoru. Tyto zkou3ky je moZino provéd&t na

celé, regenerované nebo transformovené rostliné&, nap¥iklad
tak, %e se chemicky regulétor nanese na listy nebo na ji-
nou tkén rostliny a m3¥{ se exprese znaliciho jevu. Zkous-
ku je mcZnc provéddt teké na transformované tkéni kalﬁ
nebo jiného hostitele v bun&fné kultufe tak, Ze se che-
micky regulétor nsnese na kalus nebo na jinou tkén v kul-

tufe & pak se mEF{ exprese znaliciho jevu.

Vyndlez zvlé3t& zahrnuje zpisob pro
identifikaci chemicky regulovatelného Pet&zce DNA, kte-

ry spolivéd v tom, Ze se

a) hostitel tfansformuje chemicky regulovatelnym Feté&z-
cem DNA nebo vektorem, ktery obsahuje takovy Feté&zec
a mimoto druhy Fet&zec DNA, ktery je kodem pro znali-
ci{ jev, volitelny podle hostitele a t¥eti retdzec DNA,

ktery je kodem prc fenotypicky jev,
b) na takto transformovaného hostitele se nanese chemic-
ky reguldétor a

c) m&F{ se exprese nebto se provéddi selekce na zdkladé&
zmény exprese fenotypického jevu, pro né&jZ Je kodem
tfet{ ¥et&zec DNA.
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Vyhodné jsou tekové postupy, Vv
nichZ se vol{ t¥feti ret&zec DNA podle hostitele & po-
stupy, v nichZ druhy a tfet{ Fet&zec DNA Jsou geny pro
odolnost proti herbiciddm nebo pro odolnost proti anti-
biotikim & vol{ se nap¥fiklad ze skupiny gend pro odolnost
proti hygromycinu, kanamycinu, chloramfenikolu, bleomy-
cinu, puromycinu, linkomycinu a methotrexdtu, jde napfi-
klad o gen pro odolnost proti hygromycinu, ktery je genem

prc aminoglykosidfosfotransferdzu 1IV.

Vyhodné jsou také takové postiupy,
v nichZ je chemicky regulovatelny retézec DNA spojen s
tfetim Fet&zcem DNA, s vyhodou se nachdz{i v jeho tésné
blizkosti. Ddle Jsou vyhodné také ty postupy, v nichZ Jje
transformovanym hostitelem rostlinné tkén nebo rostlinné

bunky.

Ddle jsou vyhodné takové postupy,
v nichZ je t¥et{ *et&zec DNA kodem pro stanovitelné en-
zymy, napifiklad ze skupiny, zahrnujic{ luciferdzu (LUX),
chloramfenikolacetyltransferdzu (CAT), neomycinfosfo-
transferdzu (NPT), nopalinsyntetdzu (NOS), oktopinsynm-
tetdzu (0CS), B-1,3-glukuroniddzu (GUS), syntetdzu aceto-
hydroxykyseliny (AHAS) & endotoxin Bacillus thuringiensis
(BT).

Vynédlez se ddle tykd& v podstaté &is-
tych, chemicky regulovatelnych Fet&zcl DNA, které lze

identifikovat svrchu uvedenymi postupy.
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Vyndlez se rovnd% tykd zpisobu se-
lekce transformovaného rostlinného materidlu. Rostlinny
materidl, obsahujic{ exogenni Fet&zec DNA s chemicky
regulovatelnym sledem DNA, pro néZ je chemicky regulétor
zném a druhy Fetdzec DNA pro fenotypicky Jev se zpracuje
pisobenim chemického regulétoru, naleZ se sleduje, zda
dodlo k expresi fenotypického jevu. V pripad¥, Ze jev
je moZfno pozorovat, znamené to potvrzeni transformace
rostlinného materiélu uvedenym Ffet&zcem. Typickym feno-
typickym jevem pro toto pouZiti jsou Jevy, které byly

svrchu uvedeny jako znalici jevy.

Vyndlez se zv143t& tykd zpisobu se-
lekce transformovanych rostlinnych bundk nebo tkéni,
které byly podrobeny transformaci pomoci DNA, sestdva-
jic{ z prvni sloZky Fet¥zce, kterd je chemicky regulova-
telnd znémym chemickym regulétorem, ze druhého Fet¥zce,
ktery je kodem pro fenotypicky znalici jev, a to tek,

Ye se

a) transformenty, padajfci v uvahu zpracuj{ pisobenim

chemického reguldtoru, naleZ se

X _
b) transforgﬁnty podrobi selekci na zékladé fenotypic-
kého jevu, pro n&j% je kodem svrchu uvedeny druhy

Ffetédzec DNA.
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Vyhodnym postupem pro toto pouZiti
je postup, pPfi n&m¥ je fenotypickym jevem odolnost pro-
ti antibiotikﬁ, napfiklad odolnost proti hygromycinu
kanemycinu, chloramfenikolu, bleomycinu, puromycinu,
linkomycinu, G418 a methotrexdtu, nebo mdZe jit o zna-
&ici enzym, ktery je mcZno volit napiiklad ze skupiny
luciferdza (LUX), chloramfenikolacetyltransferdza (CAT),
neomycinfosfotransferdza (NPT), nopalinsyntetdza (NOS),
okropinsyntetdza (0CS), 8-1,3-glukuroniddza (GUS), syn-
tetédza acetohydroxykyseliny (AHAS) a endotoxin Bacillus

thuringiensis (BT).

G. Signdlni peptidy

Signdlni peptidy nebec signdlni Fe-
tézce Jjsou zvid3tni N-termindln{ Feté&zce eaminokyselin
v bilkoviné, kterd vstupuje do endoplasmatického reti-
kula. Takovy Petdzec obsshuje v eukaryotické bunce ob-
vykle 15 aZ 40 zbytkd aminokyselin, z nichZ ¥ada je
hydrofobni. Tento retézec Jje moZnc poprfipadé od vysled-
né bilkoviny odsté&pit.

V souvislosti s vyndlezem Je moZno
signdlni peptid chemicky regulovatelného genu vyuZit p¥i
konstrukci t#id{lnych chimérnich Fetézcd, které byly
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svrchu popsény. Tyto chimérni konstrukce obseshuji prv-

ni chemicky regulovatelny Fet&zec, druhy Fet&zec DNA,
ktery je kodem pro signdlni peptid v bilkovindch a tre-
t{ Pet¥zec, ktery je kodem pro fenotypicky jev. Timto
fenotypickym jevem je s vyhodou jev, ktery je moZno snad-
no prokézat. VElen&ni Ffetézce, ktery Jje kodem pro sig-
nélni peptid do konstrukce chimérni DNA dovoluje sméro-
vat produkt, k¥ jeho? expresi dochdzi pF¥itomnost{ t¥eti-
ho Pet&zce DNA ven z endoplasmatického retikula hostitel-

ské bunky sm&rem k jeho koneZnému cilovému mistu.

Vyndlez se proto ddle tykdé signdl-
niho peptidu z bilkoviny, pro ni? je kodem gen PR-la ta-
B&ku a také bilkoviny s Fet&zcem aminokyselin s podstat-
nou homologif s timto peptidem. Uvedeny peptid je moZno

charakterizovat nédsledujicim Fet&zcem zbytkd aminokyselin:

MetGlyPheValLeuPheSerGlnLeuProSerPheLeuleuVal-

SerThrleuleuLeuPheleuVallleSerHisSerCysArgAla.

Vyndlez také zahrnuje Fet&zec DNA,
ktery je kodem pro uvedeny peptid (jde o svrchu uvedeny
PetZzec 1) a Fetdzce DNA s podstatnou homologii s timto’
fetdzcem. Jak jiZ bylo svrchu uvedeno, vyndlez se tyka

také
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1) fetdzcd DNA, které obsshuji chemicky regulovatelné
¥et&zce v kombinaci s kodovymi ¥et&zci pro rizné

signdlni peptidy a

2) trojdilné Yetdzce chimérni DNA, které obsahuji che-
micky regulovatelnou sloZku, kodovy Feté&zec pro sigr
nélni peptid a Fetdzec DNA, k jehoZ transkripci do-

chédz{ s vyhodou za translace.

H. Nové geny PR

Vynédlez se také tyks nové izolova-
nych DNA genomu PR a Fet&zcl cDNA z genld tabsgku, ozna-
%ovanych PR-la, PR-1" a PR-R, pathogenem indukovatelné
chitindzy z okurky, PR-Q z tabdku, zdsadité g-1,3.glu-
kandzy 39.1 a 39.3 z tabdku, kyselé B-1,3-glutandzy 2
tabdku a Pet&zct DNA, které jsou s témito geny v podsta-
t& homologni. Ret&zce DNA t&chto gend jsou uvedeny svrchu
jeko fet&zce 1 a% 8. Nové geny s Yetézci 1, 2, 5 a 6
(PR-1a, PR-1", & B-1,3-glukandza 39.1 a 39.3) predste-
vuji také zvlédtni provedeni nekodovych chemicky regulo-
vatelnych fetdzcd DNA podle vyndlezu, tak jak byly svr-
chu uvedeny. Nové Fetdzce 3, 4, 7 a 8 Jsou kodem pro bil-
koviny PR chitindzy okurky, PR-R tabdku, PR-Q tabéku a

kyselou formu B-1,3-glukanézy. Podrobnosti, tykajici se
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zplisobu izolace a charskterizace uvedenych gend budou

déle uvedeny v prfikladové &Eésti.

I. Chemické regulatory

Chemicky regulétor je definovén
jako létka, Fidic{ expresi genu pFfes chemicky regulova-
telny fet&zec DNA za ur&itych okolnosti. Tato latka, Vv
jontové nebo neutrdlni form&, za p¥{tomnosti nebo v ne-
pritomnosti solvataZnich nebo jinych komplexotvornych
molekul nebo aniontd je obvykle endogenniho plivodu re-
lativn® k systému, ktery obsahuje chemicky regulovatelny
gen v obdobi, v némZ mé byt dosaZeno jeho reguluce. Po-
u2it{ endogennich chemickych reguldtord je vyhodné z
toho divodu, %e se sndze P1d1 a stanovi mroistvi regu-
létoru v uvedendm systému. Vyndlez v3ak zahrnuje také
moZnost pouZiti endogennich reguldtord, nap¥iklad che-
mickych létek, jejichZ d&innost nebo jejichZ mnoZstvi
v pouZitém systému je moZno uméle Fidit Jjinymi sloZkami,
které se nachézeji v uvedeném systému nebo které na uve-

dery systém pisobi.

Chemické reguldtory zahrnuji ty
chemické létky, o nich% je znémo, Ze indukuji vznik

bilkovin.PR v rostlindch nebo blizké derivéty té&chtc
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létek. Jde napffklad o kyselinu benzoovou, kyselinu
selicylovou, kyselinu polyakrylovou a substituované
derivdty téchto létek, prilemZ vhodnymi substituenty
jsou ni%#{ alkyl, ni%8{ alkoxyskupina, niZ3f alkyl-
thioskupine a atom halogenu. V pfipad®, Ze se tento
chemicky reguldtor nanese na rostlinnou tkén, obvykle
na listy nebo na celou rostlinu, dochdéz{ v rostliné

ke zvy3eni mno¥fstvi mRNA a bilkovin PR.

Dal3{ skupinu regulétord pro che-
micky regulovatelné Fet&zce DNA a chimérni geny podle
vyndlezu jsou létky, jejichZ zékledni strukturou Je
benzo-1,2,3-thiadiazol, jde tedy napfiklad.o nédsleduji-
ci typy sloulenin: kyselina benzo-1,2,3—thigdiazolkarbo-
xylovd, kyselina benzo-1,2,3-thiadiazolthiokarboxylovs,
kyanobenzo-1,2,3-thiadiazol, smid kyseliny benzo-1,2, 3~
-thiadiazolkarboxylové, hydrazid kyseliny benzo-1,2,3-
-thiadiazolkarboxylové a derivéty t&chto ldtek, vyndlez

v3ak nemd byt na tyto létky omezen.

Vyhodnou skupinou reguldtord jsou
nap¥iklad ndsledujic{ ldtky: kyseline benzo-1,2,3-thia-
diazol-7-karboxylovd, kyselina benzo-1,2,3-thiadiazol-
-T-thiokarboxylovéd, 7-kysnobenzo-1,2,3-thiadiazol,
amid kyseliny benzo-1,2,3-thiadiazol-7-karboxylové,
hydrezid kyseliny benzo-1,2,3-thiadiazol-7-karboxylové
a derivdty té&chto 1létk.
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Vhodné derivéty zahrnuji, avsek
nejsou omezeny na ty typy slouenin, v nich% Jje benzo-
-1,2,3-thiadiazolové skupina nesubstituované nebo Jje |
substituovéna malymi substituenty, jakych se obvykle
utivéd v systémech aromatickych kruhld pro zem&d8lské po-
utit1, jde nap¥ikled o ni%sf{ slkyl, niZs{ alkoxyskupinu,
niz3{ halogenalkyl, niZ3i halogenalkoxyskupinu, niz 31
alkylthioskupinu, kyanoskupinu, nitroskupinu a atom
nalogenu. Vhodné derivaty také zahrnuj{ napiiklad ty
benzo-1,2,3-thiadiazolové slouleniny, V nich¥ bud funk&-
ni skupins karboxylové kyseliny, thiokarboxylové kyseli-
ny, amidu karboxylové kyseliny nebo hydrazidu karboxylo-
vé kyseliny neni substituovéna nebo je substituovéna
alifatickymi, arylalifatickymi nebo aromatickymi zbytky.
Vhodné zbytky zahrnuji napfiklad alkyl, zvld3t& niZ3{
alkyl, alkoxyskupinu, Zzv1é§t® nizd{ alkoxyskupinu, niZ-
81 alkoxyalkyl, alkoxyalkoxyalkyl, cykloalkyl, cykloal-
kylalkyl, fenylalkyl, zv143t& benzyl, nafﬁylalkyl, fe-
noxyalkyl, alkenyl nebo alkinyl, pri&emZ alkylovd Edst
t&chto substituentd nebi substituovéna debo je popfipa-
d& ddle substituovéna hydroxyskupinou, atomem halogenu,
kyenoskupinou nebo nitroskupinou a aromaticka &4st sub-
stituentd neni substituovéna nebo Je substituovéna ma-
1ymi substituenty, b&Zné uiivenymi v systémech aromatic-

kjch kruhd pro zem&d&lské ulely, jako Jsou nap¥ikled



ni%31{ alkyl, ni¥s{ alkoxyskupinu, ni%3{ halogenalkyl,

ni?%{ halogenalkoxyskupina, niZ8{ alkylthioskupina,

kyanoskupina, nitroskupina a atom halogenu.

Reguldtory, které jsou zaloZeny na
struktufe benzo-1,2,3-thiadiazolu zahrnuj{ v3echny mole-
kuldrni systémy, které jsou schopné uvolnit molekulu,

pisobici jako chemicky reguldtor.

Vyhodnou skupincu rggulétorﬁ, za-
loZenych na struktu¥e benzo-1,2,3-thiaediazolu jsou na-
plrikled kyseliny benzo-1,2,3-thiadiazolkerboxylové a
alkylbenzo-1,2,3-thiadiazolkarboxylédt, v némZ alkylova
skupina obsahuje jeden aZ 3est atomd uhliku a substituo-
vané derivéty tdchtc sloudenin. Vhodnymi substituenty
jsou niz3{ alkyl, niZ8{ alkoxyskupina, ni%3{ alkylthio-
skupina a atom halogenu. Vyhodnymi induktory pro chi-
mérni Fetdzce DNA, které obsahuji chemicky regulovatel-
né sledy DNA, izolované z gend pro bilkoviny PR Jsou
zv145t& kyseliny benzo-1,2,3-thiadiazol-T7-karboxylovéd
e jeji alkylestery, napfiklad methylbenzo-1,2,3-thia-
diazol-T-karboxyldt. Syntéza svrchu uvedenych chemickych
reguldtord a jejich pouZiti jeko biocidnich létek bylo
popséno v britském patentovém spisu &. 1 176 799 a v

publikaci Kirby P. a dal3f, J. Chem. Soc. C 2250 (1970).



Derivédty benzo-1,2,3-thiadiazolu,

které je mofno ddle uZiit jako chemické regulédtory v
souladu s vyndlezem jsou popsény v US patentové pri-

hléd3ce &. 234 241, kterd byle podéna 18. srpna 1988.

Z vyhodnych chemickych regulétory,
které jsou zaloZeny na zékladni struktufe benzo-1,2, 3-
-thiadiazolu je mo%no uvést napfiklad kyselina benzo-
-1,2,3-thiadiazol-7-karboxylovou, me thylbenzo-1,2,3-
-thiadiazol-T-karboxaldt, n-propylbenzo-1,2,3-thiadia-
zol-7-karboxyléat, benzylbenzo-l,2,3-thiadiazol-7—karbo-
xylét, sek-butylhydrazid kyseliny benzo-1,2,3-thiadiazol-

-7-karboxylové a podobné.

Dalsf{ skupina chemickych reguldato-
rd pro chemicky regulovatelné Fet&zce DNA podle vyndle-
zu je zaloZena na struktufe kyseliny pyridinkarboxylové,
jde nap¥iklad o kyselinu isonikotinovou a s vyhodou o
kyselinu halogenisonikotinovou. Vyhodné jsou zejména ky-
seliny dichlorisonikotinové a jejich derivédty, napriklad
jejich niz8{ slkylestery. Vhodnymi chemickymi regulétory,
spadajicimi do této skupiny létek Jsou napfiklad kyselina
2,6-dichlorisonikotinovéd a jej{ niZ31 alkylestery, zvlas-

t& jeji methylester.



Vyndlez se ddle tykd zplisobu regu-

lace transkripce chemicky regulovatelného genu, tim zpli-
sobem, %e se uvede do styku chemicky regulétor a rosti-
linné tkén, rostlina nebo semeno s obsahem chemicky re-
gulovatelného Fet&zce DNA z odstavce A, B nebo C svrchu.
Vyhodné jsou ty postupy, Vv nichZ rostlinné tkén rostlina
nebo semeno obsshuji takové chemicky regulovatelné retéz-

ce DNA, které byly uvedeny svrchu jako vyhodné.

Chemické reguldtory je moZno nansadet
v &isté form&, v roztoku nebo v suspenzi jeko prédku,
nebo popradku nebo v jakémkoliv Jjiném obvyklém tvaru,
ufivaném v zem&d&lstvi nebo p¥i postupech, provédé&nych
v biologickych reaktorech. Tyto prostiedky mohou obssho-
vat pevné nebo kapalné nosile, to znamend materidl, s nim¥
se chemicky reguldtor misf{ k usnadnéni jeho aplikace na
rostlinu, rostlinnou tkén, bunku, tkénovou kulturu a pod.
nebo pro usnadndni skladovéni, transportu a podobné.
Prikladem vhodnych nosidd pro toto pouZiti jsou silika-
ty, hlinky, uhlik, sira, prysky¥ice, alkoholy, ketony,
aromatické uhlovodiky a podobn&. V p¥ipad& béZného zpra-
covédni na smédivy préZek nebo vodnou emulzi miZfe prostie-
dek s obsahem reguldtoru obsahovat jednu nebo v&t3{ polet
bé&Znych povrchovd aktivnich ldtek iontového nebo neionto-
vého typu, Jjako sméledla, emulgéiory nebo dispergalni

ginidle.



Regulétor je moZno na rostliny na-

nadet také v kombinaci s dalifmi &inidly, které mohou
pFinést urdity poZadovany iu&inek, ktery se vztahuje ne-
bo nevztahuje k jevu, ¥izerému chimérnim genem, ktery Jje
¥{zen chemickym regulédtorem. Je napfiklad mo%no reguldtor
smisit s hnojivem a sm&s aplikovat t&sn& pPed expresi
transgenického Jjevu, ktery je poZadovdn nezévisle na hmo-
jeni. Je také moZno smisit chemicky regulétor napiikled
s herbicidem a sm&s nanést ke zmirn&ni ud&inku herbicidu

v dobé&, kdy by jinak nepfiznivy iulinek byl maximdlni.

Ve formé& kapalného prostfedku je
mcZno regulétor nsnd$et na listy, stonek nebo v&tve
rostlin ve formé& postfiku, na semens pFed jejich uloZe-
nim do pddy neto jiného rdstcového prostfedi. Uvedené
chemické reguldiory je moZnc pou?it také v biologickych
reaktorech, *izeni je v tomto p¥ipad¥® mo%no dosshnout
jednoduchym jednordzovym pfidénim prostedku s obsahem
chemického reguldtoru do reakdntho prostredi nebo jeho
postupnym pfiddvénim v prib&hu p¥edem stanovenédho &aso-

vého rozmezi.

Chemicky reguldtor se u%ije v ta-
kovém mnoZstvi a po takovou dobu, aby bylo moZno vyvolat
poZadovanou regulaci. Vyhodny reguldtor je takovy, ktery
nemé .Zédné nebo mé pouze minimdlni fytotoxické W&inky ne-

bo jiné 8kodlivé ulinky na celou rostlinu, na rostlinnou
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tkén nebo na rostlinné bunky, s nimiZ je uvad&n do sty-

ku a v mnofstvi, v ném% se pouije.

Vyhodné fet&zce DNA Jsou ze svrchu
uvedenych Fetdzcd v odstavcich A nebo B a vyhodné chimér-
ni Ffetdzce DNA jsou z Fetd&zcy, uvedenych v odstevei C,
zv143t¥ ty retdzce, Jjejich transkripce je regulovéna che-
mickym regulétorem, uvedenym svrchu, zv1é3té takovym,
ktery se vol{ ze skupiny, obsahujfci kyselinu benzoovou,
kyselinu salicylovou, kyselinu acetylosalicylovouy, kyse-
1inu polyekrylovou a jejich substitudni derivéty nebo ze
skupiny, obsahujici kyselinu benzo-1,2,3-thiadiazol-
karboxylovou, kyselinu benzo-1,2,3—thiadiazolthiokarbo-
xylovou, kyanobenzo-l,Z,3-thiadiazol, amid kyseliny
benzo—l,2,3—thiadiazolkarboxylové, hydrazid kyseliny
benzo-l,2,3-thiadiazolkarboxylové a derivéty téchto la-
tek nebo kyseliny dichlorisonikotinové nebo jeji deri-
vaty. Nejvyhodn&jdi Jsou ty Yet&zce DNA, v nich% Je trans-
kripce ¥izena svrchu uvedenymi vyhodnymi chemickymi regu-
ldtory, jeko je napriklad kyselina benzo-1,2,3-thiadia-
z0l-7-karboxylova, methylbenzo—l,Z,3-thiediazol—7—karbo-
xylédt, nvpropylbenzo-l,2,3—thiadiazol—7—karboxylét, ben-
zylbenzo-l,Z,3—thiadiazol—?-karboxylét, sek.butylhydra-
zid kyseliny benzo—l,2,3—thiadiazol-7—karboxylové, kyse-
lina 2,6-dichlroisonikotinové nebo methyl-2,6-dichlor-
jsonikotindt, zv1dst& methylbenzo-1,2,3-thediazol-7-

-karboxylét.
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J. UloZehi ve sbirce ATCC

Ve vefejné sbirce kultur American
Type Culture Colloction byly uloieny ndsledujici bakte-

rie, plasmidy a kultury Vv suspenzi:
E. coli HB101l/pTJS75-Km, ATCC ¢&.

67628, mikroorgarismus byl uloZen 12. unora 1988.

Plasmid pBS-PR1013Cla, ATCC &.

40426, byl uloZen 12. unora 1988.

Plasmid pBS-PR1019, ATCC &. 40427,
byl uloZen 12. unora 1988.

Kultura Zes mays v suspenzi, 6-2717-

-GC, ATCC &. 40326, byla uloZena 20. kvé&tna 1987.

Plasmid pBS-Gluc39.1l, ATCC ¢&. 40526
byl uloZen 29. prosince 1988.

Plasmid pBS-Gluc.39.3, ATCC &. 40527,
byl uloZen 29. prosince 1988.

Plasmid pBScucchi/chitinsse, ATCC
&. 40528, byl uloZen 29.prosince 1988 a

plasmid pBSGL6e, ATCC . 40535
byl uloZen 18. ledna 1989.
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K. Shrnuti experimentdlnich protokold

Chimérn{ geny podle vyndlezu obsa-
huj{ chemicky regulovatelné reté&zce DNA z riznych zdro-
ju, pPirodnich nebo syntetickych, v kombinaci s jednim
nebo vitsim poltem transkribovatelnych Fet&zcd DNA.
Obvykle dojde k translaci alespon &dsti transkribova-
telného reté&zce do fenotypického Jjevu, péféstoie vyné-
lez zehrnuje také chimérn{ geny, JjejichZ &innost se za-
k1dd4 na protismyslném mechanismu. Nésledujici popis a
fada pFfikladd se tykd chemicky regulovatelnych Feté&zcd
DNA, které se vyskytuj{ pFirodné v genomu rostlin, vy-
nédlez se v3ak tykd také téch Fet&8zcl, kteréd se vyskytu-
ji v jinych p¥irodnich systémech, nap¥iklad bakteridlni,
virovy nebo Zivolidny, je dobPe zndma Fada zpdsobd pro
izolaci té&chto Feté&zcd z jejich pfirozenych systémi.
Mimo to zahrnuje vyndlez také Fetdzce, odvozené od syn-

tetickych nebo Jjinych systémdi nepfirodniho pivodu.

Chemicky regulovatelné Peté&zce DNA
se izoluji ze 2zdroje v némZ existuji{ pfirodnd nebo syn-
teticky a v pfipad® potrfeby je moZné je charskterizovat
béZnymi postupy. V pFipadgd, Ze se Fetézec DNA izoluje
z p¥irodn& se vyskytujiciho genu, je tento gen aktivovan
pfisludnym regulétorem, a to bud chemickym nebo jinym
zndmym reguldtorem gend, RNA, kterd je disledkem této
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aktivace se izoluje a ufije se ke konstrukci sestavy
¢DNA. Tato sestava se pak uZije pro diferencidédlni sle-
dovéni pri pou%iti rediosktivné zna&ené cDNA, vzniklé
jak z 1) RNA, izolované z aktivovaného systému, tsk z
2) RNA, izolované z druhého systému, ktery nebyl akti-
vovén regulétorem. Toto diferencidlni sledovéni tvorf{
zvléstni hledisko vyndlezu, jak jiZ bylo svrchu uvede-
no. Klony, které obsshuji chemicky regulovatelnou cDNA
se pak izoluji a jejich sled se s vyhodou stanovi v
tomto okemZiku. Klony ¢DNA se pak uZiji k jdentifikaci
a izolaci klonu genomu ze sestavy genomu, pricemZ uve-
deny klon genomu obsahuje chemicky regulovatelny Fet&-
zec DNA. Tento gen se s vyhodou podrobi stanoveni sle-
du a chemicky regulovatelny fet&zec DNA se funk&né ma-
puje subklonovénim fragmentd tohoto genu, s jejich né-
slednym navézdnim na jiny gen a vyhodnoceni jejich u-
dinnosti v transgenickém rostlinném materidlu nebo v

pfechodném systému pro expresi v rostlinéch.

Pro geny bilkovin PR tabdku je
mo¥no zkonstruovat genomickou sestavu lambde p¥i pou-
3it1 bd%nych postupd a klony, které obsahuji chemicky
regulovatelny Fet&zec DNA se identifikuji a Eisti. Je-
den z té&chto klontd byl cherakterizovén. Byly identifi-
kovény i fragmenty po pisobeni restrik&nich enzymd,
které obsahuji chemicky regulovatelné Feté&zce DNA. Pro

gen PR-la tyto fragmenty genu zahrnuji fragment Clal o
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20 000 pérech bazi, fragment HindIII o 6500 pdrech
bazi a fragment EcoRI o 3600 pérech bazi. Fragment
Hind III obsshuje pribliin& 500 kodovych pérd bazi

a pribliZn& 6000 nekodovych bazi v oblasti 5", pPi-
1éhajic{ k prechodnému poldtku. N&které z té&chto
fragmentd byly subklonovény do plasmidd pro pouZiti
jako zdroje DNA pro dalsit subklonovéni a pro dplnou
charakterizaci, to znamend pro tvorbu mapy mist pd-
sobeni restrik&nich enzyml, pro analyzu Petézce DNA

a pro identifikaci poédtku transkripce genu. Pro gen
PR-1s byl primo subklonovén z lembda genomového klo-
nu fragment EcoRI o 3600 pérech bazi a pak byl dédle
subklonovén a% do kone&ného klonu s obsshem pfibliZné
1200 pérd bazi, ohranidenych misty pdsobeni restriké-
nich enzymd Xhol & PstI. Tento klon obsahuje chemicky
indukovatelny ¥et&zec DNA z genu PR-1la a &ést pfilehlé
kodové oblasti tohoto genu. Tato &dst obsahuje kodovy

¥et&zec pro signdlni peptid genu pro bilkovinu PR-la.

Byly izolovény tské klony genomu,
které jsou kodem pro zdsaditou formu B-1,3-gluksndzy.
Byly charakterizovény dva klony 39.1 a 39.3 a byly ta-
ké identifikovédny fragmenty po pisoteni restrikénich
endonukledz, které obsahuji chemicky regulovatelné fe-

t&zce DNA.
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Pri pou?iti vektord podle vynélezu
je mo%no pouZit tyto klony pro p¥ipravu chimérnich gend,
které sestdvaji ze t¥{ &dstf, jsk bylo svrchu uvedeno.
Tytoc chimérni Ffet&zce DNA obsahuji chemicky regulovatel-
ny Petdzec, &dst transkribovatelného Fet&zce DNA a t¥etd
fetdzec DNA z cizorodého zdroje. Je moZno také postupovat
tak, %e klony jsou ddle pon&kud pozmén&ny, napiiklad ci-
lenou tvorbou mutac{ tak, aby bylo moZno odstranit cely
nebo v&t3inu-kodového fragmentu pivodniho genu pfed je-
ho spojenim s kodovym sledem z cizorodého zdroje za vzni-
ku dvoud{lnéhc chimérniho genu, tak Jjak byly svrchu po-
psény. Ve vyhodném provedeni ta &dst chimérniho genu,
které nepredstavuje chemicky regulovatelny ret&zec tvo-
#1 gen pro snadno pozorovatelny nebo zjistitelny feno-
typicky jev. V nésledujicich p¥ikladech Jsou podrobné&ji
ilustrovédny geny pro B-1,3-glukuronidédzu, pro tzv. divo-
ky typ a pro acetohydroxy kyselinu (jej{ syntetdzu) vy-
tvaPfejic{ odolnost proti herbicidim a pro endotoxin Ba-
cillus thuringiensis, je v3ak moZno piedpoklédat moZnou
tvorbu dalsfch podobnych gend tohoto typu, jek ji% bylo
svrchu uvedeno. V dalifm vyhodném provedeni Jje kodové
slo¥ka Fetdzce DNA chimérnfiho genu kodem pro toleranci
nebo pro odolnost proti herbicidim nebo pro odolnost pro-
ti nepadenf hmyzem. Toto provedeni je rovné% ilustrovéno
uvedenymi geny pro syntetédzu acetohydroxykyseliny a pro

endotoxin Bacillus thuringiensis.
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Chimérni geny a vektory, které ty-
to chimérni geny obsahuji, je moZno v&lenit do rostlin-
nych bun&k rdznymi postupy, které ddvaji vznik transfor-
movanym bunkém, tkénim a rostliném rebo bun&&nym kultu-
rém, které je moZ¥no vyuZit v biologickych reaktorech.

V prikladové &4sti je popséna podrobn&ji rade postupd,
které jsou urdeny pro jednodéloZné i dvoudé&loZné rost-
liny. NZkteré z t&chto postupi, které Jsou uvedeny k
jasn&j§imu vykladu celého postupu tvo¥{ predm&t jinych
patentovych pfihld3ek, zejména US patentové pfihldsky &.
056 606, podané 29. kvé&tna 1987 a US patentové pPfihldsky
g. 165 665, podané 8. brezna 1988.

Transformovany rostlinny materidl
je pak moZno zpracovévat plsobenim chemického reguldto-
ru a pak pozorcvat a/nebo mé&Fit expresi genu pro feno-
typicky jev. Tento typ systému poskytuje moZnost snadné
selekce a identifikace Pidic{ d&innosti urditych chemic-
kych regulétord. Vynélez se rovnd% tyké zlep¥eného pri-
kazu Udinnosti enzymu 8-1,3-glukonamiddzy (GUS), ktery
umoZnuje vySetFit velké mnoZstvi vzorkd s vysokou ples-
nosti a v krdatkém Sasovém obdobf. Tento prikaz v podsta-
t3 spolivd v reakci extrasktd rostlinné tkéné ve vzorcich
s objemem ni%3im ne% 0,5 ml s 1,5 8% 3 mmol 4-methyl-
umbelliferylglukuronidu p¥i teplot® pFibli%n& 37 °C po
dobu 1 a% 5 hodin s nédslednym stanovenim koncentrace

uvolnéného fluorescen&niho indikétoru.
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Kvantitativni stanoveni urovné& RNA
je zdkladnim stupndm pii analyze exprese geru. K tomuto
ulelu byly vyvinuty specidlni metcdy, p¥i nichZ se nea
gen navaZe dal3{ Petézec, nazyvany primer. P¥i tomto
postupu se oligonukleotid, specificky pro uréity gen
radioaktivn& oznal{, pak se tento oligonukleotid hybri-
dizuje se vzorkem RNA a hybrid se podrobi pusobeni re-
versni transkriptdzy. Takto prodlouZené produkty se od-
d&li na akrylamidovém gelu, a sleduji se autoradiogra-
ficky. Vyhoda tohoto postupu ve srovnéni se znémymi po-
stupy spolivd ve snadnosti p¥{ipravy sondy, jednoduchostf
proﬁ@edeni celého postupu & zkréceni doby, jiZ Jje zapotre-
bi k provedeni celé zkoudky. Tento postup Je stejny sen-

sitivni a kvantitativni jeko mapovéni Sl.

V pfipadé&, Ze se svrchu uvedeny po-
stup aplikuje za uréitych zvld3tnich reaekénich podminek,
které budou ddle popsény v pifikladové &dsti pFihld3ky na
stanoveni PR-1 mRNA; je moZno jej s vyhodou uZit ke sta-
noveni této mRNA v celkové RNA v extraktu z tabdkovych
listd, infikovanym virem tabdkové mozajky. PR-1 mRNA se
pfi expresi tvori v mnoZstvi 1 % celkové mRNA}téchto
listech, jak bylo prokdzéno kvantitativni smalyzou p¥i
pouZit{ svrchu uvedeného postupu a frekvenci klond cDNA
v sestav® cDNA, kterd byla odvozena od uvedené RNA.

Zlep&eni, které prinédd{ zplsob podle vyndlezu ve srovnéni
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s dfive zndmymi postupy spoliva ve znafeni oleonukleoti-
du na vysokou specifickou odchylku, ve snifeni molérniho
mno¥stvi sondy, kterého Jje zapotiebl uzit pfi provadéni
uvedeného postupu (typicky pFiblizn& 0,01 az 0,05 pmol),
v optimizaci hybridizace a Vv optimizaci koncentrace nu-

kleotidtrifosfétu.

Vyndlez se tedy rovnéZ tyké zpisodu
staqoveni mno%stvi specifické RNA v roztoku RNA, postup

spo&ivé v tom, %e se

a) znali oligonukleotid, specificky pro RNA (primer) ©
délce 12 aZ 18 nukleotidd na vysckou specifickou ak-

tivitu radiosktivity,

b) RNA se znalenim oligonukleotidem se hybridizuje v
knncentraci v rozmezi 0,1 2% 20 nM Vv rozmezi 2 mwinu-

ty a% 24 hodin p¥i teplotd pFibliznd 37 °C,

¢) primer se prodlou%{ pisobenim reversni transkriptazy
za pritomnosti nukleotidtrifosfétﬁ pri koncentraci

0,003 a% 1 mmol po dobu 1 a% 120 minut 2

d) produkty s prodlouZenym fetdzcem se oddé&li a znazorni

se autoradiograficky.

Praktické provedeni vyndlezu bude

znédzorn¥no nédsledujicimi priklady.



L. P¥i{klady NN

A ‘

Enzymatické reeakce v pfikladové‘
gdsti se provéd&ji podle doporuleni vjrobée, neﬁf—li
uvedeno jinak. Chimérni geny a vektory podle vyndlezu
byly zkonstruovény pomoci postupld, které jsou v oboru
dob¥e znémy. Vhodné postupy byly popsény napiikled v
publikaci Maniatis T. a daléi, Moleculer Cloning, Cold
Spring Harbor Laboratory, New York (1982), Methods in
Enzymology, sv. 68, 100, 101 a 118 (1979, 1983, 1983 a
1986) a DNA Cloning, Glover D. M., Ed. IRL Press, Oxford
(1985). Slozeni jednotlivych prostfedi bylo popsénoc Vv
publikaci Miller J. H., Experiments in Molecular Gene-
tics, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1972),

stejnd jako ve svrchu uvedenych publikacich.

Déle budou vysvdtleny zkratky, uZité
v prikladové &dsti prihld3ky:

ATP adenosintrifosfét

bp pér bazil

CETAB hexadecyltrimethylammoniumbromid

2,4-D kyselina 2,4-dichlorfenoxycctové

DTT dithiothreitol

dicamba kyselina 3,6-dichlor-2-methoxybenzoova

EDTA kyselina ethylendiemin N,N,N ,N’-tetraoctovs



kb tisic pérd bazi

MES kyselina 2-(N-morfolin)ethensulfonové

MU 4-methylumbelliferylglukuronid

PEG polyethylenglykol

picloram kyselina 4-smino-3,5,6-trichlorpikolinové
SDS dodecylsiran sodny

TFA kyselina trifluoroctové

™V virus mozajky tabdku

Tris-HCl tris(nydroxymethyl)methyleminhydrochlorid.
Prostredd

Prostfed{ SH-O: prostfedf, uvedené v publikaci Schenk

R.U. a daldi, Cean, J. Bot., 50, (1972) 195 - 204; bez
hormond. Prostfedi mi¥e byt kapalné nebo miZe byt zpev-
n&no 0,8 % agaru nebo 0,5 % prostiedku GelRiteR. Pro-
stfedi se sterilizuje obvyklym zplsocbem plsobenim tepla
v autokldva 15 a% 20 minut pFi teploté 110 aZ 120 °c.

Prostfedi SH-30: Jde o prcstfedi SH-O, které obsahuje

BO/UM Dicsmba.

Prostfedi SH-45: Jde o prostfedi SH-O, které obsahuje

45/uM Dicambsa.



Prostfedi RY-2: Toto prostiedi bylo popséno v publikaci

Yemada Y. a dal3f, Plant Cell. Reports, 5, 85 - 88 (1986).

OMS - prostredi: Toto prost¥edi bylo popséno Vv publikaci

Murashige T. a Skoog F., Physiologia Plantarum 9, 473,
(1968). Toto prostfedi je moZno zpevnit pridénim 0,8 %
agaru nebo agarosy nebo p¥idénim 0,5 % GelRiteR.
V nésledujic{ tabulce Jje uvedeno

slozeni pouZitych prosti¥edi. Makroelementya, mikroprvkya

a Fe-EDTA jsou pouZity tak, Jjak je uvedeno Vv literature.
Prostfedi KM podle publikace Kao K.N. a daldi, Planta 126,
105 - 110 (1965). Prostied{ N6 podle publikace Chu & dal-
g1, Scientia Sinica 18, 659 (1975).

Tabulka I

b,c,d

prostied{ KM-8p N6
organické létky a vitaminye (mg/1)

biotin 0,01
pyridoxin-HC1 1,00 0,5%
thiamin-HC1 10,00 0,1
nikotinamid 1,00

kyselina nikotinové 0,10 0,5
kyselina listové 0,40

D-Ca-pantotendt 1,00



- 93 -

Tabylka I - pokradovéni

prost¥edi KM‘BPb’c,d N6
kyselina p-aminobenzoova 0,02
cholinchlorid 1,00

riboflavin 0,20

vitamin B12 0,02

glycin 0,10 2,0
cukry a alkoholy cukrd (g/1)

sacharoza 0,25 30,0
glukoza 68,40

mennitol 0,25

sorbitol 0,25

cellobiosa 0,25

fruktoza 0,25

mannosa 0,25

rhamnosa 0,25

ribosa 0,25

xylosa 0,25

myoinositol 0,10

kone&né pH 5,8 6,6

sterilizace filtr autoklav
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Vysv&tlivky:

mekroelementy se obvykle uZivaj{ ve formé zdsobniho
roztoku s desetindsobnou koncentraci, mikroelementy

ve form& zdsobniho roztoku s tisicingsobnou koncentraci.

Kyselina citronovd, fumerova a jable&nd (kaZdd v konel-
né koncentraci 40 mg/l) & pyrohroznan sodny (kone&na
koncentrace 20 mg/l) se pripravi ve formé& zdsobniho
roztoku se stondsobnou koncentraci, pH roztokd se upra-
vi ne 6,5 priddnim hydroxidu amonného & tento roztok

se pak pPidédvé k prostfedi.

Adenin (konedné koncentrace 0,1 mg/l) a guenin, thy-
midin, uracil, hypoxanthin & cytosin (ka%dy z nich v
kone&né koncentraci 0,03 mg/l) se pfipravuji v zdsobnim
roztoku s tisicindsobnou koncentraci, roztoky se upra-
vujf na pH 6,5 pfidédnim hydroxidu amonného a pak se
pridévaji k prostfedi.

Nédsledujici aminokyseliny se pridévej{ do prostfedi
p¥i pou%iti zédsobniho roztoku s desetindsobncu kon-
centraci, jeho? pH bylo upravenoc na 6,5 pridénim
hydroxidu amonného af do dosaZeni nésledujicich kone&-
nych koncentrac{. Glutemin 5,6 mg/l, alanin a kyselina
glutamové vidy 0,6 mg/l, cystein @,2 mg/l, asparagin,

kyselina asparegovd, cystin, histidin, isoleucin, leucin,



lysin, methionin, fenylalanin, prolin, serin, threo-

nin, tryptofan, tyrosin a valin vidy 0,1 mg/1.

€ Zdsobni roztok vitamind se obvykle pripravuje ve

stondsobné koncentraci.

Materialy

Agarosa: Pi¥{prava a &i3téni agarosy bylo popséno v publi-
kaci Guiseley & Ren "The Agarosa Monograph", Marine Colloids
Division FMC Corp., 1975. Agarosa je jednou ze sloZek aga-
ru. B&¥n& obchodn& doddvany agar obvykle sestévd ze smési
neutrdlni agarosy a iontového ageropektinu s velkym po&-
tem vedlej3ich skupin. Obvykle zudstdvéd urdity pocet po-
strannich Peté&zcd intaktni a urduje fyzikdlné chemické
vlastnosti agarosy, jako jsou tvorba gelu, teplota téni.
Jako &inidla pro ztuhnut{ Zivnych prostfedi je vyhodna
agarosa s nizkou teplotou t#énf, kterd se doddvé napfikled

pod obchodnim nézvem SeaPlaqueR.

Hydrolysét kaseinu: Hydrolysdét kaseinu je enzymaticky

hydrolysét z krvaského mléka, pouZit byl typ 1, Sigma
Co., PO. Box 14508, St. Louis, MO 63178, USA.



Cellulaza RS: Cellulase RS, Yakult Hosha Co. Ltd., 1.1.19

Higashi-Shinbashi, Minato-ku, Tokyo, 105 Japonsko,

GelRiteR: GelRite Gellan Gum, Scott Laboratories Inc.,

Fiskerville, R.I. 02323, USA.

Gene3Screen ?lusR: Cat. No. NEF 976, NEN Research Products,

549 Albany St., Boston, MA 02118, USA.

IBI Random Primer Kit: "Prime Time" sestava, Internatio-

nal Biotechnologies Inc., PO. Box 1565, New Haven, CT

07606, USA.

NalgencR Filtr: Nalge Co,n Division of Sybron Corp.

Rochester, N.Y., 14602, USA.

Fectolyase Y-23R: Seishin Pharmaceutical Co., Ltd., 4-13

Koami-cho, Nihonbashi, Tokye, Japnsko.

Parafik§ : Parafilm R je laboratorni film- American Can

Co., Greenwitch, CT 06830, USA.
SSC: 1,54 mM chloridu sodného, 0,154 mM citronanu sodného.

Sloupec pro spin:Sloupec, predem naplnény materialem

Sepadex G25, Cat. No. 100402, Boehringer Mannheim Bio-

chemicals, Biscataway, N.Y., USA.



Pufr TAE a TBE:Tris-acetatovy pufr a Tris-boritanovy pufr,

jde o bézné pufry pro poziti pri clektroforéze, uvedené

ve svrchu zminéné Maniatisové publikaci.

1. Obecné postupy

V této skupiné priklad se popisuji o-
becné manipulace, kterjch se pak uziva pri provadéni dal-

rich prikladd, v nichz  se postupy vysvétluji podrobnéji.
Prik1lad 1

Vazba v agaroze

Po roz&tépeni plasmidové DNA phsobenim
restrikénich enzymt a po elektroforetickém oddéleni f@nik-
lych fragmentd na gelu TAE s nizkou teplotou tani se pasy,
které obsahuji prislusné fragmenty presné vyriznou a za-
hreji se na teplotu 65°C k roztaveni agarozy. Pak se 2 azZ
S/ul tohoto materialu prida k 15 /ul vody a roztok se necha
stat pri teploté 65°C jeSté 10 minut. Pak se tento roztok
zchladi na teplotu 37°C a necha se stat 5 minut k vyrovna-
ni teplot. Pak se pridaji 2 /ul desetinasobné koncentrace
pufru pro pdsobeni ligazy ( 200 mM Tris, pH 8,0, 100 mM

chlotisu horeénétého, 100 mM BTT, 10 mM ATP) spolu s l/ul



T4 DNA ligadzy (New England Biolabs) a tento roztok se ne-

cha ztuhnout a pak se inkubuje pres noc pri teploté 15°C.

Transformace z agarozy

Agaroza, obsahujici prislusnou DNA se

rPztavi inkubaci po dobu 10 minut pri teonloté 65°C. Pak

se lO/ul tohoto roztoku prida ke 30/ul pufru TE ( 10 mM
Tris o pH 7,5, 1 mM EDTA), a po smiseni se smés necha stat
pri teploté mistnosti. Zmrzlé bunky E. €oli se uloZi na
navlhéenv led k roztati. Zredény roztok DNA se prida ke
200/ul bunék a smés se necha stat 20 minut na ledu., Pak

se buﬁky s obsahem DNA zpracuji tepelnym Sokem pri teploté
41°% po dobu 90 sekund. Po této dobé se bunky nechaji stat
pri teploté mistnosti 10 minut a pak se prida 0,8 ml pro-
stredi SOC, jehoZ sloZeni je uvedeno v publikace Hanahan
D., J. Mol. Biol. 166, 557-380, 1983 a kultura se hodinu
inkubuje pri tenloté 37°C. Pak se lOO/ul této kultury na-
nese na plotny LB (ze svrchu uvedené publikace Millerovy)
s obsahem lOO/ug/ml ampicillinu (L-amp) a pak se plotny
inkubuji pres noc pri teploté 37°C. Positivni kelonie se
oddéli a znovu se formou natéru prenesou na dal §i plotnu

L-amp, kterd se opét inkubuje pfes noc pri teploté 37°C.



Priklad 3

Metoda southern blot

3_ug DNA tabaku se rozstépi pusobenim
riznych restrikénich enzyml za podminek, udanych dodava-
telem. DNA se extrahuje fenolem, vysrdZzi se ethanolem a
pak se znovu uvede do suspenze v pufru pro naneseni do ge-
lu (15% ficoll, 0,025 % bromfenolové modii, 10 mM EDTA,
pH 8). Vzorky se pak nanesou na 0,5 % agarozovy gel a e-
lektroforézy se provadi pri gradientu 5V/cm tak dlouho, az
bromfenolova modi dosahne konce gelu. Pak se DNA prenese
na Gene-Screen Plus (DuPont) p;; pouziti alkalického zplso-
bu pfenosu tak, jak je doporudovano dodavatelem. Predbéina
hybridizace, hybridizace a promyvani se provadi rovnéi po~
dle doporudeni vyrobce. Hybridizace se pak sleduje autera-

diograficky.

Priklad 4

Molekularni adaptory

Typickym molekuldrnim adaptorem je retézee

5 - GGGATCCCTGCA - 3~
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pro preménu mista pisobeni enzymu Pstl na misto pusobeni
enzymu BamHI. Tato molekula je synthetizovana v zafi zeni
Applied Biosystems Synthetizer pri pouziti B-cyanoethyl-
fosforamiditu a &isti se vysokotlakou kapalinovou chmomato-
grafii v reversni fazi. Priblizné 2 /U8 tohoto oligonuk-
leotidu se pak zpracuje pusobenim kinazy podle svrchu uve-
dené publikace Maniatise a dalSich, str. 125. Roztok oli-
gonukleotidu se pak zahreje na vodni lazni na teplotu

65°C a pak se necha zchladnout na teplotu mistnosti v pri=-
béhu 30 minut. PFibliZné desetinasobny pfebytek tohoto
molekularniho adaptoru se po uvedeném tepelném zpracovani
pfida k rozstépené DNA spolu s 10x pufrem pro ligazu, T4
DNA ligdzou a prisludnym mnoZstvim vody. Typicka reakce

ma nasledujici slozeni:

DNA 1-2/u1 ( priblizné 1 pmol)
adaptor 1/ul (pfiblizné 10 pmol)
10x pufr pro ligazu l/ul
T4 DNA ligaza l/ul
voda 5—6/ul

Tento roztok se inkubuje celkem 30 minut
pri teploté 12 az 15°C a pak se zahfiva 30 minut na teplo-
tu 65°C k inaktivaci ligazy. Koncentrace soli a objem se
upravi a adaptovana DNA se rozitépi tak, aby byl uvolnén

adaptor i s pfislu$nym zakoncenim. Nevilenény adaptor se
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odstrani bud elektroforézou na agarozovém gelu nebo po-

stupnym vysrazenim isopropanolem.

Priklad 5

Mapovani prodlouZenych primeru

A. Syntéze a znaleni primerd na 5-zakonieni pro prodlouzeni

Nasledujici oligomery pro pouziti jake
primery byly synthetizovany pfi pouziti zarizeni Applied

Biosystems Synthetizer a 3-cyanoethylfosfoamiditu:

PR-1: 5ZATAGTCTTGTTGAGAGTT - 3f
GUS: 5f— TCAGGGTTGGGGTTTCTAC -~ 3~
AHAS: 5°- AGGAGATGGTTTGGTGGA - 3~
BT: 5°~ ATACGTTCTACTATCATAGT - 3~

Oligonuklgiotldy se Cisti vysokotlakou
kapalinovou chromatografii v reversni fazi (HPLC). 5 pmol
kazdého oligonukleotidu se podrobi pisobeni kinazy podle
svrchu uvedené publikace Maniatise a dalsich, str. 125
32

pri pouziti 200/uC P-ATP (600 Ci/mmol, lO/uCi//ul). Po
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inkubaci pri teploté 37° ¢ po dobu 30 minut se reakéni
smés zredi na objem lOO/ul, extrahuje se smési fenolu a
chloroformu a pak se trikrat vysrazi pfi pouziti SO/ug

RNA na nosici. Konecnda sraZienina se uvede znovu do suspen-
ze v pufru pro reversni transkriptazu ( 50 mM Tris-HCl o
pH 7,5, 40 mM chloridu draselného a 3 mM chloridu horectna-
tého) v koncentraci 2 nM. Specificka aktivita znaceného

oligonukleotidu je priblizné 3 x IOSCvcpm/pmole

B. Priprava RNA

RNA se pripravuje v podstaté zpusobem,
ktery byl popsan v publikaci Lagrimini L.M. a dalsi, Procs
Natl. Acad. Sci USA 84, 7542 (1987). Tkan se drti v kapal-
ném dusiku v misce s pouzZitim tlouku. K mleté tkani se
prida pufr ( podle Lagriminiho ve svrchu uvedené publika-
ci) pri pouziti 2,5 pufru na 1 gram drcené tkané. Pak se
pridd stejné mnozstvi fenolu & smés se opatrné micha 15
minut. Faze se oddéli odstredénim a vodna faze se odlozi.
RNA se vysrazi pridanim octanu sodného do koncentrace
0,3 M a 2,5 objemu ethanolu. Srazenina se pak addéli od-
strfedénim a znovu se uvede do suspenze ve 2 ml sterilni
vody. Pak se prida chlorid lithny do koneiné koncentrace

3M a smés se nechd stat pres noc pri teploté 4% C. Pak
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se srazZzenina oddéli odstredénim a usazenina se promyje
snmési ledové chladného 80% ethanolu a vody. Pak se usa-
zenina usu$i a znovu se uvede do suspenze Vv 500/u1 steril-
ni vody. Koncentrace této RNA se stanovi spektrofotomet-
ricky. Alternativné je také moino extrahovat RNA z kalu
svrchu uvedenym zpusobem s tim rozdilem, Ze se tkan kalu
rozfeze na krychli¢ky a délce hrany pribliZné 3 mm, tkan
se vlozi do predem zchlazené treci misky s tloukem pro dr-

ceni tkané v kapalném dusiku pred polytronovym stupném.

ProdlouZzeni primeru

50/ug celkové RNA se lyofilizuje v Ep-
p;ndorfové zkumavce s objemem SOO/ul. RNA se znovu u#ede
do suspenze ve 30/ul roztoku radioaktivné znacené sondy
a zahreje na 10 minut na taplotu 70°C. Pak se zkumavka
pomalu zchladi na teplotu 379C a necha se inkubovat pres
noc. Pak se bez jejiho odstranéni z 1adzné o teploté 37°C
prida 10 x pufr pro reversni transkriptdzu ( 500 mM Tris-
HC1 o pH 7,5, 400 mM chlotidu draselného, 30 mM chloridu
horeénatého), l/ul 5 mg/ml sérového albuminu skotu, 5/u1
100 mM dithiothreitolu, S,ul 10 x dNTP ( 10mM kazdého
dNPT ve vodé), 3 ul vody, 2 ulRNasin ( 80 jednotek) a 2/u1

reversni transkriptazy ( 400 jednotek) a pak se reakéni

smés inkubuje 30 minut pri teploté 37°C. K ukonéeni re=
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akce se prida S/ul octanu sodného o koncentraci 3M o pH 5

a 150/u1 absolutniho ethanolu. Zkumavka se pak ponecha

30 minut pri teploté —20°C, vytvorena srazenina se oddéli
edstiedénim,promyje se 80% ethanolem a usus§i se na vzduchu,
Pak se srazenina znovu uvede do suspenze v 10 az 20/u1
barviva (S0 % formamidu, 0,05 % bromfenolové modri, 0,05 %
xylencyanolu a 1 mM EDTA) a produkty prodlouzeni se od-
déli na 6% gelu zplisobem podle svrchu uvedené publikace
Maniatise a dalSich. Produkty tohoto prodlouZeni se pak

visualizuji autoradiograficky.

Priklaid 6

Mapovani pri pouziti Sl nukleazy

Plasmid pBS1013Cla se rozstépi enzymem
SfaNI, defosforyluje se pisobenim fosfatazy z teleciho
streva a pak se uvede do styku s 32P—ATP a kinazou, Smés
se extrahuje fenolem, DNA se vysrazii ethanolem a pak se
rozStépi puisobenim enzymu BstEII a fragment o 300 pb od
750 do 1035 na obr. 1 se izoluje po elektroforéze na a-
garozovém gelu s nizkou teplotou tvorby gelu. Sonda se u-

vede znovu do suspenze v pufru oro hybridizaci za pouziti

formamidu podle publikace Berk A.J. a dalsi, Cell 12, 721
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(1977) v koncentraci pribliZzné 2 nM. Specifickd aktivita

sondy je priblizné 5 x 10 Cvcpm/pmol.

50/ug celkové lyofilizované RNA se roz-
pusti ve 30/ulroztoku sondy a zkumavky se zahreji na
teplotu 65°C na dobu 10 minut, nacez se necha hybridizace
probihat pres noc pri teoloté 48°C. Pak se provadi zpra-
covani pisobenim nukledzy S1 a elektroforéza na gelu po~
psanym zpusobem pri pouziti koncentrace S1 nukledzy 400
jednotek/ml a teploty prfi inkubaci 30°C. Prislu$na koncen=

trace S1 nukledzy se stanovi v predbéinych pokusech,

Prikl1lad 7

Mapovani mista pro pocatek transkripce

Misto pro pocatek transkripce genu PR-la
se stanovi kombinaci mapovani pomoci S1 nukledzy a analyzy
prodlouZzenim primeru. Byl zkoumdn autoradiogram prodlouzZe=-
ni primeru pri pouZiri RNA, izolované z listd tabaku, in-
fikovanych virem mozaiky tabaku nebo subklonu mpl9 fragmen-
tu XhoI-PstI jako templdatu a oligonukleotidu s obsahem 17
bazi, komplementérnihq S polohami 1025 aZz 1042 retézce

genu PR-la jako specifického primeru. Primer byl znaden
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na 5-fosfatu, takze velikost produktu prodlouzeni bude to-
tozna s velikosti odpovidajiciho pasu pri analyze sledu.
Pritomnost dvou silnych pas, které odpovidaji poloham

902 a 903 a slabého pasu v poloze 901 klonu genomu je moi-
no vysvétlit pravdépodobné pritomnosti pocatku transkrip-
ce v nékteré z téchto poloh. Analyze prodlouZenim primeru
v§ak neni sama o sobé pouZitelnd pro identifikaci 5-za-
konéeni mRNA. Napriklad mRNA miiZze obsahovat 5-zakonéeni,
které bylo posunuto z mista, nachdzejiciho se ddle smérem
vzhiru,

Aby bylo moZzno skutecné stanovit 5-za-
konéeni je zapotrebi pouzit mapovani S1 nukleazou ve spoje-
ni s prodlouzenim primeru. Fragment po padsobeni enzymu
SfaNI byl oznacen na 5-zakonéeni a byl rozstépen pusobenim
enzymu BStEII za vzniku sondy se specifickym retézcem z po-
lohy 759 do polohy 1040. Tato sonda byla pouzZita k mapova=-
ni 55 zakonieni genu PR-la a jeho transkriptd do RNA, izo-
lovahé z listd tabdku, infikovanych virem mzaiky tabaku.
Hlavni pas o 137+ 2 baze odpovida poloham 901 az 905 klo-
nu genomu. V pokusech s nukleazou S1l, v nichz je zapotrebi
dosahnout dobrého déleni jsou produkty Stépeni podrobeny
elektroforéze spolu se standardem, jehoZ délka je znama,
Pfi tomto postupu byly vizualisovany tii pdasy, které odpo-

vidaly polohdm 901, 902 a 903. Tyto vysledky potvrzuji, Ze
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analyza prodlouZenim primeru byla spravna a umistuji 5=
zakonceni mRNA pro gen PR-la do polohy 901, 902 nebo 903.
S ohledem na polatek transkripce je jednim z moinych vy-
svétleni téchto vysledkl, Ze RNA polymerdza miZe zacinat
transkripce na kterékoliv z bazi v polohdch 901, 902 a
903 s pravdépodobné priblizné stejnou pravdépodobnosti.
Avsak vzhledem k tomu, Ze pri eukaryotické transkripci je
obvykle davana prednost na iniciaci transkripce na A, je
pravdépodobnéjsim vysvétlenim pro jevici se vicedetné 5=
zakonleni skutecnost, Ze mRNA pro PR-la zacCind v poloze
903 (&) a kazda z mRNA pro geny PR-1b a PR~lc zaéind v os-

tatnich polohach odpovidajicich geni.

2. Identifikace a charkterizace bilkovin

Bilkoviny PR byly izolovany, CiStény a
byl urien jejich retézce, v nékterych pripadech poprve,
v jinych v souladu se znamymi udaji v literatufe. Pokusy
byly provadény proto, aby bylo moZno s konecCnou platnosti

potvrdit totoZnost jejich chemicky indukovatelnych gent.
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Priklad 8

Cigténi bilkovin PR-la a PR-1b

Rostliny Nicotiana tabaccum cv.Xanthi
byly,péstovany ve skleniku a byly infikovany ve stari
8 tvdnta tak, Ze listy byly opatrné promnuty se suspenzi
bézného kmene (UI) viru mozaiky tabaku ( O,S/ug/ml).
Listy byly sklizeny 7 dnd po infekci a intraceluldarni ka=-
palina (ICF) byla z listd vymyta a shromdidéna zpisobem,
ktery byl popsan v publikaci Parent J.G. a dalsi, Can. J.
Bot. 62, 564 (1984). 250 ml ICF bylo koncentrovano na 50 ml
lyofilizaci a pak bylo toto mnozstvi naneseno na sloupec
s naplni Ultragel ACA54 v rovnovainém stavu v Tris-HCl o
pH 8,8 s 1 mM EDTA. Eludty byly analyzovény elektroforé-
zou na 10% polykrylamidovych gelech. Frakce s obsahem bil-
kovin PR-1 byly slity, lyofilizovany, znovu uvedeny do
suspenze ve 3 ml vody a pak dialyzovadny pres noc proti vo-
dé. Takto ziskané materidly byly didle &iStény vysokotlakou
kapalinovou chromatogarfii pri pouziti eniontoménide na
sloupci TSK-DEAE 5PN. Sloupec byl vymyvédn gradientem O az
0,6 M chloridu sodného v 50 mM Tris-HCl o pH §,0 s 1 mM
EDTA. Frakce byly analyzovdny elektroforézou na polyakryl=-

amidovém gelu (PAGE). Ze sloupce se nejprve vymyva PR-1b
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piri 0,18 M NaCl, PR-la se vymyva pri 0,28 M NaCl. Frakce

s obsahem jednotlivych bilkovin se sliji, dilyzuji proti
vodé a lyofilizuji. Cistota bilkovin PR-la a PR-1b byla
potvrzena vysokotlakou kapalinovou chromatografii v revers-
ni fazi pri pouziti sloupce Aquapore phenyl ( 2,1 x 100 mm,
Brownlee), sloupec byl vymyvan linedrnim gradientem smési
acetonu a isopropanolu v poméru 1 : 1 (5 az 80 % v 0,1%

kyseliné trifluoroctové.

Priklad 9

Stanoveni retézce bilkovin

Cisténa, lyofilizovana bilkovina PR-la
se rozpusti v 6M guanidin-HCl s obsahem 1 M Tris-HCl1l o
pH 8,6 s 10 mM EDTA. Pak se prida dithiothreitol do kon-
centrace 20 mM a 4-vinylpyridin do konecné koncentrace
50 mM. Pak se vzorek inkubuje 1 1/2 hodiny v dusikové at-
mosfére. Pyridylethylovany materidl se pak zbavi soli na
sloupci Aquapore phenyl vysokotlakou kapalinovou chromato-
grafii (2,1 x 10 cm, Brownlee). Sloupec se vymyva linedr-

nim gradientem ( 5 aZ 80 % smési acetonitrilu a isopropa-
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nolu v poméru 1 : 1 v 6,1% kyseliné trifluoroctové (TFA).

Automatickd Edmanova degradace se prova-
di pri pouziti automatického zarizeni (Applied Biosystems
470A) v plynové fazi. Phenylthiohydantoinové aminokyse-
liny byly stanoveny rovnéZ analyzatorem (Applied BioSys-
tems 1204 PTH).

Stépeni bromkyanem se provadi in situ
zpisobem podle publikace Simpson R.J. a dal§i, Biochem,
Intl 8, 787 (1984). Stépeni PR-1 pasobenim pyroglutamat-
aminopeptidazy ( Boehringer Mannheim) se provadi podle

publikace Allen G., Plant. Sci. Lett. 26, 173 (1982).

PR-1la se §tépi endoproteinazou Lys-C
(Boehringer Mannheim) v 0,1 M TrisHCl o pH 8,5 po dobu
24 hodin pri teploté mistnosti pri pouZiti poméru enzymu
k substratu 1 : 10. Peptidy se izoluji vysokotlakou kapa-
linovou chromatografii pfi pouziti sloupce Aquapore C-8
(1 x 22 cm, Brownlee) pii pouziti linearniho gradientu
0 az 60 % smési acetonitrilu a isopropanolu v objemovém

poméru 1 : 1 v 0,1% TFA.

Stépeni N-termindlniho Lys-C peptidu pa=
sobenim trypsinu (Cooper) se provadi v 0,1 M hydrogenuhli-
¢itanu amonném o pH 8,2 s obsahem 0,1 M chloridu vapenaté-

ho po dobu 5 hodin pri teploteée 37° ¢ pri pouziti poméru



enzymu k substrdtu 1 : 100. Dva vzniklé peptidy se od-
déli vysokotlakou kapalinovou chromatcgrafii pri pouZi-

ti tychZ podminek jeko v pripadé& peptidd Lys-C.
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daldf, a byls zaloZena na srovnéni d¥ive uvePejindného
bilkovinného fetdzce t#i peptidd, odvozenych od PR-la,
ktery byl uvefejn&n v publikaci Lucas J. a dal%{, EMBEO J.
4, 2745 (1985) a primdrni struk:iury bilkovin, kterd byla
odvozena od klonl ¢DNA. Klony cDAN, oznadené jakc PR-1la
jsou v&ak zkrdceny na 5 -zakoneni a je meZnc Jje srovné-
vat pouze se dvéma z uvedenych t¥i peptidd. Retézec ami-~
nokyselin, odvozeny od cDNA byl pfipraven a anylzovan a
bylo prckézéno, Ze Fetézec cDNA& pro PR-lz, uvedeny ve
svrchu uvedené publikaci 7
neodpovida uvefejnéndau FetZzci bilkovin v amfstZ tripto-
fanového zbytku, aviak neodpovidd taxé na tfech daldich

polohdch aminotermindlninoc zakonfeni bilkovirndno Petdzce.



Tato anomélie zpochybnuje identifiksci tohoto klonu
jako PR-la. Z tohoto ddvodu byla totoZnost klonu
tobchrPKl1013 jako genu pro PR-la cv&rena stanovenia
velké &dsti primérni struktury Cist&né bilkoviny PR-la

zji%tén{m Petézce aminckyselinovych zbytkd.

Eet&zec aminokyselin prc bilkovinu
PR-la pak byl srovndn s Petézcem aminockyselin, ktery oyl
odvozen od klont cDNA pro PR-la, PR-1b a PR-lc. Retézce
cDNA, tak jak byly snalyzovény z uvedenych cDNA klond a
tak, dak byl jejich Feté&zec stanoven ve svrchu uvedené
publikeci Pfitzner U.M. a da2l81, souhlasi ve v3ech pole-
hdch. Bylo stanoveno vice ne% 80 % fetézce Uplné bilko-
viny PR-la a bylo prokdzéno, Ze tento Feté&zec je v sou-
ladu s odvozenym Fet&zcem bilkoviny pro tobchrPT1013.
V p*ipad&, Z¥e se srovndva odvozeny Feté&zec aminckyselin
z klond cDNA pro PR-1b a PR-lc, tak jak bylo uvedenc ve
svrchu zmindnd publikaci Cornelissen B.J.C. 2 dalsi, Je
mo¥no prockdzat 3est nebo sedm mist, které nejsou v sou-
ladu. Je tedy mp¥no povaZovat za prokdzané, Ze klon

tobchrPR1013 je skutedné& klonem genu PR-la.

3. Produkce klontd

V ndsledujfc{ skupiné prikladd bu-

dou popsény klony, které byly pripraveny v disledku



isolace genu a indentifikece chemicky regulovatelnych
TFet&zcl a chimérnich genl, které tyto fetdzce obsehova-

ly.

v

Priklagd 11

Priprava tobchrPR1013

Z listd Nicotiana tabaccum byla

s

isolovéna jédra tsk, Ze 35 g tkdné& bylc nejprve zuraze-
ne v kapalném dusiku a pak rozdrceno ne jemny prédek
pomovi tfeci misky a tlouku. Ziskany prdsek byl pridén
ke 250 @l pufru (0,3 ¥ sachardzy, 50 mM tris pufru o

pH &€, 5 mil chloridu hofeératého, 5 mM hydrogensitiditanu
sodného a 0,5 % NP4C) a smds se michd v ledu 10 minut.
Pak se smés zfiltruje pres 3est vrstev mulu a kapalina
se pfenese do nddcbek pro odst¥edovéni a odstreduje se
10 minut pfi 700 g. Usazeniny se znovu uvedou do suspen-
ze v towtéZ pufru a znovu se odstPedi. Pak se usazeniny
znovu uvedeu do suspenze ve stejném pufru a jedtd Jjednou
se odstfedi. Pak se usazeriny znovu uvedou do suspenze v
tomtéZ pufru a susperze se navrstvi na 20 ml chladné sa-

charozy s obsahem 10 @M tris-pufru o pH 8, 1,5 md chlo-

ridu hofednatéhc, 14C mM chloridu sodného, 24 % sachardsy



a 1 % NP4O. Zkuq}@ky se pak cdstfedi 10 minut pri

17 000 g. Usazenina v tomtc stupni cbsahuje prevéiné
jadra & zrnka gkrobu. Vysokomolekuldrni DNA se z Jader
iscluje zpusobead, popsanym ve svrchu uvedené putlikaci
Maniatise T. 2 daldich. Tato DNA se 3dstelnd rozdidpi
enzymen Mbol a pak se ulor{ do mista po 3tépeni ernzy-
mem RamHI ve vektoru EMBLJ3 pro klonovéni., PribliZneé

300 OOOlrlakﬁ se sleduje pomoci znafené sondy cDNa pro
PR-1b. Bylo isolovéno 2 charakterisovéno 5C positivnich
klond. Positivni ?ﬂaky se &isti a charakterisuji analy-
zou pomoci restrikénich enzyad. Tyto klony se pak roz-
3211 do osmi zieteln® oddélenych sxupin podle mis® pu-

-

sobeni restrikénich enzymt. Jeden Z +3cnhio klond byl

’ 9

jdentifikovédn jeko tobchrPRIC13. Sdstednd mapa mist pl-

>

sobeni restrikdnich enzymi pro tenio klon je zndzorngna

<

na obr. 1. Isolace DNA a dals{ manipulace byly provadény

.

poéle svrchu uvedené puhlikace lariatise 2 dalsicr.

Priprava pBS-PR1013Cla

Fragzmen® po 3:épeni enzyxed gla

z klonu tobchrPk1013 byl subklonovan v plasmidu Bluescript
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(Stratagene Cloning Systems), za vzniku plasmidu
pBS-PR1013Cla, zndzornéného na cbr. 2. Fragment od

2 kb po 3tépeni plasmidu pBS-PR1013Clae enzymy
XncI-BglII byl podroben analyze PFet&zce a byle proka-
z4ano, %e polohy 913 aZ 1711 (Fet&zec 1) presné odpovi-
daji{ Petézci klonu cDNA pro PR-la, tak jak byl isclovén
ve svrchu uvedené publikaci Pfitzner U.M. a delsi. MoZ-
né seskupeni DNA tabdku v pribé&hu kxlonovani Je moZno
pfedpcvidat analyzou restrik&nich fragmentl z DNA ge-
nomu. V zévislosti na informacich, které byly po Fetézci
ziskény 2 na mapd mist pisobeni restrikénich enzymd
pBS-PR1C13Cla by pri Etépeni DNA genomu tabdku enzymy
EcoRI, HindIIT, Xhol + BglIII nebo HindIII + Pstl vznik-
ncy fragmenty o 3,2 kb, 6,7 kg, 2,0 kb nebo 6,4 kb s
obsahem genu PR-la. Aby bylo moZno ovérit tento pred-
poklad, byly roz3tépeny t¥i mikrogramy chromosom&élni
DNA tabdku prisludnyui enzymy a ziskany materisal byl
podroben elektroforéze na 0,7% agarosovém gelu. Ziskana
DNA byla pPenesena na nylonovou membrénu a uvedena do
styku se znalerym fragmentem po plsobeni restrikénich
enzyad XhoI-BstEII z genu PR-la jakc sondou. Pro kon-
trolu byla roz$t&pena také DNA plesmidu pBS-PR1013Cla

2 byla podrobena elektroforése na tomtéZ gelu. Jak by-
lo pPedpoklddédno, materidly, roz3tépené plsobenim en-

zymu EcoRI, HindIII, Xhol + BglII a HindIII + Pstl daly
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vzrnik péstdm s olekdvenou molekulovou hmotncsti, které
se pohybovaly soulasné s kontrolnimi pésy. Je tedy
zfejmé, %e DNA, ktera Je obsafera v klonu tobchrrPklO1l3

predstavuje C¢ést DNA gencau tabdku.

¢
¢
[ty
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=
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P¥{prava pBS-PR1O13Eco

A, Plaswid pBS-PRIC13Ecc se kon-

’

struuje subklorovénim fragmentu o 3, 6 kb po pusoseq1
enzymu EcoRI s obsshem genu PR-la2 2z tobchrPR1CL3 podle

-

pasobeni enzymu EccRI Vv

Y

pfikladu 9 do jediného mist

(ot
o

plasmidu Bluescript. Plasmid Bluescript (gislo katalo-

u

gu 21203) je moZno ziskxa®t od Stratagene Cloning Systeas,
La Jolla, California. Strukturu pBS-PRIC13Zco bylo moZ-
no potvrdit Jjak mapovanim mist pisobeni restrikinich en-
zyal, tak snalyzou Fetézce DNA. Kons trukce tohotc plas-

mnidu je znézornéno na obr. 3.

U



Plasmid Bluescript se roz3t&pi pisobenim erzymu EcoRI
a pak se smisi a navéZe s predbd%n& isolovanym fragmenr-
tem o 3,6 kb po St&peni EcoRl. Tato konstrukce plasmidu

je zndzornéna ns obr. 4.

P¥iprava pBS-PR1013EcoQ Pst

Flasmid pBS-PR1013Eco se rozStépi
enzymem Pstl a fragmenty DNA se d&li na 2,5 % agarosovén
gelu s nizkou teplotou tuhnuti. Velky fragment, ktery
obsahuje vektor Bluescript a fragment © 3,0 kb z DNA ta-
bdku se pPesnd vyFiznou a materisl se zahfeje na teploiu
65 °C x roztaveni agarossy. Pak se 2/ul tohoto materidlu
pridaji k lS/ul vody a DNA se vé%e v agarose zpisobem
podle pfikladu 1. Po inkubacl pfes noc se agarosa S,
obsahem DNA roztavi zahPétim na 10 minut na teplotu 65 °c
a pak se transformuje z agarcsy zplsobed, popsanym v pii-
kx1adu 2. Odst bakteridlni kultury z kaZdé ze Sesti posi-
tivnich konstrukci se nao¥kuje dc 5 ml prostfedi LB pecdle
svrchu popsané Millerovy publikace s obsahea 1CO/ug/m1
aupicilinu a kultura se inkubuje pfes noc pri teploté
37 °C. Pak se bunky odd&li odstfedénim v klinické od-

.

stfglvce pfi plné rychlosti po dobu 10 minut. Superna-
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tant se cddéli a bunky se pak znovu uvedou do suspenze

ve 100 ul 50 mM glukosy, 25 mM tris-pufru o pH 7,5 @

/
10 md EDTA a suspenze se pak plenese do Eppendorfovy
skucaevky prc odstfedovéni s objemenm 1,5 ml. K suspenzi
se prida 25/u1 derstvd pripravenénc roztoku lysozymu O
koncentraci 10 mg/ml a suspenze Sse nechd stét na ledu 10
minut. Pak se k suspenzi prida ZOO/ul 0,2M hydroxidu
sodnéno s 1 % dodecylsiranu sodného a suspenze sSe pro-

-

ohd se stét na ledu jedtd 2 minuty. Pek se

S
i
0
oy
.
W
3
®

ul 2M octanu sodného o pH 4,8 a roztok se ne-
a leduy 15 mirnut. Vysledny roztok se pak od-
st¥ed{ plnou rychlosti celkea 10 minut v Eppendorfové
odstfedivce. Supernatant se cddé&li do derstvé zkumavky
oro odstPedivky a extrahuje se 400/ug smési fenolu a

oroformu v pomdra 1 : 1. Vodna féze se oddéli do

e}
It

Serstvé zkumavky a extrahuje se 400/u1 chloroformu.
Vodné féze z této exirakce se oddéli do erstvé zkumav-

. '3 s

ky a DNA se vysraii priddnim dvou objemi ethanclu a pak
se neché stét 3C minut pPi teploté -20 °C. VysréZend
DNA se oddsli odstfedénim v Eppendorfové mikroodstre-
divce plnou rychlosti 15 minut. Ethancl se odstrani a
gysazenina se prcayje 80% ethanolem. Ethanol se znovu od-
strari a2 usazenina se nech2 schnout na vzduchu. Pak se

DNA znovu uvede do suspenze Ve lOO/ul pufru TE. Kon-

strikoe se ové®{ rozitépenim pisobenim enzymu Pstl.
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Pivodn{ plasmid pBS-PR1013Eco poskytuje pés pro fragment
o 6 kb a pds o pPibli%¥n& 650 kb, prilemZ pds pro men3{
fragment v nové konstrukci chybf. Jeden z t&chto plesmi-
dd byl identifikovén jako plasmid pBS-PR1013EcoAPst.
Struktura tohoto subklonu byla ov&Fena enalyzou Fetézce.

Konstrukce tohoto plasmidu Jje znézorn&na na obr. 5.

P¥{klad 15

P¥iprava pBS-PR1013EcoA Pst 8 Xho

Byla stanovena pifedbé&Znd mapa pi-
sobeni restrikénich enzyml z plasmidu pBS-PR101l3Eco.’
M{sto plsobeni enzymu Xhol je umist&no p¥ibliZnZ 1200
bp sm&rem vzhiru od mista pisobeni Pstl. Plasmid
pBS-PR1013Eco 4Pst se roz3t¥p{ enzymem Xhol a fragmenty
se d&lf na 0,9% agerosovém gelu s nizkou teplotou tuhnu-
t{. Vizualizovény byly dva fragmenty s rozméry 3,9 kb
a 1,7 kb. Pds, ktery obsahoval fragment o 3,9 kb byl
pedlivé vy¥{znut z gelu a vézén v agarose svrchu uvede-
nym zpisobem. Po roztaven{ agarosy byla uZita DNA k
transformaci kmene E. coli HB10l- Z{skané bunky byly

naneseny ne plotny LB-amp a inkubovédny svrchu uvedenym
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zpisobem. Jedna z positivnich kcloni{ byla nao&kovéna
na prostfed{ LB-amp a DNA byla izolovéna v podstaté
svrchu uvedenym zpdsobem. Struktura tohoto nového sub-
klonu pBS-PR1013Eco APst AXho byla ové&fena analyzou po-
moci restrik&nich enzymd a stanovenim Fet&zce DNA. Kon-

strukce tohoto plasmidu je znézorné&na na obr. 6.

P¥{klad 16

P*{prava pCIB270

Plasmid pBI10l.3 (&1slo katalogu
6024.1) je moZno ziskat od Clonetech Labs, Palo Alto,
California. Tento plasmid se nejprve roz3t&pi enzymem
BamHI & pak enzymem Sall. Plasmid pBS-PR1013Eco4 PstA Xho
se roz3t&pf{ pusobenim enzymu Pstl. Pak se pifipravi adap-
tor Pstl/BamHI s Feté&zcem

5 "~GGGATCCCTGCA-3~
4
zpisobem podle prikladu 4 a tento adsptor se nevéée na
svrchu uvedeny plasmid po jeho roz3tépent eni&ﬁém PstI.
Vysledny materidl se nejprve roz8t&pi{ enzymem BamHI a
pak enzymem Xhol. Fragment BamHI/Xhol se izoluje, nalel
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se smis{ a véd%e na roz3té&peny plasmid pBI10l.3 a ma-
teridl se uZije k transformaci. Izoluje se pozitivn{
klon pCIB270, jeho% struktura se oveér{ pisobenim res-
trik&nich enzymd a analyzou Fet&zce DNA. Pi¥iprava to-

hoto plasmidu je zndzorn&na na obr. 7.

P¥rF{klad 17

Pfiprava M13mpl8- nebo M13mpl9-PR1013Eco 4 Pst"A Xho

Plasmid pBS-PR1013BcoA PstA Xho
se roz3tépi enzymy Pstl a Asp718. Fragment Asp718/Pstl
o velikosti 1,1 kb se izoluje po elektroforeze na 1%
TAE-agarosovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti. Repli-
kativni forma (RF) fdgu E. coli, M13mpl8 nebo M1l3mpl9
se pripravi zplsobem podle publikace Messing J., Meth.
Enzymol. 101, 20 (1983). Tyto vektory je také moZno
pfi{mo ziskat od Bethesda Research Labs., Geithersburg,
Maryland. Kterykoliv z tdchto vektord se roz3t&p{ nej-
prve enzymem Asp718 a pak enzymem PstI. Po odstranéni
polyvazné Césti elektroforézou na 0,7% TAE agarose s
nizkou teplotou tuhnuti se vysledny vektor RF misi e
vd%e v agarose na fragment o velikosti 1,1 kb, pfipra-

veny svrchu uvedenym zpisobem. Pak se ziskand DNA uZije
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k transformaci, pozitivni tlaky se izoluji = jedich

struktura se ov&¥{ anslyzou RF DNA. Konstrukce M1l3mpl8-

a M13mpl9-PR1013Ecop Pst A Xho Jje zndzornéna na obr. 8.

P¥{klad 18

P¥{prava M13mol8- nebo M13mpl9-PR1013Eco4 Pst A Xho .

. Nco a pCIB 268

DNA M13mpl8-PR1013Eco APst 4 Xho
s jednoduchym Ffet&zcem se izoluje podle svrchu uvedené
Nessingovy publikace. Oligonukleotidovy primer o 18 bp

s Yetézcem
5 °~AATCCCATGGCTATAGGA-3’

se syntetizuje svrchu uvedenym zpisobem. Primer se fos-
foryluje T4 polynukleotidkynézou zpisobem, popsanym na
str. 125 svrchu uvedené publikace Maniatise R. a dal3ich
p¥i pouZiti neznaleného ATP. Po inkubaci 60 minut pri
teplot& 37 OC se reak®nf smds zahFeje na 15 minut na
teplotu 68 °C a pak se ulo%{ do ledu. Tentc primer a
dal3f primer M13-40 (New England Biolabs 1212) se spo-
ji s DNA M13mp-18-PR1013Eco APstA Xho s Jednoduchym
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¥et&zcem po smiseni{ v molérnim pom&ru l : 1 : 1, po
zahf{vén{ 10 minut ne teplotu 68 °c se sm&s pomalu
zchlad{. Pak se sm&s po ukon¥ené vazbé uloZf{ do ledu

e p¥idd se 10x pufr pro prodloufeni Fet&zce (20 mM
tris-pufru o pH 7,5, 6 M chloridu hofeZnatého, 1 mM
DTT, 1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dCGTP a 1 mM 4TTP).
Pek se pFidé 10 jednotek velkého fragmentu DNA poly-
merdzy I (Klenowiv fragment, New England Biolabs 210)
a 0,1 jednotky T4 DNA lygdzy (NEB 20?) a reakdni smés
se neché probfhat 14 hodin p¥i teplot& 15 °c. Po této
dobd se pridd dal3{ pod{l uvedenych enzymd a reekce se
neché probfhat jedté 2 hodiny pfi teplotd 25 °C, naleZ
se sm&s ufije k transformaci kmene E. coli JM101. Die-

grem tohoto postupu je znézornén na obr. 9.

Aby bylo moZno identifikovat muto-
vany fég, bylywplaky pfeneseny na filtr Gene Screen
Plus (DuPont) a zpraccvévény podle doporuleni vyrobce.
Filtry byly pfedem hybridizovény 4 hodiny a pek hybri-
dizovény pPes noc pPi teplotd 42 °c v roztoku, dodaném
vyrobcem a obsahujicfm 0,9 M chloridu sodného. Pak se
filtry postupnéd promyvaji chloridem sodnym o koneentra-
ci 0,9 M a postup se sleduje sutoradiograficky, pficem?
teplota se v kaZdém stupni zvy3{ o 5 °c. Fagy, identi-
fikované hybridizaci tak, %Ze v nich byly objeveny mutace
se ddle sledujf zji3ténim Fetdzce k prikazu zmény.
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Replikativn{ forma jednoho z t&ch-
to fégh (M13mpl8-PR1013Ecod Pst 4 Xho.Nco) se izoluje a
roz8t&p{ enzymy Pstl a BstEII za vzniku fragmentu o
394 bp, ktery se uZije k néhrad® odpovidajfciho nemu-
tovaného fragmentu o velikosti 394 bp v plasmidu
PBS-PR1013Eco A Pst A Xho, zndzordném na obr. 10. Timto
zplisobem se ziské plasmid pCIB268, ktery obsahuje mis-
to pisobeni enzymu Ncol v poloze 930, za timto mistem
nésleduje kodovy Fetdzec pro gen PR-la o délce 217 bp.
Struktura uvedeného plasmidu byle potvrzena analyzou

Jjeho Feté&zce.

Pr{klad 19

\gfiprava chimérnich gend s obsahem GUS & s ridznou délkou

sledu promotoru PR

A. Konetrukce plasmidy pCIB269

Fragment o 930 bp se izoluje o elek-
troforéze plasmidu pCIB268 enzymy XhcI a Ncol na 1,0%
agarosovém TAE gelu s nizkou teplotou tuhnutif. Tento frag-
ment se pak navéd¥e do plasmidu pBS-GUSL.?2 (pf{klad 19 B),

ktery byl roz3tdpen tymiz enzymy Xhol a Ncol. Transformanty



se izoluj{ e enalyzujf zji3t3nim mist plsobeni restrike-

nich enzymd a analyzou Fet¥zce DNA. Zvol{ se Jeden posi-
tivn{ plesmid, kterému byl dén nézev pCIB269. Konstrukce

tohoto plasmidu je zndzorné&na na obr. 1ll.

B. Konstrukce pBS-GUS1.2

Plasmid pBS~GUSl.2 se zkonstruuje
tax, %e se navédfe fragment o 391 bp z plasmidu pRAJ265
po jeho roz3tépeni enzymy Sall/snabl (Jefferson R.A. a
dalsi, EMBO J. 6, 309L - 3907,(1987) a GUS User lenual,
Clonetech Labs., Palo Alto, Ca.), ddle fragment o 1707 bp
po roz3tdpeni plasmidu pBI221 podle téZe publikace a
pBS, rozit&peny pisobenim enzymu Sall a EcoRI, Jak Je
znézorndno na obr. 12. Transformanty se izoluji a analy-
zuj{ stanovenim mist pisobeni restrik&nich enzymld a ana-
lyzoa Petdzce DNA. Jeden z ovdFenych klond byl mazvén
pBS-GUS1.2.

C. Konstrukce pCIB200

Nejprve se vytvor{ TJST7%kan rozité-
penim pTJST75 (Schmidhauser a Helinski, J. Bacteriol. 164,



446 - 455 (1985)) pisobenim enzymu Narl k vyjmut{ tetre-
cyklinového genu, ndsleduje v&len&ni fragmentu Accl z
pUC4K (Messing J. a Vierra J., Gene 19, 259 - 268 (1982)),
ktery nese gen NptI. Plasmid pCIB200 se pak vytvor{ na-
vdzénim vaznych Fetdzcd Xhol na fragment EcoRV z plasmidu
pCIB7,(obsanujic{ levou & pravou okrajovou gdst T-DNA,
chimérni gen nos/nptlI, schopny selekce v rostliné a Te-
t&zec pUC,schopny vazby, Rotstein S.J. a daldi, Gene 53,
153 - 161 (1987)), nage? se klonuje fragment po t&peni
Xhol v TJS75Kan po roz3¥tépeni enzymem Sall.

D. Konstrukce pCIB271

Plasmid pCIB269 z pPfikladu 19 A se
roz3t&pi plsobenim enzymu Xhol a EcoRl a fragment o
3023 bp, obsahujié{ promotor PR-la, vézany na gen GUS
se zakondenim nos 3  se izoluje elektroforézou na 1,0%
TAE agerosovém gelu s nizkou teplotou tuhnutif. Tento
fragment se pak navéfe na vektor pCIB200, vhodny pro
Sirokou skupinu hostiteld po jeho roz3té&peni enzymy
Sall a EcoRI. Transformenty se izoluji a analyzuji se
pisobenim restriknich enzymd. Jeden 2z ov&Fenych klond
byl nazvén pCIB271. Konstrukce tohoto klonu Je zndzorné-

na na obr. 13.



E. Konstrukce CIB272

Plasmid pCIB268 z pfikladu 18 se
rozit¥pi enzymy Alul a Ncol & fregment © velikosti 833
bp se izoluje elektroforézou na 0,7% TAE agarosovém gelu.
Tento fragment se navd¥e na gen pro B-glukuronidézu se
zekontenim nos 3 Vv plasmidu pBS-GUS1.2 z piikledu 19 B.
Promotor a gen GUS se pek vyjmou z plasmidu, nazvaného
pCIB282 Jeko fragment po roz3t&peni enzymy Asp7181/BemHl
a ulo{ se do plasmidu pCIB200, rozitdpeného enzymy
Asp7181 a BamHl pred transformaci E.coli, kmene DH5a.
fransformanty se izoluji a analyzuji se stanovenim mist
pisobeni restrikdnich enzymi. Jeden z ov&Fenych klond
byl nazvén pCIB272.

F. Konstrukce pCIB273

Plasmid pCIB268 se roz3t&pi enzymy
HaeIII a Ncol a fragment o velikosti 603 bp se izoluje
elektroforézou na 0,7% TAE agarosovém gelu. Tento frag-
ment se uloZi pfed gen pro g-glukuroniddzu se zakondenim
nos 3° v pleasmidu pBS-GUS1.2. Promotor a gen GUS se pak
vyjmou z uvedeného plasmidu, nazvaného pCIB283 jako
fregment po roz3t¥peni enzymy Asp7181/BemHI a ulo%{ se
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do plasmidu pCIB200, roz¥t&peného enzymy Asp7181 a BamHI
pfed transformac{ E. coli kmene DH5a. Transformanty se
izoluj{ a mnalyzuj{ restrik&ni analyzou. Jeden 2z ové&fe-

nych klond byl nazvén pCIB273.

P*r1klad 20

Priprava chimérniho geny ve vektoru hygromycinu

Plasmid pCIB269 se rozitépi{ plisobe-
nim enzymu Xhol a EcoRI a fragment o velikosti 3023 bp,
nesouci{ promotor PR-la, vézany na gen GUS se zakonlenim
nos 3 se izoljje elektroforézou na 1,0% TAE agarosovém
gelu. Tento fragment se pak prevede na fragment Xhol/Sall
navdzénim adaptoru EcoRI/Sall s Fetézcem

5 < AATTCGTCGACG-3 "

Fragment Xhol/Sall se navéZe na
plasmid pCIB712 po jeho rozité&peni enzymem Sall
(Rothstein S. J. a dal3{, svrchu) za vzniku plasamidu

pCIB219, tak Jjak je zndzorn&no na obr. 14.



P¥r{klad 21

Priprava pCIB200/PR1-BT

A. Vazba s pCIB200

Plasmid p-CIB1004, ktery bude ddle
uveden, se rozstdpi pisobenim enzymu Sphl, extrahuje se
fenolem, materidl se vysrdi{ ethanolem a znovu se uvede

do suspenze. Syntetizuje se oligonuklectid s Yeté&zcen

5 ~CCGGTACCGGCATG-3"

a tento Petdzec se &isti, zpracuje plsobenim kindzy a
pak se navéZe na plasmid pCIB1004, roz3t&peny erzymem
Sphl. Po vazb& se ligdéza inaktivuje a z{skanéd DNA se
rozdtdpi enzymen Kpnl. Materidl se pak podrobi elektro-
foréze na 0,8% agarosovém gelu. Plasmid pCIB200, popsa-
ny v pfiklaedu 19 C se roz3tépi plisobenim enzymu Kpnl a
pak se zpracovévd pisobenim alkalické fosfatdzy z tele-
ciho stPeve a materidl se znovu podrobi elektroforéze
na 0,8% agarozovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti.

Pés, ktery obsahuje vektor pCIB200 a pss, ktery obsahu-
je spojeni sousediciho Fet¥zce 5 ~PR-1 a BT se smisi s
DNA se navéfe za vzniku pCIB200/PR1-BT.



B. Priprava pCIB1004

Plasmid pCIBl0/35Bt(607) se roz-
8tép{ enzymy Ncol a BamHI a podrcbi se elektroforéze
na 0,8% agarosovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti.
Plasmid pCIB269, popsany v pfikladu 19 A se roz3tépi
pisobenim enzymd Ncol a Xhol a rovn&Z se podrobi elektro-
foréze na 0,8% agarosovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti.
Plasmid pCIB710, popsany ve svrchu uvedené publikaci
Rothsteina S. J. a dal3ich se roz3tépi enzymy Sall a
BamHI a rovn&%f se podrobi elektroforéze na 0,8% agaro-
sovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti. Pds vektoru, roz-
St¥peného enzymy Sall a BamHI, obsahujici 3 -zakon&eni
promotoru CaMV 35S, klonované v pUCl9, péds s obsahem
genu BT a pds s:obsahem 5 -coblasti PR-1 se vyfiznou,

smis{ a navédf{ za vzniku plasmidu pCIBl004.

C. P¥{prava pCIBlO Bt (60

Plasmid pCIB10/35Bt(607) s vypu§téd-
nym genem pro protoxin, obsshujic{ kodovy fet&zec pro
pribliZn& 607 aminokyselin se pfipravi z plasmidu
pCIB10/35Sbt, ktery obsahuje gen pro protoxin endctoxinu
Bacillus thurinfiensis. Kmen E. coli MC1l061 s obsahem



uvedeného plasmidu byl uloZen do vefejné sbirky kultur
American Type Culture Collection, ATCC &. 67329, 27.
Unora 1987. Gen s odstrandnym protoxinem se ziska tak,
%e se do genu BT za nukleotidem 1976 uloZi misto piso-
ben{ enzymu BamHI (GGATCC). To je moZno provést klonové-
nim fragmentu BamHI s obsahem Fet&zce protoxinu z plas-
midu pCIB10/35Sbt v mpl8 s pouZitim standardniho postupu
tvorby mutace s poufitim oligonuklectidu. Po vzniku mu-
tace se pFripravi z klonu M13 replikativn{ forma DNA s
dvojitym Fet¥zcem & te se pak roz3t¥pi enzymem BamHI.
Fregment o velikosti p#ibli¥n& 1,9 kb s obsahem odstre-
n&ného genu pro protoxin se v&leni do plasmidu pCIBl10/710
po rozstdpeni enzymem BamHI. Vysledny plasmid se podrobi
selekci na kanamycin. Podrobny popis tohoto postupu je
uveden v US patentové pPihlé3ce &. 122 109, podané 18.
listopadu 1987.

PFi{klad 22

Priprava pCIB1233 (pCIB200/PR1-AHAS)

A. Vazba s pCIB200
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Plasmid pCIB200 se roz38tépil enzymy
Kpnl a Xbel a ziskany materidl se podrobf elektroforéze
ns 0,8% agarosovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti. Plas-
mid pCIBl216 se roz3t&pi pisobenim tychZ enzymd a mate-
ridl se rovn&? podrobi elektroforéze na 0,8% agarosovém
gelu s nizkou teplotcu tuhnuti. Pds o pFfibliZn& 4,3 kb,
ktery obsahuje 5 - &4st Fet¥zce PR-1 spojenou s kodovym
fetdzcem AHAS a pés, obsahujici vektor pCIB200 se vyFiz=

ncu, smisi a DNA se podrobi vazb& za vzniku pCIB1233.

B. Pfipravs pCIB1216

Plasmid pCIB269, popsany v p¥ikladu
19 A se roz3t¥pi enzymy Xbal a Ncol a pak se podrobi
elektroforéze na 0,8% agarosovém gelu s nizkou teplotou
tuhnuti. Plasmid pCIB1207, ktery bude déle uveden, se
rozstépi plisobenim tychZ enzymd a ziskany materidl se
rovné% podrobi elektroforéze na 0,8% agarosovém gelu
s nizkou teplotou tuhnuti. Péds, ktery obsahuje vektor
Bluescript s 5 -oblast{ PR-1 a pds o velikosti 3,3 kb
s obsahem kédového Petdzce AHAS se vyriznou, smis{ 8
DNA se podrobi vazbé&, &imZ se z{skéd vysledny plasmid
pCIB1216.



C. Priprava plasmidgﬁpCIBlZQ}w§_obsahgm_ggpg,}ggbidqp§1§

AHAS

Z p&t tydnd starych Arabidopsis
thaliana, ecotyp Columbia se izoluje celkové DNA. 250 mg
této DNA se &t¥pi 4 hodiny pisobenim 4000 jednctek res-
trik&niho enzymu Xbal. Ziskany materidl se pak podrobi
frakcionaci elektroforésou na 0,8% agarosovém gelu.
Fragmenty DNA v rozmezi velikosti 6,5 kb a 4,36 kb,
d%leni je zaloZeno na DNA, &tépené HindIII s oznalenim
velikosti) se izoluji z gelu pPi pouZiti DEAE membrény
NA-45 (Schleicher a Schuell) Keene, NH, USA) podle do-
porueni vyrobce. Lambda ongG (long C) po pusobeni fos-
fatdzy a po Stépeni enzymeam Xbal Je moZno zisket ze Stra-
tagene Cloning Systems (La Jolla, CA, USA). O,l/ug véle-
n&né DNA z Arabidopsis Xbal se navéZe na vé&tev longC v
mnozstvi 1,0 ug podle doporudeni vyrobce. 2,5/01 reakini
smdsi se ulo¥f{ do fdgu lembda pFi pouziti Gigapack Plus
kit (Stratagene Cloning Systems) podle doporudeni vyrob-
ce. U¥innost 2ziskaného materidlu se titruje na kmeni

E. coli VCS257 (Stratagene Cloning Systems).

so/ug DNA z plasmidu pEl6/8-c4
(J. Polaina, Carlsberg Res. Comm. 49, 577 - 584) se
roz&t&pi plsobenim enzymu EcoRl a ziskany materidl se

roz3t&pi na 0,8% agérosovém gelu. Fragment o 2 kb po
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stépen{ enzymem EcoRI, ktery obsahuje kodovy fFetdzec pro
gen AHAS z kvasinek se z gelu izoluje p¥i pouZit{ DEAE
membrény NA45 podle doporuleni vyrobce. Pak se synteti-
zuji radioaktivn® znafené sondy, odpovidajic{ fragmentu
o 2 kb hybridizadni reakci p¥i pouZit{ Prime Time kit
(International Biotechnélogies Inc., New Haven, CT, USA)

podle doporuleni vyrobce.

250 000 rekombinantnich fégi se na-

nese na VCS257. Duplikéty plakl fégd z této membrény se
ziskaj{ pou%itim membrdn Colony/Plaque Screen (NEN Re-
search Products, DuPont, Boston, MA, USA) podle doporu-
Zeni vyrobce. Membrény se pfedem hybridizuji v LS hybri-
disadnim pufru, pak se pFenesou do 150 ml &erstvého LS
hybridisa&nfho pufru s obsahem 0,2/ug sondy pro gen AHAS
z kvasinek, znalené radioaktivnim fosforem, p¥ipravené
svrchu uvedenym zpisobem. Pak se membrdény inkubuji 16
hodin pfi teplotéd 42 °c za opatrného protfepdvédni, na-
%e? se dvakrét promyji vZdy 15 minut p¥i pou%itf 2xSSC,
pak se promyji pFi teplotd 42 °C je3t& t¥ikrat pfi po-
u%?iti LS promyvaciho pufru (25% formemid, 5xSSC a 1 %
SDS), ka?dé promyti trvéd 2 hodiny, naleZ se membrény
je8t& dvakrdt oplédchnou v oplachovacim pufru (0,1xSSC

a 0,1 % SDS) ka%dé oplachovéni trvé 30 minut. Membrany

se pak upevni a podrobi fluorografii na Cronex Lighte-



ning Plus Screens (Du Pont, Wilmington, DE, USA) a

f£ilmu XAR-5 (Kodek). Plaky z t&ch oblasti desky, kde
bylo dosaZeno pozitivnich signéld na obou membransch
se vyjmou a znovu se nanesou pfi ni?3{ hustoté& 300 pla-
k3 na 150 mm desky a postup se opakuje tak dlouho, a%

se izoluji jednotlivé hybridiza&éni plaky.

Preparace DNA gdgu z takto &i¥té&ného
fégu se provddi{ ndsledujicim zplisobem pFi pouzit{ Lambda-
Sorb Phage Adsorbent kit (Promega, Madison, WI, USA).

DNA fégu se roz3tépi restrik&nim enzymem Xbel a fragment
o velikosti 5,8 kb se klonuje v mistZ plsobeni enzymu
Xbal plasmidu pBS(-) (Stratagene Cloning Systems). Iden-
tita klonovaného fragmentu s fragmentem Xbal, ktery obsa-
huje gen AHAS z Arabidopsis se ov&r{ srovnénim mapy mist
pisobeni restrik&nich enzymd tohoto materidlu s uddaji,
které byly publikovény pro uvedeny gen v publikaci

Haughn a dal¥{, Mol. Gen. Genet. 211, 266 (1988) a Mazur
a dalsf, Plant Physiol. 85, 1110 (1987). Ziskany plasmid
byl oznalen pCIB1207.

P¥{klad 23

Pfiprava pCIBl232 (pCIB200/PR1-AHAS-SuR)




A. Vazba s pCIB200Q

Plasmid pCIB200 z pi¥ikladu 19 C se
roz3tdpf enzymy Kpnl a Xbal a materidl se podrobi elek-
troforéze ra 0,8% agarosovéam gelu s nizkou teplotou
tuhnuti. Plesmid pCIB1230 se roz3t&pi enzymy Kpnl a
Xbal a materidl se rovnd% rozd&li elektroforézou na
0,8% sgarosovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti. Péds o
pFibliZn& 4,3 kb, ktery obsshuje 5°-oblast PR-1, spoje-
nou s kédovym Petdzcem AHAS-SuR a pés, ktery obsahuje
vektor pCIB200 se vy¥iznou, smisi a DNA se navéie za
vzniku pesmidu pCIB1232.

B. P¥iprava pCIB1230

Plasmid pCIB1208, ktery bude déle
gveden, se roz¥tipi enzymy Xbel a Ncol a Pragmenty se
d51{ elektroforézou na 0,8% TAE agarosovém gelu s niz-
kou teplotou tuhnutf. Plasmid pCIB269, uvedeny v piikla-
du 19 A se roz3tdpi tymiZ enzyamy a materidl se rovnéZ
rozd&l{ na C,8% TAE agarosovém gelu s nizkou teplotou
tuhnuti. Fragment plasamidu pCIB269, ktery obsshuje vek-
tor Bluescript a promotor PR-1 a fragment o 3,3 kb s

obsahem mutovaného genu AHAS (identifikovany sk¥iZenou



homologi{ a analyzou restrik&éniho fragmentu s -.genem

podle publikace Mazur a dal8i, Plant Physiol. 85,
1110 - 1117 (1987) se vy®{fznou, gel se roztavi a frag-
menty se nava¥i za vzniku klonu, ktery byl oznalen ja-

ko pCIB1230.

C. Priprava pCIB1208

Sestava DNA gencmu se zkonstruuje
obdobnym zpdsobem jako v pFikladu 22 pfi pouZiti DNA,
jzolované z rostlin Arabidopsis, pecdrobenych selekci
na odolnost proti herbicidu sulfonylmoloviné zplsobem
podle publikace Haughn a Somerville, Mol. Gen. Genet.
204, 430 - 434 (1986). Plaky s obsahem genl, které jsou
kodem pro syntetdzu acetohydroxykyselinu (AHAS) se iden-
tifikuji zk¥{%encu hybridizaci se sondou genu syntetazy
acetohydroxykyseliny z kvasinek, kterd byla uvedena v
pf{kladu 22 C. Rekombinantn{ DNA se pak podrobi subklo-
novéni v plasmidu Bluescript (Stratagene), &imZ se ziska
klon, ktery byl oznaler Jjako pCIB1208. Tento plasmid ob-
sahuje gen, ktery je kodem pro mutovanou syntetdzu aceto-
hydroxykyselinu, kterd je odclnd proti inhibici plsobtenim
herbicidd typu sulfonylmodoviny.



Pr{klad 24

Izolace klonu genomu, ktery je kodem pro zésaditou

formu B-1,3-glukandzy (Glukan Endo-1,3-B-glukosidézy)

z Nicotians Tabacum

Vysokomolekuldrni DNA se pfipravi
z listd Nicotiana tabacum cv. Havana 425 postupem CETAB,
uvedenym v publikaci Murray a Thompson, Nucleic Acid. Res.
8, 4321 (1980). lOO/ug DNA se Uplné roz§t&pi enzymem Sacl.
Pak se materidl d&8li elektroforézou na 0,8% agarosovém
gelu. Oblast gelu, kterd odpovidé molekulové hmotnmosti
od 3 do 7 kb se rozieZe na Sest prouZkd stejného rozmé-
ru, nade? se DNA z t&chto prouikd izoluje elektroeluci
a vysrdZi se v odd&lenych frakcich. Pak se DNA znovu uve-
de do suspenze a pod{l z ka%dé frakce se znovu d&l{ elek-
troforézou na agarosovém gelu a analyzuje se metodou
Southern blot. Frakce, které obsahuji DNA, kterd hybri-
dizuje se sondou c¢DNA pro B8-1,3-glukandzu (Shinshi H.
a dal3{, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5541 - 5545 (1988)

se sliji a pouZ2iji k ziskéni sestav fragmentu.

Vektor lembda OngC pro klonovéni
(Stratagene Corp.) se roz3t&pi enzymem Sacl. l/ug této
DNA se-smis{ s O,l/ug DNA tabdku, roz3tdpené timtéZ en-
zymem, naleZ se provadi vazba plsobenim T4 DNA ligédzy



podle doporuleni vyrobce. Pak se navézané DNA uloZi do

tdstic fdgu pri pou%it{ zpisobu in vitro podle doporu-
geni vyrobce (Stratagene). Fégy se nanesou podle dopo-
rueni vyrobce na plotnu. P¥ibliZné 75 000 plakd se
zkoumd p¥i pouZit{ sondy cDNA, znaderié 32-P pro B8-1,3-
-glukandzy. Bylo identifikovano 11 positivnich plakd.
Tyto pleky byly &i3tény postupnym nanéSenim na plotnu
a del3im priazkumen.

7 &isté&nych klond se izoluje DNA
a jednotlivé klony se analyzuji roz¥tépeniam restrikéniho
enzymu HindIII, EcoRI a SacI. Klony jsou dvou typd, Jde
o klon 39.1 a o klon 39.3. V klonu 39.1 je v&lenén frag-
men o 4,5 kb, v klonu 39.3 je vilen&n fragment o 4,7 kb.
Tyto klony byly subklonovédny v plasmidu Bluescript po Jje-
ho rozitdpeni enzymem Sacl a byly izolovény subklony
pBSGluc39.1 (Sacl fragment, odvozeny od klonu lambda
39.1) a pBSGluc39.3 (Sacl fragment, odvozeny od klonu
lambda 39.3). RetZzec DNA ve fragmentech Sacl obsaZeny
v subklonech pBSGluc39.1l a pBSGluc39.3 byl stanoven
zjisténim ¥et¥zce DNA, a byl svrchu uveden jakc Feté&zec
5 a Fetdzec 6. Byl také zjist&n kodovy Fetdzec a bylo
prokézéno, %e v blizkosti 5’ -zakon&eni tohoto kodového

retdzce je uloZen velky cizorody Pretézec.



P {klad 25

Identifikace mista, v ném¥ je uloZen poldtek transkripce

genu pro p-1l,3-glukandzu

A. Mapovéni grodlouéeni primeru

Syntetizuje se synteticky primer
DNA, ktery je komplementdrni k bazim 2399 a% 2416 a ten-
to primer se uZije k pokusim s prodlouZenim primeru, tak
jak byly popsdny v p¥fkladu 5. RNA pro tyto pokusy se’
isoluje z rostlinek tabdku, infikovanych Phytophthora
parasitica var. nicotiana. Produkty prodlouZeni primeru
se analyzujfi proti standardim pro molekulovou hmotnost,
v nich% je pouZito znadeného primeru pii sledovéni Fe-
t&zce dideoxy DNA, pPilemZ subkion pBSGluc39.1 Je uZit
jako templdt. Produkty prodlouZeni se identifikuji po
elektroforéze na gelu a po autoradiografii podle p¥ikla-
du 5 a je moZno prokézat, Ze odpovidaji polohém 1432,
1446 a 1447 Yeté&ézce pro B-1l,3-glukandzu 39.1, reté&zec 5.
ProtoZe se mezi polohami 1554 a 2345 plasmidu pBSGluc
39.1 nachézi velky intron, nemiZe analyze molekulové
hmotnosti odréZfet sprdvnou molekulovou hmotnost produk-
td prodlouZeni. Z tohoto divodu byl proveden dal3i pokus

s mapovédnim prodloufeni primeru, ktery je komplementdrni



k polohdm 1530 aZ 1547. Pri pouziti tohoto primeru bylo

mozno mapovat 5-zakonfeni mRNA glukanazy ke zbytkim A v

polohach 1434, 1448 a 1449.
B. Mapovani S1 nukleazou

Byl synthetizovadn oligonukleotid, komple-
mentarni v polohach 1415 az 1504 pro pouziti jako sonda
pri mapovani pomoci S-nukledzou. Oligonukleotid byl zpra=-
covan pusobenim kinazy na 5-zakondeni pfi pouziti 32P-ATP
a T4 polynukleotidkinazy podle doporuleni vyrobce. Po ex-
trakci fenolem a vysrazeni ethynolem byl znaceny oligonuk-
leotid znovu uveden do suspenze ve formamidovém pufru pro
hybridizaci ( Priklad 6) v koncentraci pribliZiné 2 nM,
RNA, ktera byla pri téchto pokusech pouzita byla izolovana
z tabaku, infikovaného Phytophthora parasitica jako v pred=-
chozim prikladu. Mapovani pomoci S1 nukleazy se na této
RNA provadi pri pouziti znaleného oligonukleotidu ste jné
jako v Prikladu 6. Po elektroforéze na gelu bylo moZine pre-
kazat tri pasy, které odpovidaji poloham 1434, 1448 a
1449 v retézci DNA plasmidu pBSGluc39.1.

C. Stanoveni mista podatku transkripce

Jak metoda s prodlouzenim primeru, tak

mapovani pri pouziti Sl-nukledzy kladou 5Zzakondeni mRNA



do polohy 1434, 1448 a 1449. Z tohoto dGvodu odpovidaji

tato mista, v nichZ se ve vSech pfipadech nachazi adeni-

novy zbytek, poédtku transkripce genu pro g-1,3-glukanazu.

Priklad 26
Priprava plasmidu pBSGluc39.1/GUS

Oligonukleotid s retézcem
A) 52GTTTATGTGAGGTAGCCATGGTGGGAAGACTTGTTGGG-3 a
B) 5-GATCGCGGTACCGAGCTCCTCTAGGGGGCCAAGG-3~

se synthetizuje, ¢isti a pouiije v polymerazou katalyzo-
vané reakci (PCR) podle doporuéeni vyrobce ( Perkin Elmer
Cetus, DNA thermal cycler; Perkin Elmer Cotﬁs, Gene Amp
Reagent Kit) k amplifikaci fragmentu o 1494 bp z DNA z
plasmidu pBSGluc39.1. Oligonukleotidy jsou urceny k pri=-
diani mista pGsobeni enzymu Kpnl bezprostiedné vedle mista
pisobeni enzymu Sacl v paru bazi 1 v retézc:® glukanazy
39.1 za vzniku nového mista plisobeni enzymu Ncol v paru
bazi 1462. DN4A, odvozena z PCR amplifikaci se extrahuje
smési fenolu a chloroformu a vysrazi se ethanolem. Pak se

DNA uvede znovu do suspenze a roz$tépi se restrikénimi en-



zymy Ncol a KpnI a pak se rozdéli elektroforézou na a-

garozovém gelu s koncentraci 0,8 % a nizkou teplotou tuh-
nuti. Pas o 1462 bp se vyrizne a uzije pro nasledujici
vazbu. Plasmid pBS-GUS1,2 ( Piiklad 19B) se rozs§tépi pi-
sobenim enzym& Ncol a Kpnl a ziskany materidl se podrobi
elektroforéze na 0,8% agarozovém gelu a pas s obsahem vek-
toru se vyrizné. Pas, ktery obsahuje vektor pBS-GUS1.2 a
pas o 1462 bp z reakce PCR se navazi a pak se uZziji k
transformaci E. coli. Positivni kolonie se izoluji a po-
drobi se selekci na ty kolonie, které obsahuji vélenény
fragment o 1462 bp. Plasmidy, které tento fragment obsa-
huji jsou hledanymi klony plasmidu pBSGluc3$8.1/GUS, avsak
vzhledem k tomu, Ze ¢astost mutace je pomérné velika, a
to pribliZné 1/1000 bp, je nutno podrobit stanoveni re-
tézce nékolik klond celym fragmentem o 1462 bp. Jeden z
klonti, které mély pozadované sloZeni fetézce byl vybran

jako klon pBSGluc39.1/GUS.

Priklad 27

Priprava pBSGluc39.3/GUS

Oligonukleotidy s reteézcem



A) 5<GTTTATCTGAGGTAGCCATGGTGAGAAGACTTGTTGGA=3"

B) 5:GATCGCGGTACCGAGCTCCCTTGGGGGGCAAG-3‘

se synthetizuji a pouziji v PCR reakci k amplifikaci
fragmentu o 1677 bp z plasmidu pBSGluc39.3. Oligonukleo-
tidy jsou uréeny k zavedeni nového mista pusobeni enzymu
Kpnl bezprostfedné v sousedstvi mista plUsobeni enzymu Sacl
v poloze 1 retézce pro glukanazu 39.1 a nového mista pu-
sobeni enzymu Ncol v poloze 1646. DNA z amplifikace PCR
se extrahuje smési fenolu a chloroformu, vysraii se etha-
nolem, znovu se uvede do suspenze, rozstépi se enzymy

NcoI a KpnI a pak se takto ziskany materidl podrobi etektro-~
foréze na 0,8% agarozovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti.,
Pas pro 1646 bp se vyrizné a uzije pro nasledujici vazbu.
Plasmid pBS-GUS1.2 se rozstépi enzymy Ncol a Kpnl a tak-
to ziskany material se podrobi elektroforéze na 0,8% aga-
rozovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti, Pds s obsahem vek=-
toru se vyfizné, smisi se s pasem pro 1646 bp z reakce

PC® a navazie se za vzniku plasmidu pBSGluc39.3/GUS. Stej=-
né jako svrchu se izoluje nékolik vysledn¥ch plasmidd s
naslednym urcenim jejich fetézce a jeden z téchto plasmidi
s ofekadvanym rfetézcem se pak oznaci jako vysledny plasmid

pBSGluc39.3/GUS.



oriprava pCIB200/Gluc39.1-GUS a pCIB200/Gluc38.3-GUS

A. Plasmid pCIB200 z prikladu 19C se
rozstépi enzymy Kpnl a Xbal a ziskany material se podrobi
elektroforéze na 0,8% agarozovém gelu s nizkou teplotou
tuhnuti. Pak se plasmid pBSGluc39.1/GUS z Frikladu 26
podrobi S$téveni pasobenim enzymd Kpnl a Xbal a fragmenty
se robnéz oddéli elektroforézou na 0,58% agarozovém gelu s
nizkou teplotou tuhnuti. Pasy, které obsahuji vektor
pB8IB 200 a pas KpnI-Xbal s obsahem 5 -¢ast genu pro 39.1
glukanazu, spojenou s genem GUS se vyriznou a DNA se na-

vaZze za vzniku plasmidu pCIB200/Gluc39.1-GUS.

B. Obdobnym zpdsobem se plasmid pBSGluc
39.3/GUS z Prikladu 27 rozstépi a navdZze na rozstépeny
plasmid pCIB200 za vzniku plasmidu pCIB200/Gluc39.3-GUS.

Priklad 29

Priprava pCIB200/Gluc39.1-BT a pCIB200/Gluc39.3-BT

A. pCIB200/Gluc39.1~BT




Plasmid pBSGluc39.1/GUS se roz#t&-

pi enzyamy Kpnl a Ncol a pak se podrobi elektroforéze na
0,8% agarosovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti{. Plasmid
pCIB1004, popsany v p¥ikladu 21 B se roz3t&pi enzymy
Kpnl a Ncol a rovnd% se podrobf elektroforéze na 0,8%
agarosovém gelu s nizkou teplotcu tuhnutf. Plasmid
pCIB200, popsany v p¥ikladu 19 C se rozst¥&pf plsobenim
enzymu ¥KpnI, defosforyluje se p¥i pouZiti alkalické fos-
fatdzy z teleciho stfeva a pak se podrobi elektroforéze
na 0,8% agarosovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti.Pas,
ktery obsahuje vektor pCIB20C,,péds, ktery obsahuje 5 -
-%d4st genu pro glutandzu a pds, obsehujfci gen BT se
vy¥iznou, smis{ a vzédjemn& navéz{, &imZ se ziskd plas-

mid pCIB200/Gluc39.1-BT.

B. pCIB200/Gluc39. 3-BT

Obdobnym zpisobem se roz3t&p{ plas-
mid pBSGluc.39.3/GUS a pak se ziskany materidl navdie
s materidlem z roz3t¥peného plasmidu pCIBl004 a s mate-
ridlem z roz3tdpeného plasmidu pCIB200 za vzniku vysled-
ného plasmidu pCIB200/Gluc39-3-BT.



Priklad 30

P#iprava pCIB200/Gluc39.1-AHAS a pCIB200/Gluc39.3-AHAS

A. Vazba s pCIB200

Plasmid pBSGlﬁc39-l/AHAS se roz-
3t&pi enzymy Kpnl a Xbal a podrobi se elektroforéze na
0,8% agarosovém gelu s nizkou teplotou tuhnutf. Plasmid
pCIB200 z piikladu 19 C se roz3tdpi tymi} enzymy a rov-
n&% se podrobi elektroforéze na 0,8% agarosovém gelu s
nizkou teploiou tuhnuti. Pds, ktery obsshuje spojeni
glukanéza/AHAS a pds, obsahujic{ vektor pCIB200 pro ex-
presi se vyPiznou, smis{ a DNA se védZe za vzniku plasmi-

du pCIB200/Gluc39«1-AHAS.

Obdobnym zpdsobem se roz3t&pi plas-
mid pBSGlu39.3/AHAS a navédZe se na roz3t&peny plasmid
pCIB200 za vzniku plasmidu pCIB200/Glu39.3-AHAS.

B. Prfiprava plasmidd pBSGluc39.l/AHAS a pBSGluc39.3/AHAS

Plasmid pBSGluc39.1/GUS z pFikladu
26 se roz3tdpi{ enzymy N€ol a Xbal a podrobi se elektro-

foréze na 0,8% sgarosovém gelu s nizkou teplotou tuhmuti.



Plasmid pCIB1207 z p¥ikladu 22 C se rozsté&pi tymiZ

enzymy a rovn&% se podrob{ elektroforéze na 0,8% aga-
rosovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti. Péds, ktery ob-
sahuje 5 -%4st genu pro glukandzu a vektor a pés, ktery
obsahuje kodovy Fet&zec 2HAS se vyi{fznou, smis{ a DNA
se navéfe za vzniku plesmidu pBSGluc.39.1/AHAS.

Obdobnym zplsobem se roz¥té&pi plas-
mid pBSGluc39.3/GUS z p¥ikladu 27 a navéZe se na roz3té-
peny plasmid pCIBL207 za vzniku plesmidu pBSGluc39.3/AHAS.

P¥riklad 31

Piiprava plasmidu pCIB200/Gluc39.1-AHAS-SuR =

plasmidu pCIB200/Gluc39.3-AHAS-SuR

A. Vazba s pCIB200

Plasmid pBSGluc39.1/AHAS-SuR se
roz3t&p{ enzymy Knpl a Xbal a materidl se podrobi elek-
troforéze na 0,8% agarosovém gelu s nizkou teplotou tu-
hnuti{. Plasmid pCIB200 z p¥ikladu 19 C se roz3tépi ty-
miZ enzymy a rovn&Z se podrobi elektroforéze na 0,8%
agarosovém gelu s nizkou teplotou tuhnuti. Péds, ktery

obsahuje spojeni glukandza/AHAS-SuR a pds, ktery obsahuje



vektor pCIB200 pro expresi se vy¥iznou, smisi a2 DNA se

navéfe za vzniku plasmidu pCIBZOO/Gluc3911—AHAS—SuR.

Obdobnym zpusobem se roz3tépi plas-
mid pBSGlu039‘3/AHAS-SuR a navéie se na roz3tépeny plas-
mid pCIB200 za vzniku plasmidu pCIBZOO/Gluc39.l-AHAS-SuR.

B. Priprava plasmidu pBSGluc39.l/AHAS-SuR a

plasmidu pBSGluc39.3/AHAS-SuR

Plasmidy pBSGluc39.1/GUS z p¥ikledu
26 a pBSGluc39.3/GUS z pirikladu 27 se rozité&pi enzymy
Ncol a Xbal a fragmenty po puscbeni restrikénich enzymd
se odd&li na 0,8% TAE agarosoveém gelu s nizkou teplotou
tuhnut{. Plasmid pCIB1208 z prikladu 23 C se roz§tépi
tymi% enzymy a fragment O 3,3 kb, obsahujici mutovany
gen AHAS (odolny proti nerbicidu sulfonylmodoving, SuR)
se izoluje elektroforézou na agarosovém gelu. Fregmenty,
které obsahuji promotor glukuroniddzy a vektor pBS se
vy*iznou, roztavi a provédi se vazba s fragmentem AHAS
za vzniku klond, které byly oznadeny pBSGluc39.l/AHAS-SuR
a pBSGluc39.3/AHAS-SuR.



4. Identifikace novych gend

—

V ndsledujicim pfiklaedu se popisuje
izolace a charakterizace zbyvajicich gend pro nové bilko-

viny PR.

P¥fiklad 32

golace dals8ich klond genomu cDNA

P

A. Izolace klonu genomu, ktery je kodem pro PR-1’

Vytvor{i se sestava genomu & tato
sestava se pak sleduje sondou cDNA pro PR-1 zplsobem
podle p¥ikladu 11l. Izoluje se klon, ktery se oznali
lambdatobchrPR1019. Zjist{ se pfedbiZné mapa mist pli-
sobeni restrik&nich enzymi. Fragment po pisobeni enzy-
mu Clal se subklonuje v plasmidu Bluescript a pak se
zjist{ mapa mist pisobeni restrikinich enzymd plasmidu
pBS-PR1019Cla. Z tohoto plasmidu se odstrani velky frag-
ment Xhol za vzniku plasmidu pBS-PR1013ClaA Xho. Tento
plasmid obsahuje pfibliZné& 2,7 kb DNA tabdku s obsahem
genu PR1019. Z tohoto plasmidu se vypoudt{i Zdsti a tim-

to zpisobem se urd{ cely ret&zec DNA.



Ret&zec DNA pro pfibliZn& 2100 bp

tohoto genu je znézornZn jako Fet¥zec 2. Biflkovins,
pro nif je kédem PR10O19 je pFibliim& na 65 % homologni
s PR-1la, PR-1b nebo PR-lc, z tohoto divodu byl novy gen

nazvén PR-1".

B. Izolace kbnu cDNA, ktery je kédem pro chitindzu

okurky

Bilkovina typu chitindzy byle izo-
lovédna po indukci pathogensm z infikovanych listd okurky
zpisobem podle publikace Metraux J. P. a dal3i, Physiolo-
gical and Molecular Plant Pathology, 33, ¥ - 9 (1988).

7 tohoto homogenniho prepardtu bilkoviny se izoluji pep-
tidy v podstat¥ zplsobem, ktery Jje v oboru zndm a ktery
byl popsén v p¥ikladech 9 a 10. Byly izolovény dva typy
bilkoviny a byly syntetizovdny oligonukleotidové sondy
tak, Ze jsou komplementérni se viemi moZnymi kombinace-
mi mRNA, kterd by mohla vytvorit kod pro uvedené peptidys
Sondy mély ndsledujici Fetdzce:

G T A
Sonda 1: 5 -CCATTCTGNCCCCAGTA-3

G G G G C
Sonda 2: R -GGATTATTATAAAATTGNACCCA-3

’
.
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Okurkové listy se infikuji virem
nekrésy tabéku (TNV) a RNA se izoluje 5 dni po infekeci
zplisobem podle p¥ikladu 5. Poly A+ RNA se izoluje stan-
dardnim zpisobem a pak se pripravi sestava cDNA ve vek-
toru pro klonovéni lambsa Zap (8trategene), v podstaté
zpisobem podle publikace Gubler U. a Hoffnam B.J., Gene
25, 263 (1983). 300 000 plakd se nanese na plotny a dva-
krét prenese na filtry a pak zkoumd pisobeni sondy 1,
kterou Jje smés 1 oligonukleotidd, znalené 32? nebo son-
dou 2. Plaky, které poskytuji positivni vysledky pfi
sledovdni pomoci ndkteré sondy se izoluji. Pak se pro-
vad{ izolace fégd a automatické vyFiznuti pFisludnych
tdst{ izole&niho materidlu zpiscbem, popsanym vyrobcem

v pFiruce Stratagene Lambda 2ap laboratory manual.

Po izolaci klond cDNA pro chitindzu
v plasmidu Bluescript se stanovi Petdzec uvedenych klo-

nd. Ret&zec genu pro chitindzu je uveden jako fet&zec 3.

C. Izolace klonu cDNA, ktery je kodem pro hlavni formu

PR-R

Listy Nicotiasna tabacum cv. Xanthi-nc
se infikuj{ virem mozajky tabdku a 5 dnd po infekci se
otrhaji. Celkové RNA se priprav{ zpisobem podle pfikladu 5
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a pek se pPipravi poly A+ RNA pri pou%it{ b&Zinych po-
stupls P¥i pouZit{ téti poly A+ RNA se vytvolri sestava
¢DNA ve vektoru pro klonovéni Lambde ongC (Stratagene).
PribliZn& 300 0CO palki se sleduje pomoci oligonukleoti-

dové sondy s Tetézcem
5 '-GAACTTCCTAAAAGCTTCCCCTTTTATGCC-3 °,

Positivni plaky se &ist{ ze ziska-
ného materidlu stendardnim zpisobem a 2 fégu se pripra-
v{ DNA. Fragmenty rekombinantniho fégu, ktery obsahuje
¢DNA se podrobi subklonovéni v plasmidu Bluescript. Re-
t&zec této cDNA se stanovi b&Znou analyzou reté&zce. Re-
t&zec jednoho z klond, ktery Je kodem pro hlavni formu
PR-R podle publikace Pierpoint W. S. @ dal8{, Physiol.
Plant Pathol. 31, 291 (1987) byl uveden Jjeko Fetézec 4.
Bilkovina, pri ni? je kodem uvedeny Fetdzec mé velkou
homologii se zndmym inhibitorem trypsinu/alfa-smylézy,
ktery byl izolovén z kukuFice a popsén v publikaci
Richardson M.s dal¥f, Nature 327, 432 (1987). Klonovany
PR-R miZe byt kodem pro inhibitor protedz nebo alkfa-
amyldz a jako tekovy by pfendZel na rostliny insekti-
cidnf, viricidni nebo fungicidni i¥innost v pripadé

trangenické exprese.
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D. Izolace cDNA, kterd je kodem pro PR-Q

Listy Nicotians tabacum cv. Xanthi-nc
se infikuji virem mozajky tabdku a 5 dnd po infekci se
otrhaji. Pripravi se celkovd RNA zplsobem podle p¥ikladu
5 a izoluje se polyA+ RNA p¥i poaZiti stendardnich po-
stupl. Sestava cDNA se zkounstruuje pFi pouZiti této
polyA+ RNA ve vektoru pro klonovéni LambdaOngC (Stra-
tagene). PFibli%né& 300 000 plakl se sleduje p¥i pouZitil
znalené sondy cDNA, kterd je kodem pro zdsaditou chiti-
nézu tabdku, popsancu v publikaci Shinski a dal3i, Proc.
Netl. Aced. Sci. USA 84, 89 - 93 (1987), filiry se pro-
myvaji p¥i teplot& 50 °c v pufru, ktery obsahuje 0,125 mM
chloridu sodného, 1 % SDS, 40 mM fosforelnanu sodného o
pH 7,2 a 1 mM EDTA. 24 positivnich plakd se &isti, Feté-
zec DNA jednoho z klond, ktery byl nazvén pBSchtl5 se

analyzuje. Tentc Fetdzec byl zndzornén jako Fetézec 7.

Bilkovina PR-Q se &dstedné& Cisti
z intrpaceluldrni tekutiny tabdkovych listd, infikovanych
TMV zplsobem podle p¥ikledu 8. Frakce po chromatografii
na prostfedku Ultragel ACA54 s obsshem PR-O, PR-P, PR-Q
a PR-R se spoji a lyofilizuji. Pak se bilkoviny déle &is-
ti elektroforézou na polyakrylamidovém poli. Pés s obsa-

hem bilkoviny PR-Q se vy¥izne a bilkovina se izoluje
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podle doporudeni Applied Biosystems User Bullerin &. 36,
21. brezna 1988. Bilkovina se zpracuje plisobenim pyro-
glutandtemidopeptiddzy a pak se stanovi jeji reté&zec
sutomatickou Edmanovou degradaci podle p¥ikladu 9. Re-
tdzec ne esminotermindlnim zakondeni bilkoviny PR-Q se

starovi a bylo prokdzéno, %e jde o Feté&zec

GlnGlyIleGlySerI1eValTthxxAspLeuPheAsnGluMetLeu '

kde Xxx znamen# sminokyselinu, jeji% povaha je nejasnd,

Bylo prokézéno, Ze bilkovina, pro
ni# je koddem Fetdzec 7, je bilkovina Q, kterd se vztahu-
je k pathogenetickym pfidindm, pFidemZ 1) mé omezenou
strukturdlni homologii se zdsaditou chitindzou tabsdku
a 2) jeji aminotermindlni Fet&zec je totoZny s bilkovi-

nou PR-Q podle analyzy Feté&zce.

E. Izolace cDNA, kterd je kodem pro kyselou formu

-1, 3-glukandzy

Pribli%n& 300 000 plakl sestavy
cDNA, popsané v pifikladu 32 D se sleduje p¥i pouZitd

znadené sondy cDNA, kterd je kodem pro zésaditou formu
8-1,3-glukendzy podle publikace Shinski H. e dal3{,

tak jak bylo svrchu uvedeno, filtry se proayvaji p¥i



teplot® 50 °C ve sm&si 0,125 M chloridu sodného, 1 %
SDS, 40 mM fosforednanu sodného o pH 7,2 a 1 oM EDTA.
Izoluje se 15 positivnich plakl awlen&nd &dst se sub-
klonuJe v plesmidu Bluescript. Cédste&né stanoveni Fe-
t8zce DNA ukéZe, %e klony 5 a 6 maji totoZnou cDNA, s
pFribliZn& 55% homologii se znamym FetZzcem DNA pro zé-
saditou foramu B-l,3—giukanézy. Ret&zec cDNA v klonu 5
a 6 se stanovi, tento Petdzec je zndzorndn jako Feté&zec
8. Tato cDNA je zPejm& kodem pro kyselou formu 8-1,3-
-glukandzy vzhledem k omezené homologii aminokyselin a
vzhledem ke kyselej3imu iscelektrickému bodu bilkoviny,

pro niZ je tato cDNA kodem.

F. Izolace klonu genomu, ktery je kodem pro chitindzu

okurky

Z Cucumis sativus cv. Long Marketer
se odd&l{ j4dra a DNA se izoluje zpiscbem podle p¥ikladu
11. Pak se 3/ug této DNA roz3tdpi enzymy EcoRV, EcoRI,
BamHI nebo HindIII a fragmenty se odd&li na C,5% agaro-
povém gelu. Analyza Southern blot pfi pouziti znalené
sondy pro cDNA chitindzu okurky (#et&zec 3) prokéZe v
roz3tépeném materidlu po plsobeni enzymu EcoRI jedny pés
o velikosti p#ibliZné& 12 kb. Bylo proto rozhodnuto izolovat
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gen pro chitindézu okurek p¥i pouZit{ materidlu po 8té-
péni enzymem EcoRI s jeho ndslednou vazbou na vektor

pro klonovédni typu lambda.

lO/ug svrchu izolovang# DNA se iplné
roz3t&p{ pisobenim EcoRI. Tato DNAgse pak extrahuje feno-
lem, sré%{ ethanolem a navéie do mista plsobeni enzymu
EcoRI v EMBL 4. PFibliZn& 100 000 plakdi se sleduje zna-
enou sondou c¢DNA pro chitindzu okurky, Pet&zec 3. Deset
pozitivnich plakl se izoluje a &isti aﬁélenéné DNA se
analyzuje pPredb&%nym stanovenim mist pisobeni restriké-
nich enzymi. U vSech klond byly ziskény stejné vysledky,
jeden z nich byl izolovén pro dal3i analyzu. VElené&ny
fragment o 12 kb z tohoto klonu byl pak podroben subklo-
novéni v plasmidu Bluescript za vzniku plasmidu pBScucchi/
/chitinase. Pro tuto klonovenou DNA byla stanovena mapa
mist plisobeni restrikénich enzyml, fregmenty byly podro-
beny del¥imu subklonovéni a byl stanoven Feté&zec DNA.

G. Izolace klonu genomu, ktery Jje kodem pro kyselou

B-1, 3-glukandzu

Byla zkonstruovéna sestava genomu
zpisobem podle p¥ikladu 11 a byla sledovéna pii pouZiti
klonu cDNA pro kyselou B-1,3-glukandzu z p¥ikladu 32 E.
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Izoluje se klon typu lembda a fragment o 1 kb po Btépe-
ni enzymem EcoRI tohoto klonu se subklonuje Vv plesmidu

Bluescript zpisobem, popsanym v p¥ikladu 32 A. Uvedeny

klon byl nazvén pBSGLbe.

5. Stédld transformace a regenerace rostlin

Rostlinné tksénd je moZno transfor-
movat pii poufiti svrchu popsanych vektord jakymkoliv
zndmym zpiscbem. Tyto metody, pouZitd pro prenos DNA
do rostlinnych bun&k zahrnuji napfiklad p¥imou infekci
nebo soudasnou kultivaci rostlin, rostlinnych tkéni ne-
bo bundk s A. tumefaciens podle publikace Horsch R.B. a
ds181, Science 225, 1229 (1985), Marton L., Cell Culture
and Scmatic Cell Genetics of Plants, sv. 1, 514 - 521,

(1984), zpracovdani protoplastd pﬁsobenim.exogenni DNA
zpisoby, které byly popsény v nédsledujicich publikacich:
Paszkowski J. a daldi, EMEO J. 3, 2717 (1984), evropsky
patentovy spis &. 164 575, Shillitc R. D. a dal3i,
Bio/Technology 3, 1099 (1985), Potrykus I., a daldi,
svrchu, Loerz H. a dal3i, Mol., Gen. Genet. 199, 178
(1985), Fromm M. a dal3{, svrchu, britsky patentovy spis
&. 2 140 822 a Negrutiu I. a dal%i{, Plant Mol. Biol. 8,
363 (1987), inkubace s polyethylenglykolem (PEG) podle
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svrchu uvedené publikace Negrutiu I. =2 dalsi, svrchu,
mikroijekce podle publikace Reich T. J. a dal3f, Bio/-
/Technology 4, 1001 - 1004 (1986), a Réich T. J. a dal-
51, Can. J. Bot. 64, 1259 - 1267 (1986) a bombardovéni
mikroprojektily podle publikace Klein T. M. o daiéi,
Nature 327, 70 (1987).

P¥rFiklad 33

Transformace Agrobacterium

DNA z plasmidd pCIB270 z p¥ikladu
16, pCIB271, pCIB272 a pCIB273 2z pfikledd 19 D, Ea F
se &istf p¥i pouZit{ gradientu cesiumchloridu a ethi-
diumbromidu a pek se u¥ije k transformaci 4. tumefa-
ciens, kmen Al36, ktery obsahuje pomocny plasmid
pCIB542 zplsobem, popsanym v publikaci Holsters M. 8
dals{, Mol. Gen. Genet. 163, 181 - 187 (1978), E{mZ se
z{skaji kmeny CIB270, CIB271, CIB272 a CIB273.

P¥i pouZit{ tého% postupu se uZiji
plasmidy pCIB271, pCIB272 a pCIB273 k transformaci viru-
lentnich kmend A. tumefaciens 15955, A208, A281 a kmene
A. rhizogenes A4, ¥imZ se ziskaj{ kmeny, které se ozna-

fujf jeko pCIB271 x 15955, pCI271 x A208, pCIB271 x A281,
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pCIB271 x A4, pCIB272 x 15955, pCIB272 x A208, pCIB272 x
x A281, pCIB272 x A4m pCIB273 x 15955, pCIB273 x A208,
pCIB273 x A281 a pCIB273 x A4.

Agrobacterium kmen CIB542 je kmen
EHA10l, popsany v publikaci Hood a 42181, J. Becteriol.
168, 1291 - 1301 (1986), v némZ bylo oznalené kanasmycinem
v plasmidu nahrazeno &dsti spectinomycin/strepromycin z

™7.

Priklad 34

Transformace kotoudd z tabdkovych listd

Agrobacterium, kmeny CIB270, CIB271,
CIB272 a CIB273 se p&stujl 18 aZ 24 hodin v prostredi se
solemi glutamdtu pFfi pH 6, prostfed{ je doplnéno 0,15 %
mannitolu, So/ug/ml kanamycinu, So/ug/ml spéctinomycinu
a 1 mg/ml streptomycinu a pak se fedi na optickou husto-
tusoo 0,2 timtéZ prost¥fedim bez antibiotika. Pak se bakte-
rie péstujl 3 aZ 5 hodin, nade? se prost¥edi z¥edi na op-
tickou hustotuGOo v rozmezi 0,2 a% 0,4 pro naolkovédni
kotoudd s priumérem 5 aZ 7 mm, vyriznutych z listd Nico-
tiana tabacum cv. xanthi, které byly péstovény asepticky

v nddrZich GA7 zplisobem, ktery je modifikaci postupu



podle publikace Horsch R. 2 dal3f, Science 227, 1229
a¥ 1232 (1985).

Disky z listd se udrZujf na 0,7%
agaru s obsahem hlavnich a stopovych prvkd ve formé& so-
11 (MS) podle Murachigeho a Skooga, 1 mg/ml benzylade-
ninu & 1 mg/ml kyseliny a-naftalenoctové 2 dny, nale?
se prenesou do téhoZ prostfedi, které obsahuje 50/ug/ml
kenanycinu, 100/ug/m1 carbanicillinu a 100/ug/ml mefoxinu.
Kl1&ky, které se vytvori na té&chto diskéch se vyriznou a
péstuji tak dlouho, a% se z{ské 6 rostlinek dal3im pésto-
vénim tdchto vyhoakl v prostifedi MS s obsanhenm SO/ug/ml

keanamycinu v nédrZkdch GAT.

Rostlinky se nechaji zakofenit v
prostfedi, které neobsahuje hormony, avisx obsahuje 50
/ug/ml kanamycinu, pfenesou se do pidy a zpracuji se ve
phytotronu pfed prenosem do skleniku pro indukci plsobe-
nim chemickych regulédtori. V dob& kveteni se indukuje
tvorba samospradnych kv&td. Semena se sklid{ po jejich
dozréani.

Indukce se provéadi obdobnym zpiso-
bem jako v pfikladu 63, 66 a v tabulce II a vysledky se

zpracovdvaji obdobnym zplsoben.
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P¥{klad 35

Produkce transgenického kaluytabdku a celych rostlin

Kmen Agrobacterium pCIN270 nebo
pCIB271 se u%ije k transformaci kalu, ktery se vytvof{
z kotou&l, vy¥fiznutych z listd podle p¥ikladu 34. Kelus,
ktery se vytvori na selekénim prostfedi MSBN s obsahem
kanamycinu se udrZuje na ristovém prost¥edi pro kalus,
kterd sestdvd z hlavnich a stopovych soli MS & 2 Fe-EDTA
(Gibco, 500 - 1117, 4,3 g/1), prostfedi obsahuje déle
vitaminy MS, 100 mg/l myoinositolu, 20 g/l sacharosy,
2 mg/l kyseliny naftalenoctdvé, a 0,3 wg/l kinetinu.

Kalus je moZno uZfit k regeneraci
transgenickych rostlin tek, Ze se &ésti kalu pPenesou
do prostfed{ MSBN a pak se postupuje zplsoben, ktery byl
popsén v prikladu 34. Kalus je moZno také ufit k m&Feni
jndukce genu po aplikaci induk&niho chemického reguléto-
ru a ke sledovéni chemickych létek, které Jsou schopné

zpisobit indukci genu.

P¥r{klad 36

Transformace karotky
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Agrobacterium kmeny Cc1B270, CIB271,
C1B272, CIB273,pCIB271 x 15955, pCIB271 x A208, pCIB271
x A281, pCIB271 x A4, pCIB272 x 15955, pCIB272 x A208,
pCIB272 x A281, pCIB272 x A4, pCIB273 x 15955, pCIB273
x A208, pCIB273 x A28l a pCIB273 x A4 se péstuji zpiso-
bem podle pPikladu 34. Bekterie, zfed&né na optickou

hustotu v rozmezi 0,2 a% 0,4 se pak uziji pro naolko-

600
véni kotoudd, vyriznutych z karotky, sterilizované na

povrchu.

K povrchové sterilizaci se karotky
oloupou a pak se méli 20 minut v 10% roztoku chloroxu.
Pak se karotky opléchniu sterilni vodou, rozfeZou se na
kousky o tlousice 5 mm a ulo%Zi bazélni stirenou na agar.
20 a% SO/ul roztoku baekterii se pak nanese na horni po-
vrch kotoudd. Po 7 dnech se pak kotoule pfenesou na 0,7%
agar s obsahem soli MS, 3% sacharoésy, 0,1 mg/l 2,4-D,
So/ug/l kanamycinu, IOO/ul/ml caerbenicilinu a 100/ug/m1
mefoxinu. Kalus, tvoffci se kolem kambidlniho kruhu se
vyfizne a ulo%i na 0,7% agar MS, doplni 3 % sacharosy,
0,1 mg/1l 2,4-D, SO/ug/ml kanemycinu, lOO/ug/ml carbe-
nicilinu a lOO/ug/ml mefoxinu. Jakmile kalus vyrosie,
rozd&l{ se na malé kousky do &tyf ploten se stejnym pro-
stfedim. Jakmile kalus plotnu vyplni, post¥ikaji se t¥i
plotny vodou, 50 mM salicylédtem sodnym o pH 5,6 nebo
250/ug/1 methylbenzo-l,2,3—thiadiazol—?-karboxylétu
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k indukci exprese chimérniho genu PR-1a/GUS.

Pokusy s indukci a jejich vysledky
jsou popsény v p¥ikladu 63 a 66.

Pr{iklad 37

Transformace slynelnice

Agrqgécterium kmeny CIB270, CIB271,
CIiB272, CIB273, pCIB271 x 15955, pCIB271 x A208,
pCIB271 x A281, pCIB271 x A4, pCIB272 x 15955, pClB272
x A208, pCIB272 x A281, pCIiB272 x A4, pCIB273 x 15955,
pCIB273 x A208, pCIB273 x A281 & pCIB273 x A4 se pé&stu-
ji zplisobem, popsanym v prikladu 34. Baekterie, zFedé&né
na optickou hustotugyg v rozmezi 0,2 aZ 0,4 se pak uZiji
k naolkovédni stonkd slunednic, které se pfipravi nédsle-

dujicim zpldsobem:

Slune&nicové semena se mdéi 10 minut
v 10% roztoku captanu a pak jest& 10 minut v 10% roztoku
chloroxu, nafeZ se oplédchnou sterilni vodou. Pak semena-
zbavi slupky a nechajf{ se kli{&it ve tmé& 3 dny v 0,7%
agaru , naleZ se uloZi{ do inkubdtoru p¥i teploté 23 °C,

inkubdtor se nastavi tak, aby 12 hodin byl den a 12 ho-
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din byle noc. Semendlky se tyden p&stuji, pak se oddé-
1{ jejich horni &4st a na Feznou plochu stonku se na-

ofkuji bakterie.

Po jedncm tydnu se naolkované ston-
ky kmenem CIB270, CIB271, CIB272 nebo CIB273 od¥iznou a
uloZi se na 0,7% sgar s obsahem soli MS, 3 % sacherdsy,
2 mg/ml kyseliny a-naftalenoctové, 1 mg/ml 6-benzylami-
nopurinu, 100/ug/m1 carbenicilinu, 100/ug/m1 mefoximu a
50/ug/m1 kanamycinu. Stonky, které byly naolkovény
pCIB271 x 15955, pCIB271 x A208, pCIB271 x A281, pCIB271
x A4, pCIB272 x 15955, pCIB272 x A208, pCIB272 x A281,
pCIB272 x A4, pCIB273 x 15955, pCIB273 x A208, pCIB273
x A281 a2 pCIB273 x A4 se odfiznou a uloZ{ se na 0,7%
agar, obsahujic{ soli MS, 3 % sacharosy, 100/ug/m1 carbe-

nicilinu a 100 ug/ml mefoximu. Kalus se pFenese do erst-

/
vého prostiedi kaZdé dva tydny tak dlouho, a% se ziskd
dostatedné mnoZstvi pro &tyri plotny. Polovina kalg z

virulentnich kmend Agrobacterium se prenese do prostfe-
d{ bez obsahu hormond s obsshen 50/ug/m1 kanamycinu. Jak-
mile se dosdéhne dcstatedného mnoZstvi kalu za pfitomnosti
nebo v nepfitomnosti kenamycinu, je moZno kalus uZit k

pokusdm s indukc{ exprese genu, tak jek bylo uvedeno

svrchu pro transformovany kalus karotky.
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Pri{klad 38

Transformace rajlete

Kmeny Agrobacterium CIB270, CIB271,
CIB272, CIB273, pCIB271 x 15955, pCIB271 x A208, pCIB271
x A281, pCIB271 x A4, pCIB272 x 15955, pCIB272 x A208,
pCIB272 x A281, pCIB272 x A4, pCIB273 x 15955, ®CIB273
x A208, pCIB273 x A281, a pCIB273 x A4 se pé&stuji zpiso-
bem podle pfikladu 34, Bakterie, zrfedéné na optickou hus-
totugny Vv rozmezi 0,2 a% 0,4 se pak pouZij{ pro nasoéko-
véni stonkd semenélkid rajéat, pripravenych nésledujicim

zpiscben:

Semena rajlat se médli 20 minut v
10% roztoku chloroxu a pak se oplédchnou sterilni vodou.
Pak se nechaji semena k1i&it na 0,7% agesru ve tmé 3 dny,
nale% se uloZi do laboratorniho inkubétoru pii teploté
23 oC, vytvo?¥i se 12 hodin den a 12 hodin noc. Semendlky
se péstuji tyden, naleZ se odd&li vrchol a bakterie se

naolkujf na feznou plochu stonku.

Po jednom tydnu se stonky, naolko-
vané kmeny CIB270, CIB271, CIB272 nebo CIB273 oddé&li a
ulo%1 do 0,7% agaru, ktery obsahuje soli MS, 3 % sacha-

rosy, 2 mg/ml kyseliny a-naftalenoctové, 1 mg/ml 6-benzyl-
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a@inopurinu, lOO/ug/ml carbenicilinu, lOO/ug/ml
wefoximu, a 50/ug/m1 kenamycinu. Stonky, nao&kované
pCIB271 x 15955, pCIB271 x A208, pCIB271l x A281,

pCIB271 x A4, pCIB272 x 15955, pCIB272 x A208, pCIB272

x A281, pCIB272 x A4, pCIB273 x 15955, pCIB273 X A208,
pCIB273 x A281 a pCIB273 x A4 se od¥{znou a uloZi se na
0,7% agar, obsshujici soli MS, 3 % sacharosy, IOO/ug/ml
carbenicilinu & lOO/ug/ml mefoximu. Kalus se p¥enese do
Zerstvého prost¥ed{i ka%dé 2 tydny tak dlouho, a% se zis-
ké dostatedné mno%istvi pro 4 plotny. Polovina kalu, vy-
p&stovaného z virulentnich kmenl Agrobacterium se piene-
se domost¥edi bez hormond s obsahem 50/ug/ml kansaycinu.
Jakmile vyroste dostate&né mnoZstvi kalu za pfitomnosti
nebo v nepfitomnosti kanamycinu, je moZno jej uzit k
pokustm s indukci stejnym zpisoben jeko svrchu transfor-

movany kalus karotky.

PPr{iklad 39

Transformace bavlniku

Agrobacterium, kmenu pCIB271 x 15956,
pCIB271 x A208, pCIB271 x A281, pCIBRT1 x A4, pCIB272
x 15955, pCIB272 x A208, pCIB272 x A281, pCIB272 x A4,



pCIB273 x 15955, pCIB273 x A208, pCIB273 x A281 a
pCIB273 x A4 Se p&stuj{ obdobnyam zpisobem jeko v pFi-
kledu 34. Bakterie, z¥ed&né na optickou hustotugyy V
rozmezi 0,2 - 0,4 se pak pou%ijf k naolkovéni kotyle-
dond bavlniku, pripravenych nésledujicim zpdsobem:

Bavinikovéd semena se mac¢i 20 minut
v 10% roztoku chloroxu a pak se oplachnou sterilni vo-
dou. Semena se nechajf k1i&it v 0,7% agaru ve vod& po
tm&, Semendlky se pdstuji tyden pFfed naolkovéni bakte-

rii na povrch kotyledond.

Naodkované kotyledony se nechaji
vytvobit kalus, nade? se odd&li a uloZi do 0,7% ageru,
obsshujicfho soli MS, 3 % sachardsy, 100 jug/ml carbeni-
cilinu a lOO/ug/ml mefoximu. Xalus se pFfenese do &erstvé-
ho prostfed{ ka%?dé tfi tydny tak dlouho, dokud se ne-
z2iskd dostatedné mnoZstvi pro &ty¥fi plotny. Polovina
kalu, ziskaného z virulentnich kmend Agrobacterium se
pfenese na prastfedi bez hormond s obsahem So/ug/ml ka-
namycinu. Jakmile se ziskd dostateéné mnoZstvi kalu,
vyp&stovaného za pfitomnosti nebo v nep¥itomnosti ka-
namycinu, je mo¥no jej ufft k provddéni studif s indukci
exprese genu, tek jek byly svrchu popsény pfi pouZiti

transformovaného kalu/karotky.
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P¥1klad 40

Priprava zvléstniho typu k31;7;ea Mays, elitni inbredni
{
linie Funk 2717

Zea Mays, rostlinky inbredni linie
Funk 2717 se p&stuji ve skleniku aZ doAkveteni a navzé-
jem se sprd3f{. Nezrald oudka embryf o délce pribliZn&
2 a¥ 2,5 mm se z rostlin odstrani a sterilizuj{ 20 mi-
nut v 10% roztoku chloroxu. Pak se embrys asepticky vy-
jmou ze zrn a nanesou na plotny s osou embrya, sm&fuji-
ci{ smérem dold, do prost¥edi OMS, které obsshuje 0,1
mg/l 2,4-D, 6 g/100 ml sacherdsy & 25 wd L-prolinu v
pevném prost¥edl s obsahem 0,24 g/100 ml GelriteR
(iniciadni prostfedf). Po dvoutydennim p&stovéni ve toé
pfi teploté& 27 °c se kalus, vyvijejici se na scutellu
z embrya odstrani a nanese se na plotnu s prostfedim
B5 podle publikace Gemborg O. L.sa dalsjf, Experimental
Cell Research 50, 151 - 158 (1968) s obsghem 0,5 ng/1l
2,4-D 8 0,24 g/100 ml Gelrite® ke zpevn&ni prostiedi.
Kalus se prend3{ kaZdé dva tydny do Zerstvého prostfe-
di. Po 8 tydnech od ulofeni embryi do iniciaéniho pror
stred{ se zvléstni typ kelu identifikuje podle své cha-
rekteristické morfologie. Tento kalus se pek podrobi{

dalsfmu p&stovéni v subkultufe na stejném prostredi.
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Po 2 m&sicich se pak kalus pfenese a déle se péstuje

v subkulturéch na prostiedi N6, které obsahuje 2 mg/l

2,4-D a je zpevnéno prostredkem GelriteR.

PP1klad 41

P¥iprava kultury Zea Mays, elitni inbredni linie

Funk 2717 v suspenzi

Kalus, popsany v pPfikladu 40 se
p&stuje v subkultufe alespon 6 m&sici. Typem kalu,
ktery byl zvolen pro subkulturu je pomérn& mélo slizo-
vity a granulérni kalus, ktery je moZno snadno rozdélit
na shluky jednotlivych bunZk pFi jeho uklédéni do kapal-
ného prost¥fedi. Kultury s obsahem agregétld s velkymi
bunkami se ji% dédle nepdstuji. P¥ibli¥n& 500 mg tohoto
kalu se v¥dy ulozf do 30 ml prost¥edi N6 s obsahem
2 mg/l 2,4-D v Delongovych bankdch s objemem 125 ml.

Po tydnu p&stovéni pFi teplotd 26 °c ve tmd v tfepaci
kultufe pPi 130 ot/min., vykyv 2,5 cm se prostfed{ na-
nrad{ &erstvym prostfedim. Pak se suspenze stejnym zpi-
sobem péstuji.daléi tyden. Po tydnu se kultury prohléd-
nou a ty kultury, v nich% se nenachézi velké mnoZstvi

zvdt3enych bun3k, se ddle p&stuji. Kultury s agregéty
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zvét3enych bundk se odloZi. Vyhodné tkén sestévé ze
shlukd dslicich se bunék s charakteristickym hladkym
povrchem. Kultury, xteré byly déle péstovény mEly ale-
spon 50 % bungk v t&chto malych agregdtech s vyhodnou
morfologii. Tyto suspenze rovné? rychle rostly, podetl
bunék se zdvojndsobil za ménsd nei jeden tyden. Tyto
kultury byly piensadeny, do Zerstvého prostredi kaZdy
tyden tak, Ze 0,5 ml usazenych bungk (PCV) bylo piene-
seno pipetou do 25 ml ferstvého prostfedi. Po 4 at 6
tydnech péstovéni timto zpisocbem se kxultury kaZdy tyden
zvétdovaly tak, Ze se polet bundk Vv nich zdvojnéscbil

a¥ ztrojnésobil. Ty kultury, V nichs vice nei 75 % bu-
nd3k m8lo poZadovanou morfologii, byly dale péstovény.
Linie byla ddle udr¥ovéna tak, Ze se ddle p&stovale Vv
subkultufe vidy kultura z té panky, jej{%¥ obsah m&l nej-
vyhodn&j$f morfologii. V nskterych p¥ipadech bylo pouZi-
to ob&asné filtrace pPes nerezové filtry s primérem po-

i 630/um, neni to v3sk nutné.

PPriklad 42

P¥{iprava protcplastd z kultur Zea Mays v suspenzi

1 a% 1,5 @l usazenych bunék (cv)

suspenzni kultury, pPripravené zpisobem podle pfikladu 41
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se inkubuje v 10 a% 15 ml filtrem sterilizované smési,
sestévajici ze 4 g/100 ml celluldzy RS s 1 g/100 ml
Rhozymu v prostfed{ KMC, které obsahuje 8,65 g/1 chlo-
ridu draselného, 16,47 g/1 chloridu ho¥e&natého.6H,0 =
12,5 g/1 chloridu vépenatého.? HZO a 5 g/1 MES o pH 5,6.
Inkubace se provéd{ pfi teplot& 30 °C celkem 3 a% 4 ho-
diny na vykyvném stole s pomalymi vykyvy. Mikroskopem
se v inversi sleduje uvolhovéni protoplastd. Uvolnéné
protoplasty se oddé&l{ ndsledujicim zplhsobem: materidl
se zfiltruje sitem nejprve s primérem ok 100/um a pak
50/um. Protoplasty se ze sita vymyji prost¥edim KMC v
tom objemu, ktery m&la smés pivodné. 10 ml materidlu s
obsahem protoplastd se uloZi do zkumavek do odstredivky
z plastické hmoty a pFidé se 1,5 a% 2 ml 0,6 M roztoku
sacharosy, roztok je pufrovén na pH 5,6 pridénim rozto-
ku kyseliny porfolinethansulfonové (MES a KOH) v mnoZ-
stvi 0,1 g/100 ml. Zkumavky se pak odstfeduji 10 minut
pfi 60 a%Z 100 g a protoplasty se odebiraj{ pipetou a
uklddaji do &erstvé zkumavky. Pridé se 10 ml &erstvého
roztoku KMC, protoplasty se uvedou do suspenze a odstie-
Juji se jestd 5 minut p¥i 60 aZ 100 g. Supernatant se’
odlo%{ a protoplasty se opatrn& uvedou do suspenze Ve
zbyvajic{ kapce, nafei se piidéd 10 ml 13/14 prostiedi
KMC. Po del3im pdtiminutévém prostfed{ se supernatant

znovuy odstrani{ a protoplasty se znovu uvedou do suspenze
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v roztoku KMC 6/7. Podil se odebere pro po&iténi, pro-
toplasty se znovu odst¥fedf. Pak se uvedou protoplasty
znovu do suspenze v mnoZstvi 107 (10 miliond) na 1 ml

v prostfed{ KM-8p z tabulky I nebo v 0,5 M mannitolu

s obsahem 6 mM chloridu hotfednatého nebo v jiném vhod-
ném prost¥edf pro poufiti k transformaci, tak jak bude
popsédnc v dal3ich pifkladech. Tato suspenze protoplasti
se uZije k transformaci a je moZno ji p3stovat obdobnym

zpisobem jeko v piikladech 43 a 44.

Priklad 43

Transformace protoplastd Zea Mays elektrickym otevienim

pord

A. V3echny stupné& postupu s vyjimkou
tepelného Soku se provédd&j{ pFfi teploté& mistnosti 22 a%
28 °c. Protoplasty se znovu uvedou do suspenze V posled-
nim stupni pfikladu 42 v 0,5 M mennitolu s obsahem 0,1
g/100 ml MES a 6 mM chloridu hofelnatého. Odpor této
suspenze se m&¥{ v komirce pristroje Dialog Electro-
porator (DIA-IOG G.m.b.H., D-4000 Dusseldorf 13, KSR)

a upravi se na 1 aZ 1,2 kOhm pfi pouZiti roztoku 300 mM

chloridu hofeénatého. Protoplasty se podrobi tepelnému
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3oku ponofenim zkumavky se vzorkem do vodni 1dzné& s
teplotou 45 °C ne 5 minut, nale% se materidl zchlad{

na ledu na teplotu mistnosti. Pak se prida 4/ug lineari-
zovaného plasmidu, ktery obsahuje gen pro odolnost proti
hygromycinu, ktery Jje moZno podrobit selekeci v rostli-
ndch, nap¥iklad popsany v publikaci Rothstein S. J. a
dal¥{, svrchu, nebo chimérni gen, tak jak byl popsén Vv
ptikladech 19 aZ 31 =2 20/ug nosné DNA z teleciho brzliku,
vidy k 0,25 ml této suspenze. K protoplastim se pfidd
0,125 ml roztoku polyethylenglykolu (PEG) s molekulovou
hmotnost{ 8000 o koncentraci 24 g/100 ml v 0,5 M manni-
tolu s obsahem 30 mM chloridu hofelnatého. Smé&s se opatr-
n&, aviak dikladn promiché a pask se 10 minut inkubuje.
Vzorek se prenese do komirky zafizeni pro otevieni pord
elektrickym proudem a vzorky se podrobi pulzim o trvéni
10 sekund, obvykle tfem pulzdm pfi poéételnim nap 8t 1
1500, 1800, 2300 nebo 2800 Vem T, exponenciélni doba

rozpadu Je lO/usec.

Protoplasty se p&stuji nésledujicim
zplsobem. Vzorky se nanesou na prostfedi v Petriho mis-
kéch o priméru 6 cm p¥i teplot& mistnosti. Po 5 aZ 15
minutéch se pridaji 3 ml prostfedi KM-8p z tabulky I s
obsahem 1,2 g/100 ml agarosy SeaPlaque a 1 mg/l 2,4-D.
Agarosa a protoplasty se proaisi a prost¥ed{ se necha

ztuhnout.



B.

- 175 -

Opakugje se postup z piikladu 43 A

s jednou nebo v&t3im poltem nédsledujicich modifikaci:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

odolnost vzorku protoplastu se upravi na hodnotu

0,5 aZ 0,7 kOhm.

U%ije se polyethylenglykol s molekulovou hmotnost{
4000.

Nepridd se %édny polyethylenglykol nebo se pridé
polotina objemu polyethylenglykolu s koncentraci
12 g/100 ml.

Pulsy se aplikuji v intervalech 3 sekundy.

Protoplasty se po otevieni kodd uloZi do misek, ucho-

vdvanych na teploté& 16 °c.

Protoplasty se po otevieni pord vlo%i do zkumavek,
promyji se v 10 ml 6/7 prostfedi KMC nebo roztokem
W5, ktery obsahuje 380 mg/1 chloridu draselného,
18,375 &/1 chloridu vépenatého.2H,0, 9 g/1 chloridu
sodného a 9 g/1 glukosy pfi pH 6,0, neleZ se vzorky
odstFeduji p#i 60 g celkem 10 minut, znovu se uvedou
do suspenze v 0,3 ml prost¥edi KM a p&stuji jeko v

odstaveci A.

Nosnd DNA z teleciho brzliku se nepriddva.
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Priklad 44

Transformace protoplastd Zea mays pusobenim polyethylen-

glykolu (PEG)

A, V poslednim s tupni prikladu 42 se
protoplasty uvedou do suspenze v 0,5 M mannitolu s ob-
sahem 12-30 mM chloridu hofeénatého. Pak se provadi te-
pelny %ok po dobu 5 minut pfi teploté 45° stejné jako v
prikladu 43. Protoplasty se po jednotlivych podilech roz-
déli pro transformaci do zkumavek pro odstfedivky v mnoz=-
stvi 0,3 ml protoplastd na 1 zkumavku. V pribéhu nasledu-
jicich lo minut se pfidd DNA stejné jako v prikladu 43 a
roztok polyethylenglykolu s molekulovou hmotnosti 6 000
s obsahem 40 g/100 ml PEG a s obsahem 0,1 M dusiénanu va-
penatého a 0,4 M mannitolu o pH 8 az 9 po uprave hydroxi-
dem draselnym, koneéna koncentrace je 20 g PEG/100 ml.
Jednotlivé podily se inkubuji celkem 30 minut za obcasne-
ho opatrného protiepani a pak se protoplasty uloZzi do pet-
riho misek ( 0,3 ml pivodni suspenze protoplastid na misku
o praméri 6 cm) a protoplasty se péstuji stejnym zpisobem

jako v prikladu 43.

B. Opakuje se zpasob podle prikladu 444

a protoplasty se po 30 minutdch promyji po inkubaci s roz-
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tokem PEG podle prikladu 444, promyti se provadi pridanim
0,3 ml roztoku W5 petkrat v intervalech dvou az tri mi -
nut. Suspenze protoplastd se pak odstredi, supernatan se

odstrani a protoplasty se péstuji jako v prikladu 434A.

C. Opakuje se postup podle prikladd 444
a 44B s tim rozdilem, Ze koncentrace PEG ( koneCna kon-

centrace) se pohybuje v rozmezi 13 az 25 g/100 ml.

Priklad 43

0
i~

Regenerace kalu,z protoplasti
I

Plotny, které obsahuji protoplasty v

agaréze se ulozi do tmy pri teploteé 26°C. Po 14 dnech

se poénou z protoplasth vyvijet kolonie. Agaroza s kolo-
nieni se prenese na povrch petriho misky s primérem 9 cm
s obsahem 30 ml prostredi N6, uvedeného svrchu v tabulce
I s obsahem 2 mg/1 2,4-D, prostiedi obsahuje pro zpevné-
ni 0,24 g/100 ml prostredku GelriteR. Toto prostredi se
uvadi jako 2N6. Kalus se dale péstuje ve tmé pri teploté
269C a castice kaldﬁse pak prenase ji pro péstovani v sub-
kultufe kazdé dva tydny do Cerstvého Zivného prostredi

2N6.
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Priklad 46

Selekce transformovaného kalu Zea Mays

Opakuje se postup podle prikladu 45 s tim

rozdilem, Ze se k prostiedi 2N6 prida 100 mg/l nebo 200 mg/1

hygromycinu B k selekci transformovanych bunék.

Priklad 47

Regenerace rostlinek kukurice

Kalus se ulozi do prostredi 2N6 k udrzova-
ni a do prostiedi ON6 ( prostifedi N6 bez 2,4-D) a do prost-
fedi N61 ( prostiedi N6 s obsahem 0,25 mg/l 2,4-D a 10 mg/1
kinetinu) k iniciaci regenerace. Kalus, péstovany na prost-
Fedich ON6 a N61 roste na svétle ( 16 hodin denniho svétla
o 10 az 100 /uEinsteinﬁ/mz.sec z bilé fluorescencéni lampy).
Kalus, péstovany na prostredi N61 se prenese po dvou tyd-
nech na prostifedi ON6, protoze dels$i doba pobytu v prostre-
di N61 by mohla rostlinky po$kodit. Kalus se prendsi do Cer-
stvého Zivného prostredi kazdé dva tydny i kdyZz ma byt opét
prenesen zpét do prostredi s tymZz slozenim. Rostlinky se po-
¢nou tvorit priblizné po étyrech az osmi tydnéch. Jakmile

jsou rostlinky vysoké alespon 2 cm, prenesou se do prostredi
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ON6 v nadrzkach GA7. Kofeny se vytvofi v pribéhu dvou azZ
&tyf tydnl a jakmile jsou kofinky dostatecné dlouhé, aby
unesly tostlinku, pfenesou se rostlinky do pudy v raselino=~
v¥ch kvétinaécich za mirného zastinéni po dobu prvnich 4

a? 7 dnt. Je &asto uziteéné prekryt transplantované rostlin-
ky priithlednym kelimkem z plastické hmoty, aby se otuzily.
Jakmile rostlinky zakofeni, je mozno s nimi zachéazet jako s
bésnymi rostlinkami kukufice a péstovat je ve skleniku az

do dosazeni zralosti. Aby bylo moZno dosdhnout potomstva,

je moino podrobit rostliny samoopyleni nebo je zkfizit s di-

vokvm typem.

B. Opakuje se postup podle prikladu 47A

s tim rozdilem, Ze se k prostredi pro udrZzovani kalu prida

100 mg/1 nebo 200 mg/l hygromycinu B.

Priklad 48

Priprava suspenze embryi ze tkané Dactylis glomerata L.

A. Embryonalni kalus se pripravi z bazal-
nich éasti nejmladSich listkd Dactylis glomerata L., pésto-
vané ve skleniku zpisobem podle publikace Hanning G.E. a

dal$i, Theor. Appl. Genet., 63, 155-159 (1982). Listy se
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na povrchu sterilizuji{ ponorenim do rostoku Clorox ( The
Clorox Company, Oakland, Ca.) v fedéni 1 : 10 ( 5,25%
chlornan sodny) na dobu 10 minut a pak se za aseptickych
podminek rozfeZou na malé segmenty o délce nebo v priméru

1 az 5 mm. Tyto segmenty se pak uloZzi do ploten ra sterilni
prostfedi SH-30 s obsahem 0,8 % agarozy jako latky pro tvor-
bu gelu. Kalus nebo embryogenni struktura se objevi po 2

ai 6 tydnech pri inkubaci kultury pfi teploté 25° C. Em-
bryogenni kalus se udrzuje v subkultufe, do niz se prenasi
kazdé dva az ¢tyfi tydny, uziva se Cerstvého prostredi SH-

30, kultura se péstuje ve tmé pri teploté 25°C,

B.Suspenze embryogenni tkané se ziska tak,
7e se ulozi pribliZné 0,5 g Eerstvé hmotnosti embryogenniho
kalu do 50 ml kapalného prostifedi, které bylo popsano v pub=s
likaci Gray D.J. a dals§i, Plant Cell Tissue Organ Cult., 4,
123 - 133 (1985) s obsahem 45/uM dicamba a 4g/1 hydrolyzatu
kaseinu. Kultura se péstuje v suspenzi pri teploté 27° C a
pri osvitu 16 hodin denné ( 40/uE-m25ec) na trepacim zari-
zeni pri 130 otackach za minutu s vykyvem 2,5 cm v Delon-
govych bankach s objemem 125 ml, uzavienych kovovym uzavé-
rem a parafilmzm? Po pribliZné 4 tydnech se velké shluky
poénou usazovat za pribliZné 30 sec. V této dobé se ode-

berou podily po 10 ml supernatantu s obsahem malych shlukt
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bunék a tento podil se prenese do 50 ml Cerstvého prostredis
Tento postup se opakuje kaZidé 3 az 4 tydny pri pouziti nej-
uspés$né jéich kultur jako odkovaciho materialu podle malych
shluk® bunék a podle malych cytoplasmatickych bunék. Po

5 az 8 pfen;sech Se suspenze povazuje za v podstaté pros-
tou neembryogennich bunék a vét$ina shlukl embryogenrnich

bunék je mala ( 150 az 2 OOO/um.).

Priklad 49

Izolace a €isténi protoolastd Dactylis Glomerata L.

Protoplasty se pripryvi ze suspenze, ziskané zplisobem pod-
le pirikladu 48 tim zpGsobem, Ze se bunky zfiltruji za asep-
tickych podminek ve filtraénim zarizeni NalgeneR s filtrem
0 O,Q/um a pak se prida 0,53 g Cerstvych bunék vzdy ke 12,5
ml enzymatické smésy pro protoplasty v petriho miscesr
Enzymaticka smés obsahuje 2g/100 ml Celuldzy RS, 7 mM
CaCl2 X H20, 0,7 mM NaH2‘?04 X H20, 3 mM MES o pH 5,6, glu-
kozu (530 mOs/kg vody o pH 5,6), smés se sterilizuje filt-
raci. Pak se smes protrepavda 4 aZz 5 hodin na trepacce. pri
50 otacékach za minutu v tlumeném svétle ( méné neZ 5

2 . . ., . )
/uE/n sec). Pak se smés nechda projit sizem z nerezové o-
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celi s primérem otvort 100/um a pak se rozdéli do 12 zkuma-
vek do odstredivky a pak se odstieduje pri 60 az 100 g po
dobu 5 minut. Sediment s obsahem protoplastid se pak trikrat
promyje prostfedim KM-8p, upravenym na 550 mOs/kg H20 glu-
kSzou. V tomto stupni je moZzno jes$té vélenit flotadni stu-
pen k dal§imu ¢isténi protoplastid. V tomto pripadé se pro-
myté protoplasty navrstvi na 10 ml Zivneého prostredi KM-8p
po jeho upravé na 700 mOs/kg H20 sacharozou. Po odstfedeni
pri 60 aZ 100 g celkem 10 minut se protoplasty, nachaze ji~-
ci se na rozhrani odeberou jemnou pipetou. Nakonec se proto-
plasty znovu uvedou do suspenze v 1 aZ 2 ml prostredi Ki-8p
a smés se necha projit sitem z nerezové oceli s prumérem ot-
vord 20/um. Protcplasty se izoluji, oromyji a pak se znovu
uvedou do suspenze v prostredi KM-8p pro péstovani v osmo-
ticky upraveném prostfedi, vhodném pro transformaci zndso=-

bem podle prikladd 51 az 53,

Priklad 50

péstovani protoplasti a rast kalu Dactvlis glomerata L.

A. Gi&teéné protoplasty se nanesou vV mnoist-

3 X 105 protoplast® na 1 ml v prostredi KM=-8p na plotny.

[N
Q

v
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Prostredi KM-8p obsahuje 1,3 g/100ml agarozu SeaPlaqueR
(FMC Corp., Marine Colloids Division, Rockland, Maine, Usa)
a 30 az 40 % prostredi, ziskaného z 3 aZ 4 tydny staré Kkul-
tury Dactylis glomerata L., jde o embryogenni suspenzi po

odfiltrovani prostredi pres sterilni filtr Nalgenne

primérem potu O,Q/um, prostredi se upravi na hodnotu 3550
mOsm/kg H20 pridanim glukézy, natez se filtr znovu steri-
lizuje. Pak se plotny ulozi do tmy pri stalé teploté 28°cC.
Po 10 az 14 dnech se agaroza rozreie a uzije k zalozeni
kultur zptsobem, popsan¥m v publikaci Shillito R.D. a dal-
§i, Plant Cell Reports, 2, 244-247 (1983) pri pouziti 20
ml suspenze v prostredi SH-45 s 3 g/100 ml sacharozy vzdy
na 3 ml kultury v agaroze. Plotny se uloii na trepacku

a protrepavaji se pri 50 otackach za minutu na svétle o

8 /uE/mgsec. Nova kultura v suspenzi se vytvofi prfi ridstu
kolonii ven z agarozy s uvolnénim bunék do kapalného prost-
fedi. Vysledné bunky, péstované v suspenzi se nanesou na
prostredi SH-30, zpavnéné agarozou a ulozi se do tmy pri

teploté 25% C az do tvorby kalu.

B. Protoplasty se péstuji zplisobem, uve-
denym v pfikladu 50A s tim rozdilem, Ze se do Zivného prost-

redi nepridava zadna dalsi latka k jeho upravé.
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Priklad 51

Transformace protonlast Dactylis glomerata elektrickym

rd
otevienim pora

A. Bezprostfedné po ¢isténi protoplastd
se provadi otevreni portt elektrickym proudem zpGsobem pod-
le publikace Shillito R.D. a dal§i, Bio/Technology 3, 1099~
1103 (1985) pii pouziti linearizovaného,plasmidu, popsané=-
ho v prikladu 20. Protoplasty se znovu uvedou do suspenze
po poslednim promyti v mnoistvi priblizné 7 x 106 proto-
plastdi/ml v pufru pro otevreni pérﬁ elektrickym proudem
(0,4 M mannitol, 6 mM MgCl2). Protoplasty se uloZi po po-
dilech 0,7 ml do zkumavek pro odstfedivky s objemem 10 ml.
Pak se ke zkumavkam prida DNA plasmidu z prikladu 20 a
DNA z teleciho brzliku (Sigma), zpracované pisobenim ultra-
zvuku do koneénych koncentraci 10 a lS/ug/ml. Pak se prida
0,38 ml roztoku polyethylenglykolu o koncentraci 24 g/100ml
(PEG 6000) v 0,4 M mannitolu s 30 mM chloridu hofeinatéhe
a 0,1 g/100ml MES pri pH 5,6 a roztok se opatrneé promicha.
Pak se suspenze protoplastl prenese do komlrky pristroje pro
elektrické otevieni port (DialogR) a uzije se 10 pulsid s po-
édatecnim napétim 3250 V/cm a s exnonen}iélnim rozpadem

lO/usec v intervalech 30 sec. Pak se vzorek vyjme a ulozi
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se do petriho misky s primérem 10 cm. Pak se prida jeste
10 ml prostifedi KM-8p s obsahem 1,2 g/100 ml agarosy (Sea
PlaqueR), protoplasty se rovnomérné rozdéli v prostredi a

agaroza se necha ztuhnout.

B. Opakuje se postup podle prikladu 51A
s tim rozdilem, Ze se uzije polate¢niho napéti 3500 V/cm,

4 000 V/cm, 5 000 V/cm, 3 000 V/cm nebo 2 500 V/cm,

C. Opakuje se postup podle prikladd 514
a 51B s tim rozdilem, Ze se uzZije polyethylenglykol s mole=~

kulovou hmotnosti 4 000 nebo 8 000,

D. Opakuje se postup podle prikladid 514,
51B nebo 51C s tim rozdilem, Ze se PEG pridava do konecné
koncentrace 10 az 30 g/100 ml.

Pifriklad 52

Trasformace protoplast@ Dactylis glomerata L. pisobenim

polvethylenglykolu (PEG)

A. Primy prenos genu pisobenim PEG se pro-
vadi zpGsobem podle svrchu uvedené publikace Negrotiu I. a
dal$i. PouZzitou DNA je linearizovany plasmid, popsany v

prikladu 20.
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Protoplasty se uvedou do suspenze po pos-
lednim promyti v 0,5 M mannitolu s obsahem 45 mM chloridu
hofetnatého pri mnoZstvi protoplastd 2 x 106 v ml. Suspenze
protoplastd se rozdéli po podilech 1 ml do zkumavek pro od-
stredivky s objemem 10 ml. Pak se pfida DNA zpusobem, po-
psanym svrchu v pfikladu 51 a pak se prida 0,5 ml roztoku
PEG ( 40 g/100 ml PEG 4 000 v 0,4 M mannitolu s 0,1 M
dusiénanu vapenateho pri pH 7,0). Roztoky se opatrné promi-
si a pak se inkubuji 30 minut pri teploté mistnosti pri-
blizné 24° C ceﬂgaé 30 minut za obéasného protrenani. Pak
se prida 1,4 ml promyvaciho roztoku a roztok se opét opa-
trné promicha. Promyvaci roztok obsahuje 87 mM mannitolu,
115 mM chloridu vapenatého, 27 mM chloridu hofecnatého, 39
mM chloridu draselného, 7 mM tris-pufru-HCl a 1,7 g/1 myo-
inositolu o pH 9,0. Pak se v intervalech 4 minuty pridaji
jesté 4 dalsi podily promyvaciho roztcku, po kazdem pridani
se roztok promicha. Pak se zkumavka odstieduje 10 minut pfi
60 g a supernatant se ;dloii. Pak se usazené protoplasty
pfenesou do 1 ml prostiedi KM-8p a ulozi do petriho misky
s primérem 10 cm. Pak se prida jesté 10 ml prostredi KM-8p
s obsahem 1,2 g/100 ml agarosy (SeaPlaqueR). Protoplasty
se stejnomérné rozdéli v prostrfedi a agaroza se necha z-
tuhnout.

B. Opakuje se zpusob podle prikladu 324

s jednou nebo vét3im poctem nasledujicich modifikaci:



1) roztok se upravi na pH 5,6 nebo 7,0 (promyvaci roztok),

2) utije se polyethylenglykol s molekulovou hmotnosti
6 000, 2 000 nebo 8 000,

3) promyvaci roztok sestava ze 154 mM NaCl, 125 mM CaCl,,
5 mM chloridu draselného, 5 mM glukézy o pH 6,0, ﬁprava
se provadi KOH nebo 0,2 M CaCl2, 0,1 g/100 ml1 MES, pH
6,0 se upravi KOH nebo 0,2 M CaCle, 7 mM Tris/HCl, pH

9,0, ﬁprava se provadi KOH.

Priklad 53

Transformace Dactylis glomerata L. protoplasti otevienim pord

elektrickvm proudem nebo pusobenim PEG

Transformace se provadi zplisobem podle
prikladu 51 nebo 52 s tim rozdilem, Ze se protoplasty zpra-
covavaji pri teploté 45°C po dobu 5 minut pred rozdélenim
jednotlivych podilt do zkumavek pro transformaci nebo po

rozdéleni jednotlivych podild pred pridanim PEG.

Priklad 54

Selekce transformovanvch kolonii




A. Plotny ( petriho misky) s obsahem pro-

toplastd z prikladd 51 az 53 se inkubuji 10 dnid ve tmé pri
teploté 25° C a pak se rozdéli na 5 stejnych rezd pro dal-
§1 péstovdni v pevném Zivném prostredi podle publikace
Shillito R.D. a dalsi, Plant Cell Reposts 2, 244-247 (1983).
Ctyfi z uvedenych Fezi se pak ulozi vidy do 20 ml Zivného
prostredi SH-45 s obsahem 4 g/l hydrolyzatu kaseinu a 20
/ug/l hygromycinu B. Paty rfez se ulozi do 20 ml téhoz Ziv=-
ného prostfedi, avéak bez hygromycinu B, jde o kontrolni
rez. Po 4 az 5 tvdnech vytvorily transformované protoplas-
ty kolonie na hygromycinu B. Tvto kolonie byly vyriznuty z
agarozového gelu a ulozeny do petriho misky s primérem 19
mm s 2 ml,kapalného prostredi Si-45 s obsahem 20/ug/1 hyg-
romycinu B smés byla protrepavana pri 30 otdackach za minutu
na trepacim zarizeni. Po dalsich 4 az 5 tydnech byly v&ech~
ny rostouci kolonie preneseny do Erlenmeyerovvych banék a
péstovany obdobnym zpisobem jako v pivodni suspenzni kultu-
fe s tim rozdilem, Ze prostredi obsahovalo 20/ug/ml hygro-
mycinu B.

Nové suspenze byly prenaseny do Cerstvého
Zivného prostredi vzZzdy po 1 az 3 tydnech pri pouziti Zivné-
ho prostredi SH-45 s obsahem 4 g/l hydrolvzatu kaseinu a
20/ug/ml hygromycinu B, Bunky z téchto suspenzi byly také

naneseny na pevne prostredi SH-45 s obsahem 20 ,ug/ml hygro-
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mycinu B a plotny se inkubji ve tme pri 25° C. Kalus, kte-
rv se vyvine z bunék, péstovanych na pevném Zivném prostre-
di se prenagi na Eerstvé prostiedi kazdé dva tvdny. Bunky,
které rostou za pritomnosti hygromycinu B jsou transformo-

vané buﬁky.

B. 8Selekce se provadi zphsobem podle pri-
kladu 54A s tim rozdilem, Ze kolonie, odvozené od proto-
plasti, rostoucich v prostredi s obsahem hygromycinu B se
prenesou na agarové plotny s prostredim SH-30 s obsahem
20/ug/ml hygromycinu B a inkubuji se ve tmé pri teploté

25°¢C.,

Priklad 53

Regenerace transformovanvych rostlin Dactylis glomerata L.

Kalug Dactylis glomerata L., ziskany zpa-
sobem podle prikladu 54, odvozeny od protoplasti se pastu=-
je na zpevnéném prostredi SH-30 a kazdé dva t¥dna se prend=-
§1 do €Eerstveho prostredi. Embrya, ktera se oddeluji a
nana&i na germinadni prostredi (SH-0) a ukladaji na svitlo
(45 az 55 /uE/m2 sec). Ke kliceni téchio embryi dochazi

po 1 az 4 tydnech a vysledné rostlinky se uloZi do prostre-



di SH-0 na svétle k vytvoreni kofenového systému. Pak se

rostlinky prenesou do skleniku ve stadiu Sesti az dvanacti

listkt a postupné se otuzuji.

B. Kalus, ziskany zpidsobem podle prikladu
54, odvozenVy od protoplastl se péstuje na prostredi SH-O
po jeho zpevnéni 0,24 g/100 ml prostredku GelriteR, na svét-
le ( 45 az 55/uE/m2 sec) a prenaseji se do Cerstvého prost-
fedi kazdé dva tvdny. Vysiedné rostlinky se ulozi do smési
prostiredi SH-0 a OMS v poméru 1 : 1 a prostredi se zpevni
pfidanim 0,12 g/100 ml prostiedku Gelrite® a 0,4 g/100 ml
agaru, rostlinky se péstuji na svitle k vytvoreni korenové-
ho systému. Pak se ve stadiu Sesti aZ dvanadcti listkd pfene-

sou do skleniku a postupné se otuzuji.

C. Malé rostlinky se ziskadji zplhsobem
podle pirikladu 44A a 44B a ulozi se do prostredi OMS, zpev-
néného 0,8 g/100 ml agaru, na svétle k vytvoreni kofenového
systému. Pak se prenesou ve stadiu 6 az 12 listkd do skle-

niku a postupne se otuzmji.

D. Malé rostlinky se ziskaji zpisobem pod-
le prikladu 44A a alozi se do smesi prostredi SH-O0 a OMS
v pomém 1 : 1, zpevnéného ptfidanim 0,12 g/100 ml GelriteR
a 0,4 g/100 ml agaru, na svetle k vytvoreni kofenového sys-

tému. Pak se prenesou do skleniku a otuzuji.
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6. Prechodnd exprese genu

V nésledujicich p¥ikladech Jje po-
pséno, jak je moZno v&lenit a vyuZit chimérni geny,

gani% by je bylo nutno nastdlo zavést do genomu rostli-

ny.

P¥i1ik1lad 56

VElen&ni DNA do protoplastd N. Tabacum pUsobenim PEG

A. P¥{iprava protoplestd N. tabacum se
provéddi postupy, které byly popsdny v ndsledujicich pu-
blikac fch: Paszkowski J. a dal¥f, EMBO J. 3, 2717 (1984),
britsky patentovy spis &. 2 159 173, evropsky patentovy
spis &. 129 668, Shillito R. D. a Potrykus I.: Methods
in Enzymology, eds. Wu, R. and Grossman, L., Academic
Press, Orlando, Florida, sv. 153, 313 - 306, /1987/ nebo

jinymi znémymi postupy.

B. DNA se zavdédi do protoplastd modi-

fikac{ postupu, ktery byl uveden v publikaci Negrutiu I.
a dalsf{, Plant Mol. Biol. 8, 363 (1987). Protoplasty,
pfipravené zpisobem podle p¥ikladu 56 A se po poslednim
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promyti znovu uvedou do suspenze Vv roztoku, ktery obsa-
huje 0,4 M mannitolu, 15 - 30 mM chloridu vépenatého,

0,1 g/100 ml MES pfi poltu protoplastd 1,6 aZ 2 X 10 /ml.
Suspenze protoplastl se pak d&11 po podilech 0,5 ml do
zkumavek pro odstfedivku z plastické hmoty s objemem 10 ml.
DNA z pf{kladd 19 e 31 se smisi s 10/u1 sterilni desti-
lované vody, sterilizuje se podle publikace Paszkowski J.
a dald{, EMBO J., 3, 2717 :(1984) a pek se p¥idd 0,5 ml
roztoku polyethylenglykolu s molekulovou hmotnosti 8000
a obsshem 40 g PEG/100 ml ve smési 0,4 M mannitolu a
0,1M dusidénanu vapenatého o pH 7,0. Roztoky se opatrné
promichaji a pek se inkubuji 30 minut p¥i teplot® mist-
nosti pFibliZné& 24 Oc za ob&asného protfepdvéni. Pak se
pfidd 1 ml promyvaciho roztoku a obsah zkumavky se opatr-
n& promichéd. Promyvact roztok sestdvd z 154 mM chlorldu
sodného, 125 mi chloridu vépenatého, 5 @M chloridu dra-
selného a 5 mM glukézy pri pH 6,0, toto pH se upravi
hydroxidem draselnym. Pak se Vv intervalech 5 minut p¥i-
daji dal3i podily 2 ml, 3 ml a 4 ml promyvaciho roztoku,
pridem? po kaZidém pr¥idéni se smé&s promiché. Pak se zku-
mavka odstPedi 10 minut p¥i 10 a% 100 g a supernatant

se odlo¥{. Usazenina protoplestd se smis{ s dostatelnym
mno¥stvim prostfedf K3 s 0,3 M glukézy k dpravé osmo-
tického tlaku, bez sacharozy, polet protoplastd md byt
100 000/ml, ddle se p&stuji v Petriho misce s primérem

10 cm.
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cC. Opakuje se pfikled 56 B s tim roz-
d{lem, Z%e se uskutedri jedna nebo v&t3i polet nésledu-
jicich modifikaci:

1) pH premyvaciho roztoku se upravi na 5,6 nebo 7,0,
2) u%ije se PEG s molekulovou hmotncsti 4000,

3) u%ije se promyvaciho prostifed{ se sloZenim 0,2 M
chloridu vépenatého, 0,1 g/100 ml MES pri pH 6,0 po
Upravé hydroxidem draselnym nebo se sloZenim 0,2 M
chloridu vépenatého, 7 mM Tris/HCl o pH 9,0 po upra-
vé hydroxidem draselnya,

4) spolu s DNA plasmidu se p¥ida 50/ug DNA z telectiho

brzliku ve 25/u1 sterilni vody,

5) DNA plasmidu se pfed pou%itfim lineasrizuje pisobenim

vhodného restrikiniho enzymu, napiiklad BamHI.

Priklad 57

V&len&ni DNA do protoplastd N, Tabacum otevienim pord

pisobenim elektrického proudu

A. V&lendni DNA do protoplastd N. ta-
bacum se provédi zpracovénim protoplastd pdsobenim elek-

trického pulsu za pFitomnosti pPisludné DNA, jde o mo-
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difikaci postupl, které byly popsény Vv publikacich
Fromm M. E.: Methods in Enzymology, eds. Wu R. =
Grossman L., Academic Press, Orlando, Florida, sv. 153,
307 (1987) a Shillito R. D a Potrykus I. tamté%, str.
283 - 306.

Protoplasty se izoluji zpisobenm
podle pFfikladu 56 A. Pak se po poslednim promyti znovu
uvedou do suspenze v roztoku, ktery obsahuje 0,2 M
mannitolu, 0,1 g/100 ml MES, 72 uM chlpridu sodného,

70 mM chloridu vépenatého, 2,5 mM chloridu draselného

a 2,5 oM glukozy p¥i pH 5,8 po upravé hydroxidem drasel-
nym, mnozstvi bunik Jje 1,6 a%2 2 x 106/m1. Suspenze pro-
tcplastd se rozd&li po podilech 1 ml do plastickych ky-
vet pro jedno pouZiti a pPidd se lo/ug DNA jsko v pfi-
kladech 56 B a C. Odpor roztcku v tomio okam¥iku pii mé-
feni mezi elektrodemi za¥izeni pro otevieni poru elektric-

kym proudem je pfibliZné 6 ohmd.

DNA z pPikladd 19 aZ 31 se smis{
s 10/ul steriln{ destilované vody a sterilizuje se podle
publikace Paszowski J. a delsi, EMBO J. 3, 2717 (1984).
Roztok se opatrnd promichd a pak se p¥i teploté& mistnosti
24 8% 28 °C podrobi pulsu s napdtim 400 V/cm s rbzpadem
v pribhu 10 ms ze zafizeni pro elektrické otevieni po-
rd (BTX-Transfector 300) pfi pouZiti sestavy elektrod
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471. Protoplasty se ponechaji 5 minut a pak se uloZi do
Petriho misky s prostifedim K3 zpisobem podle p¥ikledu
56 A, mnoZstvi protoplastd je 100 000/ml.

B. Opakuje se postup podle prikladu
57 A s tim rozdilem, Ze se uskutedni jedna nebo vEtsd

poet nésledujicich modifikaci:

1) u¥ije se napé&ti 200 V/cm neto napéti v rozmezi 100 V/cm

a 800 V/cm,
2) exponencidlni rozpad je 5 ms, 15 ms nebo 20 ams,

3) spolu s DNA plasmidu se pPida SO/ug DNA z teleciho
brzliku ve 25/ul sterilni vody,

4) DNA plasmidu se pfed pouZitim linearizuje pisobenim

vhodného restrikéniho enzymu, napfikled BamHI.

P¥iklad 58

V&len&ni DNA do protoplastd Zea Mays, linie 2717

Protoplasty inbredni linie Funk 2717
kukurice se pPiprav{i zplisobem podle pPikladd 40 aZz 47 a

pak se znovu uvedou do suspenze V nékterém z roztokiy,
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pro resuspensi protoplastd N. tabacum Vv ptikladech 56

a 57, mno¥stvi bunék Jje 107/m1. Transformace se provédi
stejnd jeko v p¥ikladech 56 a 57. Po transformaci se pro-
toplesty p¥stuji pFi hustoté 2 x 106/m1 v prostPedi KM-8p
bez zpevnovaciho meteridlu, prost¥edi obsahuje 1 mg/1

2,4-DI

P¥{1klad 59

V&len&ni DNA do protoplastd Sorghum bicolor

Protoplasty Sorghum FS 562 v sus-
penzi se pPipravi stejnd jako v p¥ipadé Zea mays z pri- -
kladu 40 a pak se znovu uvedou do suspenze v ndkterém z
roztokl, které byly popsény pro protoplasty N. tabacum
v pPikladech 56 a 57, hustota bun&k Je 107/ml. Transfor-
mace se provad{ zpisoben, popsenyam v p¥ikladu 58. Po
uskutein&né transformaci se protoplasty péstuji p¥i hus-
totd 2 x 106/m1 v prostfedi Ku-8p bez p¥idéni zpevnova-

ciho materidlu.
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P¥{1klad 60

V&len&ni DNA do protoplastd Nicotiana plumbaginifolie,

Petunia hybrida a Loliuam multiflorum

.Protoplasty N. plumbaginifolia, P.
hybrida nebo L. multiflorum se pripravi zpdisobem podle
svrchu uvedené publikace Shillito a Potrykus a pak se
zpracovavaji zplsobem podle pfikladd 56 a 57. Pek se p&s-
tuji v prostfedi ze svrchu uvedené publikace bez pfidéni
agarosy nebo jakéhokoliv jiného materiglu, vytvarejiciho

gel.

Pri{iklad 61

V&lendni DNA do protoplastd Glycine max

Protoplasty Glycine max se p¥ipra-
vi zpisobem, popsanym V publikacich Tricoli D. M =a dalsq,
Plant Cell Reports, 5, 334 - 337 (1986) nebo Chowbury V.
K. a Widholm J. M., Plant Cell Reports 4, 289 - 292 (1985)
nebo Klein A. S. a dal3f{, Planta 152, 105 - 114 (1981).
DNA se do t&chto protoplastd vileni zpisobem podle pri-
kladt 56 a 57. Pak se protoplasty dale p&stuji zpdsoben,
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popsanym v kterékoliv ze t¥#{ svrchu uvedenych publika-
cich bez pFidéni élginétu ke zpevn¥ni prostiedi.

7. Chemickd regulace transgenické rostlinné tkéné

V nésledujicich pr¥fkledech jsou po-
psény postupy pro chemickou regulaci chemicky regulova-
telnych gend v representativnich transgenickych rostlin-
nych tkénich. Nésledujici p¥iklady jsou zam&feny na in-
dukci, je v3ak moZno aplikovat teké systéay, které Jsou

zaloZeny na represi.

Pro pisobeni chemického regulétoru
na transgenické bunky je popsdna celd Fada postupld. Je
nap¥iklad moZno uvést bunky do suspenze v kapalném pro-
stPed{, které obsahuje reguldtor. Kalus je moZno pé&sto-
vat nebo prenést do prostfed{ s obsshem reguldtoru nebo
je moZno reguldtor nanést na kalus nepiikled sterilnim
Etételkem. Rostliny nebo &dsti rostlin Jje moZno zpraco-
vat roztokem nebo suspenzi reguldtoru 3tételkem nebo s

vyhodou zafizenim na zvlhovéni rostlin.

Exprese fenotypického jevu v trans-
genickych rostlinédch s obsshem chemicky regulovatelného

chimérniho genu je um&rnd mnoZstvi regulatoru.
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P¥r1klad 62

Chemické indukce kultur transgenického kalu

A. Kalus, ziskany svrchu uvedenymi po-
stupy se uZije k popisim s chemickou indukci, p#i nichi
se nenese sterilnim 3t3telkem nebo zvlh&ovalem rostlin
roztok 0,1 a% 50 mM kyseliny salicylové, jehoZ pH bylo
upraveno na 6,0 aZ 8,0 pfidénim hydroxidu sodného, roz-

tok se pred pouZitfm sterilizuje filtraci.

Po indukci se kalus inkubuje dve
dny, nale? se zmrazi v kapalném dusiku 8 skladuje pfi
teploté =80 ¢ a¥ do zkoudky na indukci genu, tek jak

je popséno v pitkladu 65 a/nebo 66.

B. Pro indukci je moZno uZit také né-
kterych z nédsledujicich roztoku:

1) 0,1 a% 50 mM kyseliny benzoové, pH bylo upravenp na
6,0 a% 8,0 pfidénim hydroxidu sodného,

2) 0,1 a% 50 mM kyseliny polyskrylové, prostred{ se upra-
vi na pH 6,0 a% 8,0 pfidénim hydroxidu sodnéhro,

3) roztok obsahuje methylbenzen 1,2,-thidiaszol-7-karbo-
xylét. Tento roztok se ziskéd tek, Ze se znovu uvede

do suspenze smédivy prédek s obsahem uvedené ldatky



4)

5)

6)

7)

8)

9)
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ve sterilni vod& na ndkolik minut p¥i koncentraci

1 mg/ml. Nerozpustny podil se z roztoku odstrani
soulasn® se sterilizaci filtraci,

roztok obsahuje 0,1 a% 50 mM kyseliny benzo-1,2,3-
-thiadiazol-7-karboxylové, pH 6,0 aZ 8,0. Slouéenina
se rozpasti v co nejmen3im mnoZstvi dimethylsulfoxidu
(DMSO), roztck se ziedi sterilni vodou na poZadovanou

koncentraci. Ziskand suspenze se uZije bez filtrace.

0,1 az 50 mM n-propylbenzo-1,2,3-thiadiazol-7-karbo-

xyldtu, pripravenéhc stejnym zplsobem jako v bodu 4).
0,1 aZ 50 mM benzylbenzo-1,2,3-thiadiazol-7-karboxy-

ldtu, pripraveného podle bodu 4).

0,1 az 50 mM kyseliny benzo-1,2,3-thiadiazol-7-karbo~
xyldvé ve formé& N-sek-butylhydrazidu, roztok se pfi-

pravi stejnym zpﬁsobem‘jako v bodu 4).

0,1 a% 50 mM kyseliny 2,6-dichlorisonikotinové o pH

6,0 a% 8,0, roztok se pFipravi podle bodu 4).

0,1 aZ 50 mM methyl-2,6-dichlorisonikotinétu, roztok

se pPipravi stejnd jako v bodu 4).
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P*{iklad 63

Chemickéd indukce v transgenickych rostlindch

A. Exprese geni se indukuje Vv rostli-
néch, ziskanych podle svrchu uvedenych postupld tsek, Ze
se rostliny jemn& postiikaji roztokem 0,1 aZz 50 mM ky-
seliny salicylové, upravenim na pH 6,0 a%Z 8,0 hydroxidem

sodnym, roztok se nané3{ na list zvlhlovacim za¥izenim.

Rostlinky se nechaji rdst dva dﬁy,
pak se sklid{, zmrazi{ v kspalném dusiku a skladuji p¥i
teploté& -80 oC, nade? se ufiji k provéddini stenoveni
podle p¥ikladld 65 a/nebo 66.

B. Pro indukci je mo%nc pouZit také

n&kterych z ndsledujicich roztokid:

1) 0,1 a% 50 mM kyseliny benzoové po upravé& pH v rozmezi
6,0 a% 8,0 pFfiddnim hydroxidu sodného.

2) 0,1 a% 50 mM kyseliny polyskrylové po Upravé pH na
rozmezi 6,0 a% 8,0 hydroxidem draselnym.

3) Methylbenzo-1,2,3~-thiadiazol-7-karboxylét. Roztok se
ziskéd tak, %e se uvede do suspenze smé¥ivy prédek s
obsahem uvedené létky ve sterilnf vod¥& na né&kolik mi-
nut p¥i koncentraci 1 mg/ml. Nerozpustny pod{l se

odstran{ soudesn& se sterilizact filtraci.
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4) 0,1 a% 50 aM kyseliny benzo-1,2,3-thiadiezol-7-
-karboxylové, pH je v rozmezi 6,0 aZ 8,0. Slouleni-
na se rozpusti v co nejmen3fim mnoZstvi dimethylsulf-
oxicu (DMSO), nale? se roztok zfedi sterilni vodou
na potadovanou koncentraci. Ziskanéd suspenze se uZzi-
je bez filtrace.

5) 0,1 aZ 50 mM n-propylbenzo-1,2,3-thtadiazol-7-karbo-

xylét, roztok se p¥ipravi jako v bodu 4).

6) 0,1 aZ 50 mM benzylbenzo-1,2,3-thiadiazol-7-karboxy-

létu, roztok se pripravi jako v bodu 4).

7) 0,1 a% 50 mM N-sek.butylhydrazidu kyseliny benzo-1,2,3-
-thiadiazol-7-karboxylové, roztok se pFipravi stejnym

zplsobem jako v bodu 4).

8) 0,1 a2 50 mM kyseliny 2,6-dichlorisonikotinové o pH

6,0 a¥ 8,0, roztok se pripravi jako v bodu 4).

9) 0,1 a% 50 mM methyl 2,6-dichlorisonikotindtu, roztok

se pfipravi zpisobem podle bodu 4).

PFriklaed 64

Indukce exprese v&len&né DNA v protoplastech N. tabacum,

Zea mays, N. plumbsginifolia, P. hybrida, L. multiflorum

a Sorghum bicolor
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A. Protoplasty, zpracované zplusobem
podle pfikladd 56 a% 61 se p&stujf dva dny ve tmé pFi
teploté 26 %c. Po této dobé se pridé kyselina salicylo-
vé v koncentraci 0,1 a% 50 mM ve formé neutralizovaného
roztoku s pH v rozmez{ 6,0 a% 8,0. Pak se protoplasty
p&stujl dalsf dva dny, oddéli se odst¥eddnim, rychle se
zmraz{ a provédi se zkoudky, popsané Vv ndsledujicich

pifikladech.

B. Je také moZno postupovai tak, Ze
se k protoplastim pifidaji do konelné koncentrace 0,1
a7 50 mM neutralizovaného roztcku nebo suspenze nasle-

dujicich sloulenin:

1) kyselina benzoov4,

2) kyselina polyskrylova,

3) methylbenzo-1,2,3-thiadiazol-7-karboxylst,

4) kyselina benzo-1,2,3-thiadiazol-7-karboxylovs,

5) n-propylbenzo-1,2,3-thiadiazol-7-karboxaldt,

6) benzylbenzo-1,2,3-thiadiazol-T7-karboxylét,

7) N-sek-butylhydrazid kyseliny benzo-1,2,3-thiadiazol-
-7-karboxylové,

8) kyselina 2,6-dichlorisonikotinové,

9) methyl 2,6-dichlorisonikotindt.
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C. Indukci je mo%no provéadét také ja-
ko v pfikladech 64 A a B s tim rozd{ilem, %e se pfed in-
dukc{ protoplasty pé&stuji jeden den, tFi dny nebo pét
dnd.

D. Indukce se provédi obdobnym zpisobem

jako v pPikladech 64 A, B nebo C s tim rozdilem, Ze se

protoplasty po indukci pfed izolaci p&stuji je§t& Jjeden

den, tPi dny nebo pé&t dnd.

PP iklad 65

Zkousky na chemicky indukovatelné Fet&zce DNA a

produkce mRNA

Rostlinné materidly se podrobi in-
dukci a izoluji se jeko v prikladech 62 aZ 64 a pak se
sleduji na indukci typd mRNA izolaci této RNA s ndsle-
dujicim prodlouZenim pomoci primeru zpisobem, ktery byl
popssn v prikladu 5.

Kalus nebo regenerovany rostlinny
materidl, odebrany z transgenickych rostlin, obsahuji-
cich chemicky regulovatelny chimérni gen, ktery je kodem

pro GUS, AHAS nebo BT obsahuje po indukci pisobenim
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kyseliny salicylové, methylbenzo-l,z,3-benzothiadiazol-
-7-karboxylétu, kyseliny benzo 1,2,3-thiadiazol-7-karbo-
xylové, n-propylbenzo-l,Z,3-thiadiazol-7-karboxylétu,
benzylbenzo—l,2,3-thiadiazol—?-karboxylétu, N-sek-butyl-
hydrazidu kyseliny benzo—l,?,3—thiadiazol—7-karboxylové,
kyseliny 2,6—dichlorisonikotinové, methyl 2,6-dichlor-
ijsonikotindtu nebo TMV zvy3enou nladinu mRNA po zkouSkéch
p*i pouZit{ primeru, ze jména p¥i prodlouZeni pisobenim
primeru. Uroven této mRNA je Yadrnd mno¥stvi pouZitého

chemického regulétoru.

P¥r{f{klad 66

Zkoudka na chemicky jndukovatelny Pet®ec DNA: enzymaticksd

d&innost B8-glukuronidézy

A. Zkou3ka ELISA

Zorazené listy se rozdrti v t¥ecd
misce pFi pouZiti tlouku za pFfitomnosti kapalného dusiku
za vzniku jemného pradku. Extrakty listové tkén& se pri-
pravi tak, Ze se smis{ udané mnoistvi listu v gramech s
ur&itym objemem v ml extrakénihe pufru pro GUS podle

publikace Jefferson R. A. a dal3f, Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 83, 8447 - 8451 (1986). Tento pufr obsahuje 50 oM
fosfore&nanu sodného o pH 7,0, 0,1 % Tritonu-X 100,
0,1 % sarkosylu a 10 mM B-merkaptoethanolu.

Reekce se provéd{ ve vyhloubenich
desek ELISA tek, %e se smisi 5 a% 25/ul extraktu se 120
az lOO/ul pufru pro GUS, ktery obsahuje 0O mM fosfore&na-
nu sodného o pH 7,0, 0,1 % Tritonu X-100 a 10 mM B8-mer-
kaptoethanolu, mimoto se p¥idé 4-methylumbelliferylglu-
kuronid (MU) do kone&né koncentrace 2 mM, celkovy objem
je 125/ul. Desky se pak inkubuji 1 8% 5 hodin p¥i teplo-
t& 37 % a pak se reskce zastavi pFfidénim 150/u1 M uhli-
&itanu sodného. Koncentrace uvoln&ného fluorescenéniho
jndikdtoru se stanovi odetenim na p¥islu3ném zafizeni

(Flow Labs Fluoroskan II ELISA plate reader).

B. Vysledky uvedenych pokusd jsou shrnuty v nésledujici
tabulce II.
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Transformovany kalus tabéku (pFi-
klad 23): pro vzorky transformovaného kalu, isolované
21 hodin po zpracovéni byly ziskény ndsledujic{ hodrnoty
GUS: transformace CIB271: postfik vodou: 1,8 nKat MU/mg
bilkoviny; 50 mM salicylét sodny, postiik: 3,8 nKat MU/mg
bilkoviny. Transformace CIB271 (jiny pokus): postiik vo-
dou: 2,8 nKat MU/mg bilkoviny; post¥ik methylbenzo-1,2,3-
-thiadiazol-7-karboxyldtem v mnoZstvi ZSO/ug/lz 13,7 nKat
MU/mg bilkoviny. Transformace CIB273: postfik vodou:
0,46 nKat MU/mg bilkoviny; post¥ik methylbenzo-1,2,3-
-thiadiazol-T-karboxylétem v koncentraci 250/ug/1: 31,2
nKat MU/mg bilkoviny.

Transformovand karotka (pffkled 36):
nésledujici hodnoty GUS byly zi{skdény ze vzorkd kalu,
transformovaného plesmidem pCIB271 po jeho izolaci 21
hodin po transformaci. Postfik vodou: 5,2 pKat MU/mg
bilkoviny. 50 mM salicyldt sodny ve formé post¥iku: 11,6
pKat MU/mg bilkoviny. 250/ug/1 methylbenzo-~1,2, 3-thiadia-
zol-7-karboxylét ve formé post¥iku: 22,1 pKat MU/mg

bilkoviny.

Transformované rajle (pFiklad 38):
ndsledujic{ hodnoty GUS byly ziskény ze vzorkd trans-
formovaného kalu, ktery byl izolovén 21 hodin po zpra-

covéni. Transformace CIB271: postfik vodou: 17,2 pKat
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MU/mg bilkoviny; 250/ug/1 methylbenzo-1,2,3-thiadiazol-
-7-karboxyldtu ve form& post¥iku: 56,1 pKat MU/mg bil-
koviny. Transformace CIB273 x A4: post¥ik vodou: 4,6

pKat MU/mg bilkoviny; 250/ug/l methylbenzo-1,2,3-thia-
diaszol-T-karboxyldt ve formé post¥iku: 22,1 pKat MU/mg

bilkoviny.

Pfechodnd exprese v protoplastech
tabéku /pFikled 56/ po pisobeni pCIB269: postfik vodou:
30,6 + 13 pKat MU/mg bilkoviny; methylbenzo-1,2,3-thie-
diazol-T-karboxylét: 66,6 + 20 pKat MU/mg bilkoviny.

P¥i{iklad 67

Sledovéni chemické indukce endogenniho genu

V kontrolnim pokusu se materidly,
odebrané z tabsdkovych rostlinek po indukci zpisobem podle
pfikladd 62 a% 64 pGsobenim kyseliny salicylové, methyl-
benzo-1,2,3-thiadiazol-7-karboxyldtu a TMV sleduji na
transkripci mRNA z endogenniho genu PR-la zpisobem, po-
psanym v p¥ikladu 5. Po indukci vSemi tfemi chemickymi

reguldtory je mo%no prokézat zvySené hladiny mRNA.
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P¥r{klad 68

Stanoveni chemicky indukcvatelnych Fet&zcd DNA:

enzyamaticksé u&innost synthetdzy acetohydroxykyseliny (AHAS)

A. PP{prava vzorkd pro stanoveni AHAS

Stanovi se hmotnost tkéné z listu
a/nebo z kofenld, v ni¥ mé byt stanoveni provédéno, tkén
se ulo¥i do kapalného dusiku 2 rozdrti na jemny prédek.
Pak se ke tkéni pPidd jeden objem (v ml) chladného homo-
geniza&niho pufru, sestédvajiciho z 50 mM dihydrogenfosfo-
rednanu sodného o pH 7,0, 0,5 mM EDTA o pH 7,0, 0,5 mM
chloridu hofedénatého, 1 mM erohroznanu sodného o pH 7,0,
lO/uM flavinadenindinukleotidu, 1 mM fenylmethylsulfonyl-
fluoridu, 10 % glycerolu, objem prost¥edi je roven v ml
dvojnédsobku hmotnosti tkén& v gramech a smé&s se prenese
do tlakové komory (French). VZechny dalS{ stupné& se pro-
vdd&j1 tak, %e se zpracovévany materidl udrZuje na teplo-
tu 4 °C. Bunky se rozrui{ pfi tlasku 112 MPa, kapalny ma-
teridl z bundk se izoluje do nddobky, uloZené v ledu.
Tkén je také moZno rozdrtit v homogenizalnim pufru. Ka-
palny materidl se 5 minut odst¥eduje p¥i 10 000 ot/min

k usazeni bun&fné drti. Objem supernatantu se mé¥{ a pak
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se pridd do nasyceni na 25 % siran amonny, v &istoté,
odpovidajici enzymatickym reakcim (144 mg siranu amon-
ného/ml supernatantu). Sm&s se michd v ledu 15 minut a
pek se odst¥edf 5 minut p¥i 10 000 ot/min. Usazenina se
odloZi a supernatant se upravi do 50% nasyceni{ siranem
amonnym (158 mg siranu amonného/ml supernatantu). Po
michéni 15 minut v ledu se usezenina odd&lf odst¥edové-
nim 5 minut p¥i 10 000 ot/min. Ziskané usazenina se roz-
pusti v 1 w1l pufru pro naneseni na chromatograficky slou-
pec ne kaidé 2 g materidlu z 1istd nebo na 5 g materidlu
2z koFend. Extrakt se zbavi solf nenesenim na sloupec s

ndplni Sephadex G50 v rovnovainém stavu ¥ pufru, ktery

obsahuje 50 mM dihydrogenfosforefnanu sodného o pH 7,0,
0,1 mM EDTA, 0,5 mM chloridu hofeénatého, lo/uM flavin-
adenindinuklectidu, 1 mM fenylmethylsulfonylfluoridu a
10 % glycerolu. Vzorek se vymyvé timté% pufrem, odebira-
j{ se vzorky, a8 to frakce po 2 ml na kaidy ml vzorku,

naneseného na sloupec.

B. Zkxoul3ka ve 2zkumavce

5 - 50/ul extraktu, pfipraveného

podle pFrikladu 68 A se rozpusti v celkovém objemu 0,5
ml reak&ni smdsi, kterd obsahuje 20 mM dihydrogenfosfo-
reénahu sodného o pH 7,0, 20 mM pyrohroznanu sodného o
pH 7,0, 0,5 wM thieminpyrofosfdtu, 5 mM chloridu hoteé-



- 214 -

natého, 10 mM flavinadenindinukleotidu. Sm&s se inkubu-
je 30 minut p¥i teploté& 37 %c. Reakce se zastavi pridé-

nim 50 ul 6N kyseliny sfrové. Smés se inkubuje 15 minut

/
pfi tegoté& 60 OC, nede? se piridd 625/u1 reak&niho &inid-
la s a-naftolem, sestévajiciho z 50/u1 5% a-naftolu ve

2,5 M hydroxidu sodném a 125/u1 25 mg/ml kreatinu a smé&s
se inkubuje je$t® 15 minut pFi teplots 60 °C. V pripadé,
e se vytvori sraZenina, je nutno Ji odstranit odstredé-
nim, pek se m&F{ absorpce p¥i 520 nm., Pak se vypolitaji
pikomoly vytvoreného acetoinu ze standardni kfivky, kte-

ré se ziské pouZitim 0,4 eZ 10/ug acetoinu. Specifickd
aktivita se vypo&itd jako pKat/mg bilkoviny.

C. Zkou3ks na plotnéch ELISA

1 aZ 20/u1 vzorku se ulozi do vy-
kloubeni desek, celkovy objem reskéni smé&si je 0,15 ml.
Smés se neché reagovat 30 minut p¥i teploté 37 °c. Pak
se reakce zastavi pridénim So/nl 2,4 M kyseliny sirové
s obsanem 1 % kreatinu. Sm&s se inkubuje 30 minut pFi
teploté 60 Oc. Jakskoliv srafenins se oddé&l{ odst¥edé-
nim. Pak se 150/u1 reak&ni smési prenese na novou plot-
nu, p¥idé se 100/u1 10% a-naftolu v 5M NaOH a smé&s se
inkubuje jest& 20 minut p¥i 60 oC, absorpce se mér{ p¥i
520 nm, specifickd aktivita se vyjdd¥i jako v pfikladu 68B.
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Priklad 69

Stanoveni chemicky indukovatelného Fetézce DNA:

endotoxin Bacillus thuringienses

A. Extrakce rostlinného materidlu

PFibliZné 100 mg rostlinné tkeéné
se homogenizuje v 0,1 ml extrak®niho pufru, ktery obsa-
huje 50 mM uhli&itanu sodného o pH 9,5, 10 mM EDTA, 0,05 %
Triton X-100, 0,05 % Tween, 100 mM chloridu sodného, 1 mM
fenylmethylsulfonylfluoridu (p¥idd se té&sné& pred pouZi-
tim) & 1 mM leupeptinu (pPidd se t&snd pred pouZitim).
Po extrakci se pridd 2 M tris-pufru o pH 7,0 k tpravée
pH na 8,0 a% 8,5. Pak se extrakt 10 minut odst¥eduje v
mikrcodst¥edivce (Beckman) a supernatant se uZije pro

analyzu ELISA.

B. Analyza ELISA

Plotna ELISA se predem zpracuje pi-
sobenim ethanolu. Afinitnim zplsobem &i3t&né krélil{

antiserum proti Bt v mnofstvi 50 ,ul a koncentraci 3 ,ug/ml
/ /

v chloridu sodném s boritanovym pufrem, ktery obsahuje

100 mM kyseliny borité, 25 mM boritanu sodného, 75 mM
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chloridu sodného o pH 8,4 a% 8,5 se piidd do jedriotlivych
vyhloubeni plotny a plotna se inkubuje pfes noc pfi tep-
lot& 4 Oc. Antiserum se ziské tak, Ze se krdlici imuni-
zuji &isténym Bt (endotoxin Bacillus thuringiensis) v
krystalické formé ve zvyS$ujfcim se mnoZstvi podle publi-
kace Ang B. J. a Nickerson K. W., Appl. Environ. Micro-
biol. 36, 625 - 626 (1978), solubilisovanym dodecylsira-
nem sodnym. Deska se pak omyje pufrem, ktery obssashuje

10 mM tris-HC1l o pH 8,0, 0,05 % Tween 20 a 0,02 % azidu
sodiku, pak se 1 hodinu pisobi pfi teplot& mistnosti blo-
kujicim pufrem, ktery obszhuje 10 aM fosforeé&nanu sodného
o pH 7,4, 140 mM chloridu sodného, 1 % serového albuminu
skotu a 0,02 % azidu sodiku, naleZ se desksa znovu omyje.
Pridé se rostlinny extrakt v takovém mno¥stvi, aby obsa-
hoval 50/ug bilkoviny (typicky B/ul extrektu, bilkovina
se stanovi zpisobem podle publikace Bradford M., Anal.
Biochem. 72, 248 (1976) p¥i pouZit{ komeréné dodévané
sestavy (Bio-Rad), a psk se deska inkubuje pTes noc pFi
teplot& 4 °c. Po onyti se pPrida 50/u1 afinitni chroma-
tografif &iZt&ného koziho antisera proti Bt ¥ koncentra-
ci 3/ug/ml b{lkoviny v fedidle pro zkou3ku ELISA, které
sestévé z 10 oM fosfore&nanu sodného o pH 7,4, 140 mM
chloridu sodného, 0,05 % Tween 20, 1 % serového albumi-
nu skotu a 0,02 % azidu sod{iku, nalei se deska neché

inkubovat 1 Hodinu p#i teplotd 37 °C. Po omyti se pfidd
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SO/ul krélidfch protildtek proti kozimu antigenu, proti-
ldtka je vézéna nae alkalickou fosfatdzu (Sigma Chemicals,
St. Louis, Mo., USA) a zfedé&nd v poméru 1 : 500 v Yedidle
pro zkou3ku ELISA, materidl se inkubuje 1 hodinu p¥i tep-
lot& 37 °C. Po omyti se pridé SO/ul substritu (0,6 mg/ml
p-nitrofenylfosfétu, 0,05 mg/ml chloridu hofe¥natého, 10 %
diethanoaminu, o pH 9,8 po upravé kyselinou chlorovodiko-
vou a materidl se inkubuje je3t® 30 minut pii teploté
mfstnosti. Reakce se ukon¥f pfidénim 50 /ul 3M hydroxidu
sodného. Absorpce se odeffitd pri 405 nm v modifikovaném

pFistroji ELISA (Hewlett Packerd, Stanford, Ca., USA).
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PREDMET VYNALEZU

1. Nekoddovy Fetdzec DNA, schopny
regulace transkripce sdruZfeného ¥et&zce DNA v rostliné

nebo v rostlinné tkéni, pridemZ tato regulace je zévislé

na chemickém reguldtoru.

2. V podstat® &isty nekodovy Fetd-

zec DNA podle bodu 1.

3. Ret¥zec DNA podle bodu 2, vyzna-

gujici se tim, %e sdrufenym Fet&zcem DNA je kodovy Fe-

tézec.

4., Ret2zec DNA podle bodu 2, vyzna-
gujfél se tim, Ze regulace je zdvisld na chemickém regu-

létoru pro indukeci.

5. V podstat® Zisty Fet¥zec DNA
podle bodu 1, vyznalujici se tim, e je nebo %e md pod-
statnou homologii s nekoédovym, chemicky regulovatelnym
¥et&zcem DNA, ktery je souldsti pfirodné se vyskytuji-

ciho chemicky regulovatelného genu.
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6. Ret&zec DNA podle bodu 5, vyzna-
Cujic{ se tim, Ze Je schopny regulovat transkripci sdru-
¥eného Fet&zce DNA v rostliné mebo v rostlinné tkéni,

pridem? sdrufenym Fet&zcem DNA je kxodovy Teté&zec.

7. Ret&zec DNA podle bodu 6, vyzna-
gujici{ se tim, %e transkripce je regulovéna chemickya

reguldtorem pro indukeci.

8. Ret&zec DNA podle bodu 5, vyzna-
gujici se tim, Ze chemicky regulovatelnym genem je gen

proc bilkovinu PR.

9. Ret&zec DNA podle bodu 8, vyzna-
gujici se tim, Ze genem pro bilkovinu PR je gen PR-ls,
PR-1b, PR-lc, PR-1", PR-Q nebo PR-R tabdku, gen pro chi-
tindzu z okurky nebo gen pro zésaditou nebo kyselou B-

-1,3-glukandzu z tabdku.

10. Ret&zec DNA podle bodu 8, vyzna-

&ujici se tim, %e genem pro bilkovinu PR je gen PR-la,
PR-1b, PR-lc, PR-1" nebo PR-R tabdku nebo gen pro chi-

tindzu 2z okurky.
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11. Ret&zec DNA podle bodu 8, vyzna-
¢ujic{ se tim, Ze genem pro b{lkovinu PR je gen PR-la

z tabdéku.

12. Ret&zec DNA podle bodu 8, vyzna-
kujici se tim, Ze genem pro bilkovinu PR je gen PR-1"

z tabdku.

13. Retdzec DNA podle bodu 8, vyzna-
gujici se tim, %Ze genem pro bilkovinu PR je gen pro zé-

saditou P=l,3-glukandzu z tabdku.

14. Ret&zec DNA podle bodu 8, vyzne-
gujici se tim, %e je uloZen Vv 5’ -oblasti uvedeného genu

pro bilkovinu PR.

15. Retdzec DNA podle bodu 6, vyzne-
gujici se tim, %e transkripce je regulovéna chemickym
reguldtorem, ktery se voli ze skupiny: kyselina benzcové,
kyselina salicylovs, kyselina acetylosalicylové, kysell-

na polyskrylova a substitudni derivaty téchto létek.

16. Retdzec DNA podle bcdu 6, vyznae-
ujic{ se tim, %e transkripce je regulovéra chemickym
reguldtorem, ktery se vol{ ze skupiny: kyselina benzo-
—1,2,3—thiadiazolkarboxylové, kyselina benzo-1,2,3-thia~-

diazolthiokarboxylovs, kyanobenzo-l,2,3-thiadiazol,
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amid kyseliny benzo-1,2,3-thiadiazolkarboxylové, hydra-
zid kyseliny benzo-1,2,3-thiadiazolkarboxylové a deri-

vty té&chto lédtek.

17. Ret&zec DNA podle bodul6, vy-
znadujic{ se tim, %e transkripce je regulovéna pisobeninm

methylbenzo-1,2,3-thiadiazol-7-karboxylédtu.

18. Ret&zec DNA podle bodu 6, vy-
znadujici se tim, %e transkripce je regulovéna kyselinou

dichlorisonikotinovou nebo Jjejim derivatem.

19. Ret&zec DNA, ktery sestévéd z
prvni sloZky Fetdzce, kterou je, nebo kterd md podstat-
nou homologii s nekodovym, chemicky regulovatelnym fe-
t8zcem DNA z p¥frodné& se vyskytujiciho chemicky regulo-
vatelného genu, pFiéemZ tato prvni sloZka Feté&zce Je
schopna regulace transkripce sdruZehého feté&zce DNA v
rostlin& nebo v rostlinné tkéni a tato regulace je zd-
visld na chemickém reguldtoru & z druhé sloZky fetézce
DNA, kterou je nebo které mé podstatnou homologii s Zés-
t{, av8ak nikoliv s dplnym Fet&zcem transkribovatelné
DNA, s ni% je prvni sloZka sdruZfena v prirodn& se vy-

skytujicim chemicky regulovatelném genu.



20. V podstat® &isty ret&zec DNA
podle bodu 19.

21. Reté&zec¢ DNA podle bodu 20, vy-
znadujic{ se tim, Ze pFirocdné se vyskytujic{ chemicky
regulovatelny gen se vyskytuje v rostliné a druhou sloi-

kou Fetdzce DNA je kodovy fet&zec.

22. Retézec DNA podle bodu 21, vy-

znadujici se tim, Fe uvedenym genem Jje gen pro bilkovinu PR.

23, Ret&zec DNA podle bodu 21, vy-
znadujici se tim, %e uvedeny kodovy Fret¥zec Je kodem pro’

signdlni peptid.

24. Chimérni fet&zec DNA, sestava-
jic{ z prvni, nekodové, chemicky regulovatelné sloZky re-
t&zce DNA, kteréd je schopna regulovat transkripci sdruZe-
ného Yet¥zce DNA v rostlind nebo v rostlinné tkdni, pfi-
gem%¥ tato regulace je zdvisld na chemickém regulédtoru a
z druhé sloZky Pet¥zce DNA, kterd je schopna transkripce

v rostling nebo v rostlinné tkéni.

25. Chimérni retdzec DNA pcdle bodu
24, vyznadujic{ se tim, %e druhéd sloZka fetdzce DNA Je
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schopna regulovat expresi fenctypického jevu protismysl-

nym mechanismem.

26. Chimérn{ Feté&zec DNA podle bodu
24, vyznelujic{ se tim, %e druhou sloZkou Fetézce DNA Je
kodovy Petdzec, schopny trenskripce a translace za vzniku

polypeptidu, v jeno%Z disledku vzniké fenotypicky Jjev.

27. Chimérn{ Fet&zec DNA podle bodu
24, vyznalujic{ se tim, %e druhéd sloZka Fet&zce DNA je

uloZena v t&sné blizkosti prvni sloZky Fetézce.

28, Chimérni fet&zec DNA podle bodu
24, vyznalujici se tim, Ze prvni sloZka Ffet&zce DNA Je

regulovéna chemickym reguldtorem pro represi.

29. Chimérni retézec DNA podle bodu
24, vyznadujici se tim, Ze prvni sloZka Fetdzce DNA Je

regulovdna chemickym reguldtorem pro indukci.

30. Chimérni ret&zec DNA podle bodu
24, vyznalujici se tim, Ze prvni sloZka Yretézce DNA je,
nebo mé podstatnou homologii s chemicky regulovatelnym
Fetdzcem DNA v pfircdnd se vyskytujicim chemicky regulo-

vatelném genu 2z rostliny.
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31. Chimérn{ fetdzec DNA podle bodu
24, vyznalujici se tim, Ze prvni{ slotka Feté&zce DNA Je
neho mé podstatnou homologii fetZzce s chemicky regulo-
vatelnym Fet&zcem DNA v pfirodné se vyskytujic{im, cheaic-
ky regulovatelném genu z rostliny a druhou sloZkou fe-
tézce DNA je kodovy ret&sec, ktery je schopen transkrip-
ce a translace za vzniku polypeptidu, v disledku jehoZ?

pritomnosti vznika fenotypicky jev.

32. Chimérni Petdzec DNA podle bodu
31, vyznedujic{ se tim, Ze se druhé slotka Petdzce DNA

nachdzi v t&sné blizkosti prvni sloZky Petézce DNA.

33. Chimérni Fetdzec LCNA podle bodu
31, vyznadujici se tim, Ze prvni slo%ka Petdzce DNA je

regulovéna chemickym reguldtorem pro indukeci.

34, Chimérni Petdzec DNA podle bodu
31, vyznalujici se tim, Ze prvni sloZka Feté&zce DNA jJe
nebo mé podstatnou homologii s chemicky indukovatelnya

fetdzcem DNA v genu pro bilkovinu PR.

35. Chimérni Fetdzec DNA podle bodu
34, vyznadugjici se tim, %e genem pro bilkovinu PR je gen

PR-la, PR-1b, PR-lc, PR-1", PR-Q nebo PR-R z tabdku, gen



- VIII -

pro chitindzu z okurky nebo gen pro zésaditou nebo ky-

selou B-1,3-glukandzu z tabsdku.

36. Chimérni Fetdzec DNA podle bodu

34, vyzna&ujici se tim, %Ze genem pro bilkovinu PR Je gen

PR-la, PR-1b- PR-1lc; PR-1" nebo PR-R z tabdku nebo gen

pro chitindzu z okurky.

37. Chimérn{ Fet¥zec DNA podle bodu
34, vyznalujici se tim, Ze genem pro bilkovinu PR Je gen

PR-la nebo PR-1" z tabdkue

38. Chimérn{ Pet&zec DNA podle bodu
34, vyznalujici se tim, Ze genem pro bilkovinu PR je gen

pro zdsaditou B-1,3-glukandzu v tabdku.

39. Chimérni Fetdzec DNA podle bodu
31, vyznadujici se tim, Ze prvni sloZkou Fet&zce DNA je
fet&zec z 5 -oblasti genu PR-la tabdku a obsahuje 300
nebo v&t3{ podet pdrd bazi od poldtku transkripce.

40. Chimérn{ Fet&zec DNA podle bodu
39, vyznadujici se tim, %e prvni sloZka Fet&zce DNA ob-
sahuje 600 a% 1000 pérd bazi v bezprostfedni blizkosti

poddtku transkripce.
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41. Chimérni Yet¥zec DNA podle bodu
31, vyznalujic{ se tim, Ze druhé sloika fetdzce DNA Je

kodem pro fenotypicky Jev.

42. Chimérni Pet&zec DNA podle bodu
41, vyznalujici se tim, Ze se uvedeny fenotypicky Jev
voli ze skupiny tolerance nebo odolnosti proti herbicidum,
houbdm, virdm, beskteriim, hmyzu, nematoddm nebo pavouko-
vitym, produkce sekundéarnich metabolitd, samdi nebo sa-

mi&{ sterility a produkce enzymu nebc jiné ldtky.

43. Chimérni Fet&zec DNA podle bodu
41, vyznalujici se tim, Ze uvedenym fenotypickym Jevem
je tolerance nebo resistence proti herbicidim nebo odol-

nost proti hamyzu.

44, Chimérn{ Fetdzec DNA podle bodu
43. vyznalujici se tim, Ze tolerance nebo odolnost proti
herbiciddm je vyvolsna Fetdzcem DNA, ktery Je kodem pro
divoky typ nebo pro syntetdzu acetohydroxykyseliny, odol-
né proti herbiciddm (AHAS).

45. Chimérni Petdzec DNA podle bodu
43, vyznadujici se tim, Ze odolnost proti hmyzu je vyvo-
léna Yetdzcem DNA, ktery je kodem pro endotoxin Bacillus

thuringiensis (BT).



46. Chimérni ret&zec DNA podle bodu
41, vyznadujici se tim, Ze fenotypickym jevem je vznik
sloudeniny ze skupiny luciferdza (LUX), chloramfenicol-
acetyltransferéza (CAT), neomycinfosfotransferdza (NPT),
nopalinsyntetéza (NOS), octopinsyntetdza (ocs), 8-1,3-
-glukuroniddza (GUS), syntetdza acetohydroxykyseliny

(AHAS) & endotoxin Bacillus thuringiensis (BT).

47. Chimérni Petdzec DNA podle bodu
41, vyznalujici se tim, Ze fenotypickym jevem je vznik
sloudeniny ze skupiny 8-1,3-glukuroniddza (GUS), synte-
téza acetohydroxykyseliny (AHAS) a endotoxin Bacillus

thuringiensis (BT).

48, Chimérni Petézec DNA podle bodu
24, vyznalujici se tim, Ze prvni sloZka PFeté&zce DNA je
regulovéna chemickym regulétorem pro indukei genu pro

bilkovinu PR v rostlindch.

49, Chimérni Fetdzec DNA podle bodu
48, vyznadujici se tim, Ze se chemicky reguldtor voli ze
skupiny kyselina benzoovd, kyselina salicylovd, kyselina
acetylosalicylovd, kyselina polyakrylové a substitulni

derivdty t&chto sloulenin.



50. Chimérn{ Yet&zec DNA podle bodu

48, vyznadujici se tim, Ze chenicky regulétor se veli ze
skupiny kyselina benzo-1,2,3-thiadiazolkarboxylové, kyse-
lina benzo-l,z,3-thiadiazolthiokarboxylové, kyanobenzo-
-1,2,3-thiadiazol, emid kyseliny benzo-1,2,3-thiadiazok
karboxylové, hydrazid kyseliny benzo-1,2,3-thiadiszol-

karboxylové a derivédty t&chto latek.

51. Chimérni fet&zec DNA podle bodu
48, vyznadujici se tim, Ze se chemicky reguldtor voli ze
skupiny kyselina benzo-1,2,3-thiadiazol-7-karboxylovs,
kyseline benzo—l,Z,3-thiadiazol-7-thiokarboxylové, 7~
-kyesnobenzo-1,2,3-thiadiazol, kyselina benzo-1,2,3-thia-
diazcl-T-karboxylové, amid kyseliny benzo-1,2,3-thiadie-
zol-7T-karboxylové, hydrazid kyseliny benzo-1,2,3-thiadia-

zol-7T-karboxylové a derivdty t&chto létek.

52. Chimérni ¥et¥zec DNA podle bodu
48, vyznalujici se tim, %e se chemicky regulator voli ze
skupiny kyselina benzo-1,2,3-thiadiazolkarboxylové, alkyl-
benzo-1,2,3-thiadiazolkarboxyldt, v nZmi alkylovy zbytek

obsahuje 1 2% 6 atomd uhliku a derivaty téchto ldtek.

53. Chimérni ¥et&zec DNA podle bodu
48, vyznafujic{ se tim, %e chemickym regulétorem je ky-

selina dichlorisonikotinové a jeji derivaty.
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54, Chimérn{ Yet&zec DNA podle bodu
48, vyznalujici se tim, Ze se chemicky reguldtor voli ze
skupiny kyseliny benzoal,2,3-thiadiazol-7-karboxylové,
methylbenzo-1,2,3-thiadiazol-?-karboxylétu, n-propyl-
benzo-l,2,3—thiadiazol-7-karboxylétu, benzylbenzo-1,2,3~
-thisdiazol-7-karboxylé+tu, sak,butylhydrazidu kyseliny
benzo-l,2,3-thiadiazol-7-karboxylové, kyseliny 2,6-di-

chlorisonikotinové a methy1—2,6-dichlorisonikotinétu.

55. Chimérn{ Petdzec DNA podle bodu
48, vyznadujici se tim, Ze chemickym reguldtorem Je

methylbenzo—l,Z,3-thiadiazol-?-karboxylét.

56. Chimérn{ PFet&zec DNA podle bodu
24, vyznalujici{ se tim, Ze obsahuje prvni sloZku retézce
DNA, kterou je nebo ktersa mé podstatnou homologil s ne-
kddovym, chemicky regulovatelnym Fet&zcem DNA z pFrirodnd
se vyskytujieifho, chemicky regulovatelného genu, pFifeaZ
tato prvni sloZfka Fetézce je schopne regulace transkrip-
ce sdrufeného retdzce DNR v rostliné nebo Vv rostlinné
tkgni a tato regulace Jje zdvisld na chemickém reguléto-
ru, druhou sloZku Fet&zce DNA, kterou je nebo kterd mé
podstatnou: homologiil s %4sti, av3ak nikoliv s celyam fe-
t&zcem transkribovatelné DNA, s niZ Je prvni sloZka sdru-
tena v prirodn& se vyskytujiciam, chemicky regulovatelném

genu a t¥eti sloZku Fetézce DNA, kterd Jje schcpna trans-
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kripce v rostliné nebo v rostlinné tkéni.

57. Chimérn{ Fet&zec DNA podle bodu
56, vyznafuiic{ se tim, Ze prvni sloZkou Fetézce Je nebo
prvni sloZka Fet&zce mé podstatnou homologii s chemicky

indukovatelnym Pet&zcem DNA v genu pro bilkovinu PR.

58. Chimérnf retdzec DNA podle bodu
56, vyznafujici se tim, %e druhéd sloZka fet&zce DNA Je

kodem pro signdlni peptid.

59. Chimérni Petdzec DNA podle bodu
58, vyznalujici se tim, %e druhd sloZka Feté&zce DNA je
kodem pro peptid, kterym je nebo ktery mé podstatnou ho-

mologii se signélnim peptidem genu pro bilkovinu PR.

60. Chimérni Peté&zec DNA podle bodu
59, vyznadujic{ se tim, Ze genem pro bilkovinu PR je gen
PR-la.

61. Chimérni Pet&zec DNA podle bodu
56, vyznadujici se tim, Ze tfeti sloZka Fetézce DNA Je

kodem pro fenotypicky Jev.

62. Vektor, obsshujici nekodovy fe-

t&zec DNA podle bodu 1.



63. Vektor podle bodu 62, vyznalu-

jic{ se tim, %e obsahuje chimérni Yet&zec DNA podle

bodu 24.

64. Vektor podle bodu 62, vyznalu-
jici se tim, Ze je funkini v rostlinnych bunkéch nebo

v Agromacterium.

65.E. coli HB10l/pTJS75-Km, ATCC

&, 67628, ulo¥eny 12. unora 1988 podle bodu 62.

66. Plasmid pBS-PR1013Cla, ATCC
&. 40426, uloZeny 12. uncra 1988 podle bodu 62.

67 . Plasmid pBS~-PR1019, ATCC &.

40427, ulo%eny 12. udnora 1988 podle bodu 62.

68. Plasmid pBS-Gluc39.1, ATCC &.

40526, uloZeny 29. prosince 1988 podle bodu 62.

69 . Plasmid pBS-Gluc39.3, ATCC é.
40527, ulofeny 29. prosince 1988 podle bodu 62.

70 . Plasmid pBS-cucchi/chitinase,

ATCC &. 40528 ulofeny 29. prosince 1988 podle bodu 62.

71. Plasmid pBSGlée, ATCC &. 40535,

uloZeny 18. ledna 1989 podle bodu 62.
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72. Rostlinné tkén, rostlina nebo

semena s obsahem chimérniho Fet&zce DNA podle boru 24.

73. V podstat® &isty signélni pep-

tid s Fet&zcem aminokyselin

MetGlyPheValLeuPheSerGlnLeuProSerPheLeuLeuVal-
SerThrLeuLeuPhelLeuVallleSerHisSerCysArgAla

nebo peptid, ktery mé podstatnou homologii retézce s

timto peptidem.

74, Ret&zec DNA, ktery je kodem pro
signdlni peptid podle bodu 73 nebo pro peptid, ktery ams

podstatnou homologii Fetdzce s uvedenym peptidem.

75. V podstatd &isty Pet&zec DNA
podle bodu 19, vyznadujici se tim, %e mé sloZeni, zZnézor-

n&né jako "Fetdzec 1" nebo mé podstatnou homologii Fet&z-

ce s Pet&zcem, ktery je zndzorn&n jako "Feté&zec 1".

76. V podstaté Eisty retézec DNA
podle bodu 19, vyznadujici se tim, %¥e mé sloZeni, Zné-
zornéné jako"Fet&zec 2" nebo mé podstatnou homologii fe-

t&zce s Pet¥zcem, ktery je zndzorn¥n Jjako "Fet¥zec 2".
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77. V podstatd &isty reté&zec DNA,
vyznalujic{ se tim, Ze md sloZeni, zndzorn&né Jako
"fetdzec 3" nebo mé podstatnou homologii Fetézce s

Fet¥zcem, ktery je zndzorn&n jako "reté&zec 3".

78. V podstat& &isty ret&zec DNA,
vyznadujici se tim, Ze méd sloZeni, zndzorné&né jako
"Fet&zec 4" nebo méd podstatnou homologii Fetd&zce s re-

t&zcem, ktery je znédzornén Jako "Yetézec 4".

79. V podstat& &isty Yeté&zec DNA
pecdle bodu 19, vyznalujic{ se tim, Ze mé sloZeni, zné-
zcernéné Jjako "Fetdzec 5" nebo mé podstatnou homolégii

Fetdzce s Pet&zcem, ktery je zndzorndn jako "Yet&zec 5".

80. V podstatd &isty ret&zec DNA
podle bodu 19, vyznadujici se tim, Ze md sloZeni, zné-
zornéné jako "Pet&zec 6" nebo mé podstatnou homologii”

Yetdzce s Petdzcem, ktery je zndzorndn jako "Fet&zec 6".

8l. V podstet® &isty Fet&zec DNA,
vyznadujici se tim, Ze méd sloZeni, zndzorn&né jako "rFe-
té&zec 7" nebo mé podstatnou homologii Feté&zce s Fetédz-

cem, ktery Jje zndzornén Jjako "fetdzec T".
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82. V podstat® isty Fet&zec DNA,
vyznatujic{ se tim, %Ze mé sloZent, zndzornéné Jjeko
"fetdzec 8" nebo md podstatnou homologii Feté&zce s

¥et&zcem, zndzorndnym Jjeko "ret&zec 8".

83. Zpisob vyroby v podstat& Zis-
tého, chemicky regulovatelného rfeté&zce DNA z chemicky
regulovatelného genu v p¥irodné& se vyskytujicim systé-

mu, ktery tento gen obsahuje, vyznalujici se tim, Ze se

a) aktivuje exprese RNA z chemicky regulovatelného genu

v uvedeném systému,
b) uvedend DNA se isoluje,

c) podrobf se diferencidlnimu sledovéni sestava genomu
pro RNA, ziskanou z RNA, isolované z uvedeného akti-
vovaného systému a pro RNA, ziskanou z RNA, kterd by-

la isolovéna z kontrolniho neaktivovaného systému,
d) isoluje se klon genomu,

~ e) chemicky regulovatelny gen z uvedeného klonu genomu

se podrob{ subklonovani a

f) po%adovany chemicky regulovatelny Feté&zec DNA se

isoluje.

84, V podstatd &isty Fetdzec DNA,

isolovany zpldsobem podle bodu 83.
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85. Zpisob podle bodu 83, v némZ

systémem, v ném¥ se gen prirodnd vyskytuje, je rostlins,

vyznafujici se tim, Ze se

a)

b)
c)

d)

e)

f)

g)

h)

v uvedené rostlin® aktivuje exprese polyA+RNA z che-

micky regulovatelného genu,
tato polyA+RNA se isoluje,
z uvedend .polyA+RNA se konstruuje sestava cDNA,

diferencidlnimu sledovédni se podrobi sesteva cDNA
s obsahem ¢DNA, kterd byla ziskdna z RNA kontrclni

rostliny, které nebyla aktivcvana,

isoluji se klony cDNA, které Jsou chemicky regulova-
telné,

isoluje se klon genomu ze sestavy genomu uvedené
rostliny, pridemZ jako sondy se uZije klonu cDNA

ze stupné e),

podrobi se subklonovani chemicky regulovatelny gen

z uvedeného klonu genomu a

poZadovany chemicky regulovatelny Fet&zec DNA se

iscluje.

86. Zpusob podle bodu 85, vyznaluji-

ci se tim, Ze chemicky regulovatelnym genem Jje gen pro

bilkovinu PR.
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87. Zpisob podle bodu 86, vyznelu-
jic{ se tim, ¥e gen pro bilkovinu PR je ve stupni e)
aktivovén chemickym regulétorem pro indukci nebo pathc-

genen.

88. Zpiscb podle bodu 87, vyznalu-
jici se tim, Ze se -chemicky regulétor prc indukci zvolil
ze skupiny kyselina benzoové, kyselina salicylové, kyse-
lina acetylosalicylové, kyselina polyakrylovd, kyselina
benzo-l,2,3-thiadiazolkarboxylové, kyselina benzo-1,2,3-
-thiadiaszolthiokarboxylova, kyancbenzo—l,2,3-thiadiazol,
amid kyseliny benzo-l,Z,3—thiadiazolkarboxylové, hydrazid
kyseliny benzo—l,2,3—thiadiazolkarboxylové, kyselina iso-

nikotinové a derivéty t&chto létek.

89. Zplsob regulace transkripce che-
micky regulovatelného genu, vyznadujici se tim, Ze se
ne rostlinnou tkén, rostlinu nebo semena s obsshem chi-
mérniho Fet&zce DNA podle bodu 24 pisobi chemickya re-

gulétorems

90. Zpusob podle bodu 89, vyznaduji-
ci se tim, %e se chemicky regulator voli ze skupiny kyse-
lina benzoovéd, kyseline salicylova, kyselina acetylosa-
licylové, kyselina polyakrylovd, kyselina benzo-1,2, 3-

-thiadiazolkarboxylovd, kyselina 1,2,3-thiadiazolthio-
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karboxylova, kyanobenzo-1,2,3-thiadiazol, amid kyseliny
benzo-1,2,3-thiadiazolkarboxylové, hydrazid kyseliny
benzo-1,2,3-thiadiazolkarboxylové, kyselina dichlor-

jsonikotinovd a derivédty téchto létek.

91, Zplisob podle bodu 89, vyznalu-
jic{ se tim, Ze prvni sloZkou Yetézce DNA v chimérnim
fetdzci DNA je chemicky indukovatelny ¥etdzec, ktery Je
nebo ktery mé podstatnou homologil sledu s chemicky in-

dukovatelnym ret&zcem genu PR.

92. Zpisocb podle bodu 89, vyznalu-
jic? se tim, Ze chemicky regulovatelny gen Je kodem pro
fenctypicky jev, ktery se voli ze skupiny gend, ovliv-
hujicich stav vyvoje, sterilitu, odolnost proti choro-
bém, odolnost proti &kddcim, toleranci nebo odolnost
proti herbicidim, produkci sekundérnich metabolitd ne-

bo produkci stanovitelného enzymu Jjako znadic{ létky.

93. Zplsob podle bodu 92, vyznalu-
jici se tim, %e uvedenym stanovitelnym enzymem, ktery
je zna&ici ldtkou, Jje luciferdza (LUX), chloramfenikol-
acetyltransferéza (CAT), neomycinfosfotransferdza (NPT),
nopalinsyntetéza (NOS), oktopinsyntetdza (ocs), 8-1,3-
-glukuronitéza (GUS), synthetéza acetohydroxykyseliny
(AHAS) nebo endotoxin Bacillus thuringiensis (BT).
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94. Zpusob pa le bodu 93, vyznaluji-
ci se tim, Ze uvedenym stanovitelnym enzymym, ktery Jje
uzit jako znalici ldtka je B-1,3-glukuromiddza (GUS),
synthetéza acetohydroxykyseliny (AHAS), nebo endotoxin

Bacillus thuringiensis (BT).

95. Zpldsob indentifikace chemického
reguldtoru, vyznadujici se tim, Ze se hostitel transfor-
muje chimérnim Feté&zcem DNA podle bodu 31 nebo vektorem,
ktery tento chimérni fetézec DNA obsahuje, naleZ se na
transformovaného hostitele pisobi pfisludSnym chemickym

reguldtorem a méri se exprese fenotypického Jevu.

96. Zplisob podle bodu 95, vyznaluji-
ci se tim, Ze transformovanym hostitelem je rostlinné

tkd4n nebo rostlinné bunks.

97. Zpisob podle bodu 96, vyznaduji-
ci s2 tim, Ze prvni sloZkou Petdzce DNA v uvedené chimér-
ni DNA je chemicky indukovatelny Petézec, kterym je nebo
ktery mé podstatnou homclogii Petdzce s chemicky induko-

vatelnym Fetédzcem z genu pro bilkovinu PR.

98. Zpusob podle bodu 95, vyznaluji-
ci se tim, %e fenotypickym jevem, pro n¥j% je kodem chi-

mérni DNA, je stanrovitelny enzyu.
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99, Zpusob podle bodu 98, vyznalu-
jict se tim, Ze stanovitelnym enzymea, ufitym jako zna-
&ic{ létky je luciferdza (LUX), chloramfenikolacetyl-
trensferdza (CAT), neomycinfosfotransferaza (NPT), no-
palinsynthetéza (NOS), octopin synthetdza (ocs), B8-1,3-
-glukuronidéza (GUS), synthetdza acetohydroxykyseliny

(AHAS) nebo endotoxin Bacillus thuringiensis (BT).

100. Zpisob identifikace chemicky

regulovatelného Fetézce DNA, vyzna&ujici se tim, Ze se

a) transformuje hostitel pFrisludnya chemicky regulova-
telnym Feté&zcea DNA nebo vektorem, ktery tentc Fe-
tézec obsahuje, druhym Fet&zcem DNA, kterym je selek-
ci umoZnujici oznaleni, 24vislé na hostiteli a tie-

tim Pet&zcem DNA, ktery je kodem pro fenotypicky Jjev,

b) na takto transformoveného hostitele se pisob{ pFi-

sludnym chemickym regulétorem &

c) m&F{ se exprese nebo se provadi selekce k prikazu
zmdny exprese fenotypického jevu, pro n&jz Jje kodem

tfet{ Fetdzec DNA.

101. Zpusob podle bodu 1CO, vyzne-
Sujici se tim, Ze t¥etim Fetézcem DNA je stanovitelné

nebo na hostiteli zévislé genové znadeni.



102. Zplsob podle bodu 100, vyznalu-

jici se tim, %e transformovenym hostitelem Jje rostlinné

tkén nebo rostlinné bunky.

103. Zpusob podle bodu 100, vyznadu-
jici se tim, Ze druhym nebo tPetim Fetézcem DNA Je gen
pro odolnost proti herbiciddm nebo gen pro odolnost pro-

ti antibiotikidm.

104. Zplisob podle bodu 100, vyznalu-
Jjici se tim, Ze uvedenym genem Jje gen pro odolnost proti
antibiotikdm, které se voli ze skupiny gend pro odlnost
proti hygromycinu, kanamycinu, chloramfanikolu, bleomy-

cinu, puromycinu, linkomycinu a methotrexatu.

105. Zpdsob podle bodu 100, vyznalu-
jici se tim, %e uvedenym genem je gen pro odolnost proti

aminoglykosidfosfotransferdze 1V hygromycinu.

106. Zplsob podle bodu 100, vyzna-
gujici se tim, Ze trfeti Fetdzec DNA je kodem pro stano-
vitelny enzym, slouZic{ k oznaleni, ktery se voli ze
skupiny luciferdza (LUX), chloramfenikolacetyltransfe-
rdza (CAT), neomycinfosfotransferdza (NPT), nopslinsyn-
tetdza.(NOS), oktopinsyntetéza (0CS), B-1,3-glukuroni-
ddza (GUS), synthetdzs acetohydroxykyseliny (AHAS) a

endotoxin Bacillus thuringiensis (BT).
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107. Zpusob podle bodu lOO,'vyzna-
ujic{ se tim, Ze treti Fet&zec DNA jJe kodem pro stanovi-
telny enzym, ktery se voli ze skupiny B-1,3-glukuroni-
&za (GUS), synthetdza scetohydroxykyseliny (AHAS) a en-

dotoxin Bacillus thuringiensis (BT).

108. V podstat& &isty chemicky regu-
lovatelny Fetézec DNA, vyznalujici{ se tim, Ze je identi-

fikovatelny zpusobem podle bodu 100.

10S. Zplsob selekce transformovanych
rostlinnych bunék neboc rostlinnych tkéni, které byly trans-
formovény DNA, sestévajic{ z prvni sloZky Ffetézce DNA,
kterd je chemicky regulovatelnd znémym chemickym reguldto-
rem a ze sdrufeného Fetdzce DNA, ktery je kodem pro feno-

typické oznadeni, vyznalujici se tim, Ze se
a) na prisludné transformanty plsobi uvedenym znémym che-

mickym reguldtiorem a

b) transformanty se podrobi selekci na zékladé& fenotypic-

xého jevu, pro néj% je kodem druhy sdru¥eny Fet&zec DNA.

110. Zpdsob podle bodu 109, vyznalu-
jic{ se tim, %e uvedeny fenotypickya jevem Jje odolnost

proti antibviotiku.
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111. Zpdsot podle bedu 110, vyzna-
gujic{ se tim, %e odolnost{ proti antibiotiku je odol-
ncst proti hygromycinu, kansmycinu, chloramfenikolu,
bleomycinu, puromycinu, linkomycinu, G418 nebo proti

methothrexétu.

112. Zpisck podle bodu 109, vyzne-
Eujic{ se tim, %Ze uvedenym fenctypickym jevem Je stano-

vitelny enzyam.

113. Zpisct podle btodu 112, vyzne-
ujici se tim, Ze se stanovitelny erzym voli ze skupiny
luciferdza (LUX), chloramfenikolacetyltransferéza (CAT),
neomycinfosfotransferdza (NPT), nopalinsyntetézz (NOS),
oktopinsyntetdza (0CS), B8-1,3-glukuronidédza (GUS), syn-
thetdézascetohydroxykyseliny (AHAS) nebo endotoxin Ba-

cillus thuringiensis (BT).

114. Zpdsob podle bodu 113, vyzna-
¢ujici se tim, Ze se stanovitelny enzym voli ze skupiny
8-1,3-glukuroniddza (GUS), synthetdza acetohydroxykyse-

liny (AHAS) a encdotoxin Bacillus thuringiensis (BT).

115. Zplsob stanoveni ulinnosti
#-1,3-glukurenidédzy, vyznalujici se tim, Ze se uvede

do reakce extrak® rostlinné tkdn# ve vzorku s objemem
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niz8{m ne¥ 0,5 s obsshem 1,5 a% 3 oM 4-zethylumbellife-
nylglukuronidu p¥i teplot& pfibliZné& 37 °C na dobu 1
a¥ 5 hodin a pak se stanov{ koncentrace takto uvolnéného

fluorescen&niho indikatoru.

116. Zpisob stanoveni mnoZstvi spe-

cifické RNA v roztoku RNA, vyznalujici se tim, Ze se

a) RNA oznadi specifickym oligonukleotidem jako prime-
rem o délce 12 8% 18 nukleotidd s vysokou specifickou

radioaktivitou,

b) RNA s oznadenym nukleotidem se hybridizuje v koncen-
traci 0,1 a% 20 nM po dobu 2 minuty a% 24 hodin pri
teploté p¥ibliZn& 37 oC,

¢) oligonukleotid se prodlouZi pisobenim reverzni trans-
kriptézy za pritomnosti nukleotidtrifosfatd v koncen-

traci 0,003 a% 1 mmol po dobu 1 aZ 120 minut =

d) prodlou?ené produkty se odd8li a ulini se viditelnymi

pomoci autoradiografie.

117. Zplsob vyroby chemicky regulo-
vatelndho chimérniho Fet&zce DNA, vyznalujici se tim, Ze
se navéd’e prvni nekodovd, chemicky regulovatelnd slozka
Fet&zce DNA, schopné regulovat transkripci sdruzZeného
Petdzce DNA ¥ rostling nebo rostlinné tkdni, prilemZ tato

regulace je zévisld na pisobeni chemického reguldtoru



na druhou sloZku Tet¥zce DNA, kterda Je schopna trans-

kripce v rostliné nebo v rostlinné tksani.

118. Zpisob vyroby chimérniho Fetdz-
ce DNA, ktery sestdévé z prvni slo¥ky Petdzce DNA, kterym
je, nebo ktery mé podstatnou homologii Fetézce s nekodo-
vym, cheamicky regulovatelnym Fet¥zcem DNA Vv prirodné se
vyskytujicim chemicky regulovatelném genu, pfidemZ teto
prvni slofka DNA je schopna regulovat transkripci sdru-
Jeného Fetdzce DNA v rostliné nebo rostlinné tkani a te-
tc regulace je zdvislé ns chemickém regulétoru, z druhé
slo¥ky Fret&zce DNA, kterou Je, nebo kterd mé podstatnou
homologii Petdzce s fésti, avdak nikoliv s celym Yetéz-
cem transkribovatelné DNA, s niZ je prvni sloZka TFetézce
sdru¥ena v p¥irodn& se vyskytujicim, chemicky regulova-
telném genu & ze tFeti sloZky DNA, schopné transkripce
v rostlin® nebo v rostlinné tkéni, vyznalujici se tim,
3e se uvedené slofky fet¥zce na sebe soulasné& nebo po-

stupnd navaZi.

Zastupuje:

L L/
JUDr. tvan KORECEK
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10 30 S0 70 90 110

ﬂmm&\ri'rcmcrcr;smCAcrA;Mcxmmci'm'crmcu"crumrcmmacmxi‘mcmm'cumAMTmMMTAcrcCA'!';TGM'rchA
130 150 170 190 ' 210 230

GTCAAGTCG‘LGMTGGGM;AGMTAG;AAMAMATAGCCMX}MCCWAMMNA&ATWMTAMTA&TACANMT&AC&TMM“AN}
250 270 290 310 330 350

GGANGGAAATTAGAGAAAGAACTGAAGAATATCCAATATTCTTTACGTCCAAATTTGATAGTTATTTAACGTCATCGAGATGACGGCCATG TTCAAGTTTTCCACARATATTGAGAAAA

370 390 410 430 450 470
mmmmcmmm A’I‘l‘AﬂATAG‘;'ﬂTme'l‘;‘ mAmTACATNi‘AAGAMTXIAATATMGAT;'X‘AGMATAAAA‘I'I‘NITMTCMAC&
490 510 530 550 570 590
TCAAAGTA’K';TATI'XTAM‘ETCTI’!’I’!‘C CAA'IGGACMTC CCAHWTATMATAWTMM.AT!MTCAGA‘ECGT?AMN';‘AGMTA&MTIMCAC;\
610 630 650 670 690 710

730 750 770 790 810 830
ACAA:'IGGT;ACI’G CATATATWM&AMMCC}MMMTM&ATMHAT-CI‘ATMCMG;TATA'!TACN;'N.ATKITAC (.‘ATGTCMAA;ATITAGTAN;TACANMT;
850 870 890 910 930 950

. . . . . N an ol . . . . .
ATCACCGTGAAATCTTCAAGATTTCTCCTATAAATACCCTTGGTAGTAMTCTAGTTTITT! gﬁrx’cmnmcamcrc CTATAGTCATGGGATTIGTTCTCTTITCACAATTGCC
MetGlyPheValleuPheSerGlnLeuPr

970 990 1010 1030 1050 1070

. ” . . . . . . . . . .
TTCATTTCTTCT TG TCTCTACACTTCTCTTATTCCTAGTAATATCCCACTCT TG COGTGCCCAAMATTCTCAACAAGACTATTTGGATG CCCATAACACAGCTCGTGCAGATG TAGGTGT
oSerPheleuleuvalSerThrleuleulsuPheleuvVallleSerHisSerCysArgAlaGlnAsnSerGlnGlnAspTyrleuAspAlalisAsnThrAlaArgAlaAspValGlyVa

1090 1110 1130 1150 1170 1190

AGAACCTTTGACCTGGGACGACCAGGTAGCAGCCTATGCGCAMMATTATGCTTCCCAATTGG CTGCAGATTG TAACCTCGTACATTCTCATGGTCAATACGGCGAARACCTAGCTGAGGG
1GluProleuThrTrpAspAspGilnValAlaAlaTyrAlaGinAsnTyrAlaSerGlnLeuAlaAl aAspCysAsnleuvalHisSerHisGlyGlnTyrGlyGluAsnLeuAlaGluGl

1210 1230 1250 1270 1290 1310

AAGTGGCGATTTCATGACGGCTGCTAAGGCTG TTGAGATG TGGG TCGATGAGAAACAGTATTATGACCATGACT CAAATACT TG TGCACAAGGACAGG TG TG TGGACACTATACTCAGGT
ySerGlyAspPheMetThrAlaAlaLysAlavalGluMetTrpValAspGluLysGlnTyrTyrASpHisAspSerAsnThrCysAlaGilnGlyGlnValCysGlyHisTyrThrGlnVa

! 1330 1350 1370 1390 1410 1430
GGTTTGGCGTAACTCGG T TOG TG TIGGATG TGCTAGGG TTCAG TG TAACATGGAGGATATG TTG TCTCTTGCAACTATGATCCT CCAGG TAATTATAGAGGCGAAAGT CCATACTAATT
1ValTrpArgAsnServValArgValGlyCysAlaArgValGlnCysAsnAsnGlyGlyTyrValValSerCysAsnTy rASpProProGlyAsnTyrArgGlyGluSerProTyrEnd

1450 1470 1490 1510 1530 1550

GAAMACGACCTACGTCCATTTCACGT TAATATG TATGGAT TG TTCTG CTTGATATCAAGAACTTAAATAAT TG CTCTAAAAG CAACTTAAAGTCAAGTATATAGTAATAGTACTATATTT

1570 1590 1610 1630 1650 1670 207
TANTCCTCTGANGTOGATCTATANAANGACCAAG TG TCATAATTAAGGGGANAANT ATGAGTTGATGATCAGCTTGATGTATGAT CTGATATTATTATGAACACT TTTGTACTCATAC
1690 1m0 1730 1750 1770 1790
GANTCATG TG TTGA TGO T T AGCTACTTGCGATATTACGAGCAAAATTCTTAACTACATG CCTTAGGAACANG CTTACACAGTTCATATARTCTACTAGAGGGCCAAACATGARAATT
1810 1830 1850 1870 1890 1910 '
AN T AG A TGO TAGGAGGATAT G AAN TGGAGCAGCTATTTTANT AACTGACCOTTAGTCTTAAAATTGACGGTATAAAAATATTTACATANT CAGGTCATTTATAAGGTANTTA
1930 1950 1970 1990 2010 2030
TMMT@WWMM&MMMA&M&MMMWHMM
SEQUENCE 1

JUDr. Ivan KORECEK
Advokétnl»‘ponadna & 10
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10 30 50 70 90 110

'!'I'ACI’GTX‘AAAGTATTNTACI'CGTMATATI'I'M’;'I‘AGATAGC GJ;mTATCAT(:‘rMTCMCf).\TAGATCTAAéTCGAMATA';‘AC CI'I’GAGT;TAGA'H'I'H‘;
130 150 170 190 210

CTITAC CA\GCCP!‘TCATCTTCH.‘C CAGAM‘;‘AMMMA;ATQACGGT}‘\GCMATAAC&MTAT&AT C'I'ICTAG‘;‘M’I'X‘GACAC CTMCGGGAC;‘GCH'!‘ C crrr

230 250 270 290 310 330

AMATATMACGATMTAT&AG'H‘ATAM&ATGCX‘IT CA(.THTCX'MT!AAAGCATATI‘(.?I'GATI‘ CGG'I';‘!TATMMT;’IGATMAM’;‘TMACAGG\';'CC CTC CMTI‘

350 370 390 410 430

GMCAGGﬂéGAﬂACTCMCﬂC CCGTC}ACX'I‘AMCMA’IT CAACT C!‘I'I'I'CGCGTACI'ATA'I'ITAT(.;‘ITAAMTAC)‘\CPGGTMTMNTATMM&TATA'I’GTAT(;
450 470 490 510 530 550
TATATMTA’;‘MCH‘CATGATPPATCAAK;TPGGTC)M\X;TATGATCA'K;GCI'ATMTAG"I'IG‘I'!' CAT(AATAGATMAA‘I‘!'!‘IT!‘M‘I&G CGGCI‘I'I'I’G'I'I'I‘CI'I'!'MC
570 590 610 630 650
GMTATGAT&TMCGTTC‘I’;‘IGM’ITMC{;GAG crmu‘i‘rrrxmcrxi‘r CI'I'I'I'CM).\TA'I‘GG CTAN\GAG‘I'!'!’GCTMCAAG'!'XGCAMCI'H’GTMCTCAGCTATA

670 690 710 730 750 770

TTCTTCCCTATAAAAATCATCCT TACTATGCT T TG TTTCTCACCAAAACACAAAAATGGGATTCTTAACAACAATAGTTGCTTGTTTCATTACCTTTGCAATATTAATTC
MetGlyPheLeuThrThrIleValAlaCysPhelleThrPheAlalleLeulleH

790 810 830 850 870
ACTCATCCAAAGCTCAAAACTCCCCCCAAGATTATCTTAACCCTCACAATGCAGCTCGTAGACAAGTTGG TG TTGGCCCCATGACATGGGACAATAGGCTAGCAGCCTAT
isSerSerLysAlaGlnAsnSerProGlnAspTyrLeuAsnProHisAsnAlaAlaArgArgGlnValGlyValGlyProMetThrTrpAspAsnArgleuAlaAlaTyr

850 910 930 950 970 990

GCCCAAMMATTATGCCAATCAAAGAATTGG TAACTGCAGGATGATCCACTCTCATAGCCCTTACGAGCGAAAACCTAGCCGCCGCCTTCCCTCAACTTAACGCTGCTGGTGC
AlaGlnAsnTyrAlaAsnGlnArgIleGlyAspCysGlyMetIleHisSerHisGlyProTyrGlyGluAsnLeuAlaAlaAlaPheProGlnleuAsnAlaAlaGlyAl

,

1010 1030 1050 1070 1090

TGTAAAAATGTGGGTCGATGAGAAGCGT T TCTATGAT TACAAT TCAAAT T CT TG TG TAGGAGGAGTATGTGGACACTATACT CAGG TGG TGTGGCGTAACTCAGTACGTC
avValLysMetTrpValAspGluLysArgPheTyrAspTyrAsnSerAsnSerCysValGlyGlyValCysGlyHisTyrThrGlnValValTrpArgAsnSerValArgL

1110 1130 1150 1170 1190 1210

TOGGTIGTGCTAGGG TT CGAAGCAACAATGGTTGG T T T TCATAACT IGCAATTATGATCCACCAGGTAAT T TTATAGGACAACGTCCCTTTGGCGAT CTTGAGGAGCAA
euGlyCysAlaArgValArgSerAsnAsnGlyTrpPhePhelleThrCysAsnTyrAspProProGlyAsnPhelleGlyGlnArgProPheGlyAspLeuGluGluGln

1230 1250 1270. 1290 . 1310

CCCTTTGATTCCAAATTGGAACTTCCAACTGATG TCTAATGAGTGCACGTACATGAACAAATTAT CATGAATAAAGGAAAATAAAATG CAGTGCTATGCTATGTGATTTT
ProPheAspSerLysLeuGluLeuProThrAspValEnd

SEQUENCE 2 (1)

v
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1330 1350 1370 1390 1410 1430
AGCTTCCCAGTTGGATAATAATCTGATGG TG TAGTAACTGGCOGAG TG TT TGGACCCT ACCTI TGCATG TTGG TAGATGGAAT CAGTTTATATATGAGTTTTCTGTTGGCT
1450 1470 1490 1510 1530

. . . . .

TAMAMAWMMAMWAWAHCG&MATANN‘I‘ANGGTCCAM’IT!‘GATC("nACQ\CGACCi‘ATGACGMTI-\CAACAAACGA
1550 1570 1590 1610 1630 1650
CCGGGTAC! ci'rocurcosécrcc CAAGG&AAACGAC Ci CiAGGGWMACN&'AMCECPI’éTMTMTAM CC QWMQWMTAHCC G
1670 1690 1710 1730 1750
ccsnrmiammnﬁsm@nmmm&mrmmmm CI'I'GTAAGTGGCGG'IG(::ATAC!' CX’GM.':AAG CI'!’ACI‘;\
1770 1790 1810 1830 1850 1870
MMGcrcrrcr&rmrcmri'mmrrcm;marmrm;‘maéummc C Cl'l‘ urcmﬁammmmm&

1890 1910 1930 1950 1970

mmmmmmcncmmamcamaATmcmmTQTmmmmmmmmTMﬂAmmmd

1990 2010 2030 2050 2070 2090
CATAAAAATCAACAATGGCSGGANMGGANGTGANGCTAAAGGCGGTAS AGATCG TCTCGANT AACTCCTGAACTCCCTCAACGANGACGGCAGAGAAGACAATGAGAAT A
SEQUENCE 2 (2)
/
Ve
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10 . 30 50 70 90
AMGMAGC;CHTMGCM;TGGCI'GCCCACAAMTMCHXCMCCCITTCCAlL.l TCTTCCTCCTTTCCTCTATTTTCCGCTCTTCCGACGCGGCTGGA
M AAHXKTITTTTZLSTITFFILLSSTITFR S S D AAG

.

110 130 150 170 190
ATCGCCATCE‘ATPGGGGTCAAMCGGCAACGAGGGCICICPI‘GCATCCACCTGCGCAACPGGMACFACGAGﬂCGTCAACATAGCAﬂTCICtCATCCI
I A1 YWGQNGNETGSTULASTO CATGN Y EF VNI ATFTILS ST

210 230 250 270 290
’n‘GGCAGCGGTCAAGCTCCAGTI’CI‘CMCCI'I‘GCI’GGTCACTGCAACCCI‘GACAACAACGG’I’I‘GCGC!'IT!'I'I’GAGCGACGAMTAMCI‘CTI‘GCAAMG
G S G QA PVUILNTLAGIHTCNZPDNNGT CHATFTLSTD E I NS C K s

310 330 350 370 390

TCAAMTGTCAAGGTCCFC@@C!ATCGG’I‘GGTGGCGCGGGGAGTN\TTCACICFCCICCGCCGACGA'I‘GCGMAC}\AGTCGG\MCZTCATHGGMC
QNVKVLLSIGGGAGSYSLSSADDAKQVANFIWN

410 430 450 470 490

AGCTACCTTGGCGGGCAGTCGGATTCCAGGCCACTTGGCGCTGCGGTTTTGGATGGCGTTGATTTCGATATCGAGTCTGGCTCGGGCCAGTTCTGGGACG
S YLGGO QSDSRPULGAAYVYULDGVYVYDTFDTIESGSGOQTFWDUV

510 530 550 570 590

,

. . .

TACTAGCTCAGGAGCTAAAGAATTTTGGACAAGTCATTTTATCTGCCGCGCCGCAGTGTCCAATACCAGACGCTCACCTAGACGCCGCGATCAAAACTGG
LAQELE KNV PG QUVIULSARAMPU QT CTPTIUPDAHTLDAATIIKTSG
610 630 650 670 690

ACTGTTCGATTCCGTTTGGGTTCAATTCTACAACAACCCGCCATGCATGTTTGCAGATAACGCGGACAATCTCCTGAGTTCATGGAATCAGTGGACGGCG
L FDSVWVQPF YNNZPUPU CMTFAUDUNADNTILILSSWNAQWT A

710 730 750 770 790

TTTCCGACATCGAAGCTTTACATGGGATTGCCAGCGGCACGGGAGGCAGCGCCGAGCGGGGGATTTATTCCGGCGGATGTGCTTATTTCTCAAGTTCTTIC
F PTS KL YMGULUPAARTEM AAPS GGV FTI PADVILTISOQVLTEP

810 830 850 870 890

CAACCATTAAAGCTTCTTCCAACTATGGAGGAGTGATGTTATGGAGTAAGGCGTTTGACAATGGCTACAGCGATTCCATTAAAGGCAGCATCGGCTGAAG
T I KA S SNVYG GV MLWS KAFUDNG Y SDSTIKSGSTIG *

910 930 950 970 990
GAAGCTCCTAAGTTTAATTTTAATTAAAGCTATGAATAAACTC QAAGTATTATAATMTIAAAAAGNAGAC‘ITCATCPT@CCM‘!TAGT CTCATATT
1010 1030 1050 1070 ] 1090

. - . . .

AMATTAGTGTGATGCAATAATTAATATCCTTTTTTTCATTACTATACTACCAATGTTTTAGAATTGAAAAGTTGATGTCAATAAAAACATTCCAAGTTTA

SEQUENCE 3




1 AAAAAGAAAA
51 CCTTTATTTT
101 ACATTGTCAA
151 GGAGGCAGGC
201 AGGAACAGTC
251 GCAGTGGCCG
301 TGTCAAGGCT
351 TCAACCCAAT
401 TCCCCATGGA
451 ACAGCACCTA
501 ATGTAACAAC
551 ATGGGCCTGG
601 AGATGCCCTG
651 TACGTGTCCT
701 GAAGCCTGCA
751 TACACAAGTA
801 GAGAGGCTGT
851 TTCTGGTTTT

SEQUENCE 4

AAAAAATGAA
GGCCAATACT
CAAATGCACC
GGCTCGACTC
CAGGCTCGCA
AGGTAATTGT
ATGGAAAAGC
CAGGACTTTG
ATTCAGCCCG
TTAACGAACA
CCATGTACTG
ATCATGTGGG
ATGCTTATAG
TCTGGTACTA
AAATTATGAC
GTACTAAGCA
GGGTCAGATT

AAGAAATAAA

5/53

CTTCCTCAAA
TTGTAGCTGT
TACACAGTCT
AGGCCAATCT
TTTGGGGTCG
GAGACTGGAG
ACCTAACACT
TCGACATCTC
ACCAATGGAG
ATGCCCAGCA
TGATAAAAAC
CCTACTGATT
TTATCCACAG
ATTACAGGGT
TATGTAATTT
CTATTAAATA
CTCTTGTTCG

GAAGATATAT

AGCTTCCCCT

TACTCATGCT

GGGCCGCGGC

TGGAGCATTA

AACCAATTGC

ACTGTAACGG

TTAGCTGAAT

TCTTGTTGAT

GATGTCGTAA

CAGTTGAAAA

CAATGAATAT

TGTCGAGATT

GATGATCCAA

TGTCTTCTGC

GTAGTTTCAA

AAAAAGAGAG

CTGTTGTCGT

ATCTGCTAAA

TTTTTGCCTT
GCCACTTTTG
CTCTCCAGGT
ATGTGAACCC
AACTTCGATG
GATGTTAGAG
TTGCACTTAA
GGATTTAACA
TCTCAGATGC
CACAAGGTGG
TGTTGTACAA
TTTTAAGGAA
CCAGTTTGTT
CCTTGAAATT
ATATATAAGC
TGACAAAGAG
TGTTGTAGCA

TTATTAAATG

meeN. AL

/
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10 30 S0 70 90

AAAAAGAAAAAAAAAATGAACTTCCTCAAAAGCTTCC CCTTTTTTIGCCTTCCTTT ATTTTGG CCAATACTTTGTAGCTGTTACTCATGCT
MetAsnPheLeuLysSerPheproPhePheAlaPheLeuTytPheGlyGlnTyrPheValAlaValThrH1sAla

110 130 A 150 170

GCCACITI'PGACA‘I’I‘GTCJ\ACAMTGCAC@ACACAGTCI’GGG CCGCGGCCTCTC CAGG'I‘GGAGGCAGGCGGCI‘CGACTCAGGCCAATCT
AlaThrPheAsleeValAsnLysCysThrTyrThrValrrpAlahlaAlaSerP:oGlyGlyclyArgArgLeuAspSerGlyGlnSe:

190 210 230 250 270

TGGAGCA‘!'I‘MTG’I’GMCCQ\GGMCAGTCCAGGCI‘CGCA‘I'I‘I‘GGGGTCGMC CAATTGCAACTTCGATGGCAGTGGC CGAGGTAATTGT
TrpSerIleAanalAsnProGlyThtValGlnAluAthleTrpGlyAquhrAanysAsnPheAspGlySetGlyAtgGlyAanys

290 310 330 350

GAGACTGGAGACTGTAACGGGATGTTAGAGTGTCAAGG CTATGGAAAAGCACCTAACACTTTAG CTGAATTTGCACTTAATCAACCCAAT
GluThrGlyAsprsAsnGlyMetLeuGluCysGlnGlyTyrGlyLysAlaProAsnThrLeuAlaGluPheAlaLeuAsnGlnProAsn

370 390 410 430 450

CAGGAC'I'I'I‘GTCGACATCrchFrGTI‘GANGAmAACATCCCCATGGM'ITCAGCCCGACCAA'I‘GGAGGATGTCGTMTCTCJ\GA’I‘GC
GlnAspPheValAsleoSo:LeuVu1AspGlyPheAsnIlePtoMetGluPhoSetProThrAsnGlyGlyCysArgAsnLeuArgcys

470 490 510 530

ACAGCACCTATTAACGAACAATGCC CAGCACAGTTGAAAACACAAGGTGGATGTAACAAC CCATGTACTGTGATAAAAACCAATGAATAT
ThrAlnProI10Asn01u01ncysProalaGlnLeuLysThrGlnGlyolycysAsnAsnProCysThrValIleLysThrAanGluTyr

550 570 590 610 630

- - -

TGTTGTACAAATGGGC CI‘GGATCATGTGGGCCIACI’GATITGTCGAGATI‘I’I’PTMGGMAGATGC CCTGATGCTTATAGTTATCCACAG
CysCYSThrAsnGlyPtoGlySerCysGlyProThtAspLeuSerAtgPhePheLysGluArgCysProAspAlaTyrSorTytProGln

650 670 690 710

GA‘I’GATCCMCCAGT'!'I’GTITACGTGTCCITCI’GGTACYM’ITACAGGGTYGTCI'ICI‘GCCC'I‘I‘GMA’I'NAAGCCPGCAAM’ITA’PGAC
AspAsthoThrSorLauPheThrCysProSerGlyThrAsnTyrArgValValPheCysProEnd

730 750 770 790 810

TATGTAATTTGTAGTTTCAAATATATAAGCTACACAAGTAGTACTAAG CACTATTAAATAAAAAAGAGAGTGACAAAGAGGAGAGGCTGT

830 850 870 890

GGGTCAGATTCTCTTGTTCGCTGTIGTCGTTGTTGTAG CATTCTGGTTTTAAGAAATAAAGAAGATATATATCTGCTAAATTATTAAATG

SEQUENCE 4 (a): Sequence 4 plus amino acid sequence of

polypeptide encoded by the coding region of
the gene




51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801

| 851
901
951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

GAGCTCCTCT
ATTAGACCAA
AAATTTAACT
CCCATCCGAA
TATAGTTAGT
TTCAAAGTCC
AAGACCGATC
CAATTGTCAC
GGCTGCTAGC
TTACATCTCA
ATTTTCCTCT
TCAGAGTCTG
ATGA?AATAA
ATTATAAATA
ATCAACTATC
GTTAGAATCC
CATTAAATCA
CGATTCGAGA
ATTGCTTTCG
AAATGAAAGT
TTCAAAATAC
TATGTATTTT
ATATAAACAA
GTAACGATGA
TAACTAGCTA
GAGAAAATAA
AATGATCAAG

CTTCATTAGC

SEQUENCE 5 (1)

AGGGGGCCAA
GAGTTTGTAA
GTTTTGCCCT
ATTCCAAATG
TGACAAAACA
ATCTTCTTAG
AAATAAAAGC
GTAAGTGCCA
TTCTGAGCTT
ACTAATATCA
AAAGAAGAAA
CGTGCCATAT
TTTCGAAATA
TTAGCTAATT
TCATATATAA
AGTTTCCTCT
ATTCATATAA
CTGTTATGGA
TGCAATAGCA
CATATAGAAC
GACCAATATT
ATCTTGAAAT
TAGATATCGT
TTAAGCAGGA
TAATTTCTTT
ATAACTTTAC
TTGACATGTT

CTACGAATAA

7/53

GGCAAACCTT
TAGCTACTCA
TATATCTTTT
GTCCATTATC
CTATCGAGAT
CTGCCTCCTC
CGCCATTAAA
AAACTCTTCC
CCTGGGATAT
AGAAATTAAA
ATGACTCCGG
TCACTAATGG
GAATTTGGGA
TCGAAATAAA
GGTGGAATAG
AATAAATGCA
TTTAAAAATA
AGGCGTTGCC
ATATGACATC
TTTAAAATCT
TATTACTTAC
TGAATTGAAA
TAAGTATTTA
ATTCCTCTGG
TGTAAAGTCA
ATCATCAAAC
AATAGCCAGG

CAAATCCAAT

TTTGCTAATG

ATTTCAATTT

GGTCCCGARAA

GGCAAGTAGC
ATCATTAGTA
ATTAGAGCCG
ATAATGAATT
AATACTTTGC
TTCTATGTTT
CAGGTGCAGC
TTACTGATTC
GTCGTTTGGT
TTTCATTTAT
TTTTACATTA
CTAATCTCAT
GCGAAATATT
CTAGACATGG
TTCGATGTAG
TTATTCTTAG
CTCAACTAGT
TTATGGATAA
ATATTAAATT
CCACAAACAT
TTGTGCAGGA
AGATAGTACG
TCATCTTCTT
TCACCGGGGG

ATTATATTTA

GGAAAAAAAT
ACAAAGGGGA
CATAAAATAT
TTTCTTTTAT
TAATAATAAC
CCACTAAAAT
TTAGGACTCT
TGCAACTTGG
ATCTCTTAAT
AAATCATAAA
ATTGGCCTTT
ACAAGAAATA
TTCATATTTA
AAATAGTGAA
AGCCACCTCA
AGAAGACTTT
AAAAAAAAAA
ATTCTCATCC
AACTACTTTT
TTTAAGGGAA
ATTTAAATAA
ACTTGGTTTA
TTTATTAGTT
TGAAAGAAAC
GCACCTTATG
TTTTCCACAA
CGGCTCTTAA

CACAAGGCTA

JUD:.
Advoké

:a

.'/‘

ben KORECEK

tni poiad.

11504 PRAJA 1,

-

€. 10
Zitng 2%



1401
© 1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1501
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851

TAfATATATC
AAGTCTTCCC
CTGCTATCAC
GCAGGTTTCT
TAATTTTGTG
TTTCTTTTCA
TCATTTAGCG
ACTTTTCAAT
TTTAATTAGA
GCATAGTGAG
TATTAACCCA
TGTTAGTTTG
TACCTTAACC
TATACGACCA
TGTT?AATAC
GTCACATAAA
GGAGGGGACC
TTAGGAGCCC
CCCACTAAAT
AATCGATAGG
TGGGAAGTTA
TTATGATCCA
AAGTTATGTT
ATGGAACATG
AGATGTTAAG
CTGGCACATC
TACAAAGCAA
TTCTGTAGAC
CGTTTAGGAA

AGGGACACAC

SEQUENCE 5 (2)

8/53

TCAATATAAA

ATCATGTCTA

ACTCCTAGGA
GGTCAAATAT
TGCGCAAAAT
AATTGCTTGT
ATAGTTATTT
TTGAGGGGAG
CTAATTCCCA
TCTTTTAACA
TAACATATAC
TTCCAAAAAG
TTAATAGAAT
TAATTTTCAA
CACAACTTTC
TTAAAATAGA
CTACTGTAAG
GTCTGGACAT
TTCTAACACT
TGTTTGCTAT
TACAGCTCTA
AATCATGGAG
AGGACTTCCC
CAAGATGGTG
ATTAAGTATA
TTACCTAACC
TTGGTGAAGC
ATGACCTTGA
CGATGCTAGG

GTGCACCTTT

TAGCTCGTTG
CCTCACATAA
TTACTACTTG
TTGAACTTCC
TTTAATTTAG
GTTTTTTTCT
GCTCTATTTT
GACAGTGAAT
TTTGATTTAT
CACAGATTTG
ACCTTCTGTT
GACGGACATA
TTTTTATGAC
ATATCTTATA
AAATTCTTCT
GGAAGTATAC
TTTTTAAGTT
AAAAAAAAAT
ATTTTGTAAT
GGAATGCTAG
CAAGTCAAGA
CTTTACAAGC
AATTCAGATG
GGTACAGAAA
TTGCTGTTGG
TCATTTCTTA
TGGTTTGGGA
TTGGAAACTC
TGGTTTGTTG

ACTCGTTAAC

TTCATCTTAA
ACATAATACT
TTGCCAGCAG
CAGCCAAAAA
TTGATAGTTA
CAAATTAACT
TGTGTAACAC
CTAAGATTGA
TGGCTAGAAG
AGTTAAAGCT
CTAATTTCTT
TTTGATATTT
ATCACATATA
GTCGTACAAA
TTTCCTTAAA
TACATCAATC
TTCAAGAATT
TCCTTTTTTT
TCTTATTGAG
GCAACAACTT
AACATAGGAA
ATTAAAAGGC
TGAAGCACAT
AATGTTAAAG
GAATGAAATC
CTCCTéCTAT
AACAACATCA
TTATCCACCA
ATCCCATTGT

ATTTACCCCT

TTCTCCCAAC
CCTCAAATGG
CATTGACATA
TATTGTCTTA
TTTGCTTATT
TGCACCGTAT
TCACTCACAA
AATTTATGAG
TCAATTATTT
ACTACGTTCG
TGACACTTTT
GAGAATACTT
TTATGGAATA
TATTATAGCA
AACAAAATAT
AGCCCCTAGT
CAGTAATTGA
CCAAAAAATG
CAGGGGGCTC
GCCAAATCAT
GACTGAGGCT
TCAAATATTG
TGCTTCCGGA
ATTTCTGGCC
AGCCCTGTCA
GGTAAATATT
AGGTCTCAAC
TCACAGGGTT
TGGCTTCTTA

ATTTCAGTTA

JUDr. lvan KORECEK
Advokatni sovndin & 19
PRAMA 1, Zina 2%

115 08

’
‘



2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301

4351
4401

4451

TTCTGGTAAT
CAAATGTGGT
GCAATGCTGG
TGTAGGGATT
GAGCCACATA
GCTAAAGAGG
TGCCATGTTT
GATTGTTTTC
TCTGGTGGAG
CGTAAGTGAG
ATTCCTTGGA
CAAGATACTA
TCCAGTGACG
ATTGGTAATT
ATTAATTATA
CAATéTTTAG
AATCTTTATT
CAAGCAACTG
AATATATTAT
ATAAGGTATT
TCTTATCACA
ATAAGCATTG
CCATCAAATC
AGCTCTGCTA
CCAACCAAAA
TTGTCATTCG
TTGCCAGCTG
CGGGGTATTT
AAGTTATGCA

CAACAAACGG
AAACTAGCTC

GAAGACTCTA

SEQUENCE 5 (3)

9/53

CCAGGCCAGA
GGTACAAGAT
ATTCTGTGTA
GTTGTGTCCG
TGACAATGCA
GTAGCCCAAG
GATGAGAACA
CCCCAACAAG
TTTGGGACAG
ATGTGAGCTG
TGGAAAACCT
AATAACATTG
ATGCAACTCT
TGGCAAGAAA
CATCAGTTCC
TTATTTATTA
TGGCAAGGCT
ATCTTTCTTT
AATGTCACCT
TCACGTCGTA
AATTTCTCTC
CTTTTACTGT
GCTTGGTATT
AAGTCTCATT
ATGTAGAAAA
AGTGAAGGAA
ATTGTCATAG
CCTACCTCGC
CGAGGCCCCC

GATAACTTCC
CGTGTGAATT

TTCAGAGAGC

TTTCTCTCCC
GGTTCéCGCC
TGCTGCCCTC
AGAGTGGCTG
GCAACTTACT
AAAGCCTGGA
ACAAGAACCC
CAGCCCAAAT
TTCAGTTGAA
ATGAGACACT
AGTAAAAACA
CATGTCTCTG
GAGTGGTTTT
CTTTCTGTAA
ATGTTTGATC
ATTAGTGTCT
TGATATATTT
TATCCCGTTT
ACTCTGTGGT
TCAGGTCGAA
AACTTCTAGA
ATGTTTCTCT
TCTCGCTCCC
CTTCAGCTTC
AATCTTTGAT
GGTGCTGGAA
GAAAAAGAAA
CTTTGATCAT
TGCGAATCCA

AGCTAAGAGA
GTCCATTTCA

AGCAAAAGAG

CTATTCTCTT
AATATAGGAA
GAGCGATCAG
GCCATCTGCT
TGAGGAACTT
CCTATTGAGA
TGAACTGGAG
ATAATATCAA
ACTAATGCTA
TGAAATCTCT
AGAGAAATTT
TAAGTCCTCA
AAATTCCTTT
GTTTGTGAAT

AGATTGGGAT

TTATCATTTG

GAGTTACTCT
CTCCGTTAAA
TTAAGACATT
AAAAATAATG
CCAATTGAAT
CTATCAATTC
ATTTAACCAA
TCAAACCACT
CCACATGTAA
ACGCGACATC
AGTTGATCAG
AGCTCTAGGC
TAAATCTAAG

TCTATTTTGA
TCAACTCCAA

CTC

TTTACAGCAC
CTTATTTGAT
GAGGGGCATC
GGTGCATTTG
AATTCAACAC
CCTATATATT
AAACATTTTG
CTTTGGGGTC
CTGCTTCTCT
TTACATACGT
TTTCTTTATG
TGGATTGTTA
TCTTTGTGAT
TTCATGCATC
TTGGTAACTT
ACTATCAATT
TAGGTATTTG
CCTCATTAGA
CCCTTACATT
GTACGCTCTT
CTTGTCTCCA
AAGGCTCAAG
TCGAGCTGTT
CAGAGCTTCT
AACCCCAGAA
AAACACGGAT
ATAGTTCGTG
TTGCGAAACT
AAGCATGCCA

TCTTACCCAC
AGGCAGGAAA




51
101
151
201
251
301
351
401
451

501

551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351

GAGCTCCCTT
TATACCAAGT
ATTTGACTAT
CCATCCGAAA
ATAGTTAGTT
TCAAAGTCCA
AGACCGATCA
GATTGGCACG
GCTGCTAGGT
TAATTTACAT
TAAAATTTTC
CTTTTCAGAG
AATAATAATA
TTTAATTATA
TAAAATCAAC
GCCACTCACA
GGTTAGTCTT
AGAAAATTTT
AGCACTTAAG
AGAGTTTTAA
CGTTGTCTTC
TGACATCTTA
ATACTCAAAT
AGGGAATTCA
ATGATATGAA
TTTAATATAA
ACTACAGAAG

GGTTGTGCAG

SEQUENCE 6 (1)

10/53

GGGGGGCAAG
GTTTGTAATA
TTTGCCCTTA
TTCCAAATGG
GACAAAACAC
TCATCTTAGC
AATAAAAGCC
TAAGTGCCAA
TCTGAGCTTC
CTCAACTAAT
CTCTAAAGAA
TCTGCATGCC
ATAATTTCGG
AGTATTAGCT
TATCACATGT
TAGAATATCC
CATGAGAATC
CATTAAATCA
ATACAATAAA
ATAGGAAAAA
AAAGTAGATT
CTCTTAAGAT
GAAAGTTTTA
AAATACGACC
TTTTATTTTA
ACAATAGATA
ATTTTATTAT

GATGAAAGAA

GGCAAAACTT
GTTACTCAAT
TATCTTTTGG
TCCATTATCG
TATCAAGATA
TGCCTCCTCA
GCCATTAAAA
AACTCTTCCA
CAGATATGGG
ATTAAGAAAT
GACAATGAAT
ATATTCACTA
GATAGAATTT
AATTTCAGAA
AGAAGGTGGA
TTATTTATCT
CAGTATCCTC
ATTCATATAA
AGATGTACCG
AAAAACGGTT
CTCATTCATT
ACAGCGAGCC
GAGAACTTTC
AATATTTATT
AATTTGAATT
TCGCTAAGTA
TTGTAACGAT

AGTAACTAGC

TTTGCTAAAT
TTGAATTAAC
TCACAAAAAC
GCAAGTAGCT
TCATTATTAT
GTAGAGCCGC
TAATGAATTT
ATACTTTGCT
ATATTTCTAA
TAAACAGGTA
CCGGTTACTG
AGGGGTCGTT
GAGATTGCAT
TAAATTTTAC
ATGGAATAGC
CACTATTTTA
AATAAATGCA
TTTAAAAATA
TTAATAATAA
CGAGACACTC
GCTCTGGTGC
ACTCTACAAT
AAATCTCTCA
ACTTACTTAC
GAAAATATTA
TTTACCACAA
GATTAAGCAG

TATAATTTCT

GGAAAAATAT
AAAGGGGCAA
ATAAAATATC
TTCTTTAATT
AATAATAACT
CAGTAAAATA
TAGGACTCTC
GCAACTTGGG
GTTTATCTCC
CAGCAAATCA
ATTCATTGGC
TGGTACAAGA
TTATCTTGTG
ACTAAAATAG
TAATCCCATA
CCAAATGATC
GTAAGAAGTT
TTAGATATGG
AAGATAAGAT
TTATGGAAGG
AATAGCAAAA
CTTCTATTGT
ACTACTTTTA
TTATAGTTAA
AATTACTTGA
ACATGGAGAT
CTATTCATCT

TTTGTAAAGT

—_______T



1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851

CAAGATAGTA
ACTCATTTTC
GGTCAGCCGG
CCAATAATAT
TAAATAGCTC
TCTACCTCAG
AGGATTACTA
ATATTTGAAC
AAATCTTAAT
TTGTGTTTTT
ATTTGCTCTT
GGGAGGGCGG
CATTTGATTT
CACATACACC
ACATQTTCCC
CCAAAGAGAA
TTTATTCTCA
TACAAGTTCC
TAACACAATT
TTATGTCACA
ACCATGTCTA
AGTTTCTAAC
GTGTTTGCTA
ATACAGCTCT
AAATCATGGA
TAGGACTTCC
GCAAGATGGT
GATTAAGTAT
CTTACCTTAC

ATTGGTGAAG

SEQUENCE 6 (2)

11/53

CGGCACCTTT
TTTTTTCCAC
GGCGGCTCTT
TCCACTCGAA
ATTGTTCATé
ATAAACATAA
CTTGTTGCCA
TTCCGAGCCA
TTAGTTGATA
TTCTCAAATT
TTTTCGGGTA
TGAATCTAAA
ATTGGCTAGA
GACCTGAGTC
TCTGTTCTAA
TGACATATTT
ACCTTTTATA
AAATATCTTA
TTCACATTCT
TAAATTAAAR
CTGTAAGTTT
ACTAATTCTA
TGGAATGCTA
ACAAGTCAAG
GCTTTACAAG
CAATTCAGAT
GGGTACAAAA
ATTGCTGTTG
CTCATTTCTT

CTGGTTTAGG

GGANNAAATA
AAAATGATCA
AACTTCATTA
TATTTACATT
TTAATTCTTC
TACTCCTCAA
GCACCATTGA
AAAATATTGT
GTTATTTGCT
TACTTGCACT
ACACTCACTC
ATTTGAAATT
CGTCTATTAG
AAAGCTATTA
TTTATGTGAC
GATATTTAAA
ACATCACAAA
TAGTCTGTAC
TCTTTTTCTT
TGGTTACATC
TTAACTTTTC
ATTCTTATTG
GGCAACAACT
AAACATAGGA
CATTAAAAGG
GTCAAGCACA
AAATGTTAAA
GGAATGAAAT
ACTCCTGCCA

AAACAACATC

TAMAAACTTGT
AGTTGACATG
GCCTACGAAT
TACACAAGGC
CAACAAGTCT
ATGGCTGCTA
GATAGCAGGT
CTTATAATTT
TATTTTTCTT
ATATTCATTT
ACAAGCTTTT
TATGAGTTTA
TTGTATAGTA
GGTTCGTATT
ACACTTTCTG
AATATTTTAA
TATTATGGAA
AAATATTATA
AAACTTTGTG
ATCCCCTAGT
AAGAATTACA
AGCAGGGGCT
TGCCAAATCA
AGACTGAGGC
CTCAAACATT
TTGCTTCCGG
GATTTCTGGC
CAGCCCTGTC
TGGTAAATAT

AAGGTCTCAA

ACATCAT'CAA
TTAATAGCCA
AACAAATACT
TATCTCAATA
TCTCATCATG
TCACACTGCT
TTCTGGTCAA
TGTTGGTGCA
ATCAAATTGC
AGCGATAGTT
CAAATTTGAG
GACTAGTGTC
AATCTTTTAA
AACACATAAC
TTAGTTTCTT
CTTTAAACTT
CATATTAGAC
GCATGTTTAA
CCGAATTAAA
GGAGGGACCT
TAATTGATTT
CAATCAATAG
TTGGGAAGTT
TTTATGATCC
GAAGTTATGT
AATGGAACAT
CAGATGTTAA
ACAGGCACAT
TTACAAAGCA

CTTCTGTAGA



12/53
2901 CATGACCTTG ATTGGAAACT CTTATCCACC ATCACAGGGT TCGTTTAGGA
2951 ACGATGCTAG GTGGTTTACTbGATCCAATTG TTGGGTTCTT AAGGGACACA
3001 CGTGCACCTT TACTCGTTAA CATTTACCCC TATTTCAGCT ATTCTGGTAA
3051 TCCAGGGCAG ATTTCTCTCC CCTATTCTCT TTTTACAGCA CCAAATGTGG
3101 TAGTACAAGA TGGTTCACGC CAATATAGGA ACTTATTTGA TGCAATGCTG
3151 GATTCTGTGT ATGCTGCCCT CGAGCGATCA GGAGGGGCAT CTGTAGGGAT
3201 TGTTGTGTCC GAGAGTGGCT GGCCATCTGC TGGTGCATTT GGAGCTACAT
3251 ATGACAATGC AGCAACTTAC TTGAGGAACT TAATTCAACA CGCTAAAGAG
3301 GGTAGCCCAA GAAAGCCTGG ACCTATTGAG ACCTATATAT TTGCCATGTT
3351 TGATGAGAAC AACAAGAACC CTGAACTGGA GAAACATTTT GGATTGTTTT
3401 CCCCCAACAA GCAGCCCAAA TATAATCTCA ACTTTGGGGT CTCTGGTGGT
3451 GTTTGGGACA GTTCAGTTGA AACTAATGCT ACTGCTTCTC TCATAAGTGA
3501 GATGTGAGAT GAGACACTTG AAATCTCTTT ACATAAGTAT TGCTTAGATG
3551 GAAAGCTTAG TAAAAACAAG AGAAATTTAT TCTTCATGCA AGACACTAAA
3601 TAACATTGCA CGTCTCTGTA AGTCCTCATG GATTGTTATC CAGAGACGAT
3651 GCAACTCTGA GTGGTTTTAA ATCCCTTTTC TTTGTGATGT TGGTAATTTG
3701 GCAAGAAACT TTCTGTAAGT TTGTGAATTT CATGACTTTC TGTAAGTTTG
3751 TGAATTTCAT GCACCATCAA TTATACATCT TTTCCATGTT TGATCACATT
3801 AGGATTTGGT AATTGCAAAG TTTAGTTATT TATTAATTAG TGTCTTTATC
3851 ATTTGACTCG ATCAATTAAT CTTTAATTGG TAAGGCTTGA TATATCGGAG
3901 CGACTCTTAG GTAGTGGCAT TCAACTGATC TTTCTGTTAT CCCATGTCTC
3951 CGTTAACCCT CATTAGAAAT ATATTATAAT GTCACCTAAA TCAGAGGTTT
4001 TAGAGCTTCA AAATCGATTG ACAACAGTTT TGGAGTTACA CTGTGGTTTA
4051 GGACATTCTG TTACATTATA AGGTATTTCA CGTCGTATCA AGGTCGAATA
4101 AAATAATGGT ACGCTCTTTC TTATCACAAA TTTCTCTCAA CTTCTAGACC
4151 AATTGAATCT TGTCTCCAAT AAGTATTGCT TTTACTCTAT GTTTCTCTCT
4201 ATCAATTCAA GGCTCAAGCC ATCAAATCGC TTGGTATTTC TCGCTCTCAA
4251 TTAACCAATC GAGCTGTTAA CTCTGCTAAA GTCTCATTCT TCAGCTTCTC
4801 AAACCACTCA AAGCTTCTCC AACAAAAAAA GTAGAAAAAA ACTTTGATCC
4351 ACATGTAAAA CCCCATAACC ATGTCATTCG AGTGAAGGAA GGTGCTTGAA

SEQUENCE 6 (3)

JUDr. nvanx-‘KQgEc‘EK

'Advokétnj‘:pﬁ'r}.' aé 10
131504 PRAHA 1, Litna

E
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4401
4451
4501
4551
4601

4651

SEQUENCE 6 (4)

ATGCAACGAA

ACTTGATTAG

AGCTTTAGGC

AAATCTGAGG

CTATTTGATC

AACTCCAAAG

CAAACACGGC
ATAGTTCGTG
TTGCGAAACT
AGCATGCCAC
TTACCCACTA

GCAGGAAAGA

13/53

TTTGCCACTG
CGGGGCATTT
AAGTAGAACC
AGCAAAAAGG
ACTAGCTCTG

AGACTATTGA

CTTGTGATAG
CCTACCTCGC
TAAGGCCCCA
TTAGCTTTCA
TGTGAATTGT

GAGAGCAGCA

GTAAAAGAAA
CTTTGATCTT
GCGAATCCGT
GATAAGAGAT
CCATTTCATC

D,
Advokast

tan KORECEK
i poradna ¢ 10

TiS 04 PRAHA 1



1- 50 AAAAAAAARA
51-100 ATCACCAATG
101-150 GCTTGGCACA
151-200 ATGCTGAAGA
201-250 TTATGATGCA
251-300 CTGGTGATGA
301-350 ACTTCTCACG
351-400 AGGGTATTGC
401-450 GAGGACCCAT
451-500 GCAATTGGAC
501-550 TACTATATCA
551-600 ACAAGCCATC
601-650 GCGGATCAGG
651-700 CATTAACGGT
701-750 ATCGAATTGG
751-800 GGGGAAAACT
801-850 TTCGTTACAT
851-900 TAATTAATGA
901-950 TTCTGTTATT
951~ 0 GCTTTTAAGT
1001- 20 GAAATAAAAG
SEQUENCE 7

14/53

AAAMACATARA
GCATTGTTTT
AGGCATTGGT
ATAGGAACGA
TTCATAGCTG
TACTGCCCGT
AAACTACTGG
TTTGTTAGGC
CCAATTGACA
AAGAGCTAGT
TTCAAAACAG
TTCCCACGAC
CGGCGAATCG
GGAATTGAAT
ATACTACAGG
TGGACTGTTA
AGAATGCAGA
ATAAGGGGAT
TGTCTTCTTG
GATGAGGCTA

TTCCTTGTCT

GAAAGTACAG
GTTGTGTGTT
TCTATTGTAA
CGGTAGATGT
CTGCCAATTC
AGGAAAGAAA
TGGATCCCTG
AAAATGACCA
AACCGAAATA
TAACAACCCT
CTATATGGTT
GTTATCATCG
AGTACCAGGT
GTGGCATAGG
AGGTATTGTG
CAACCAAAGG
TCATGTTATG
TGTGTATCCA
GGAAGAACCA

CTGCATTGAT

AGGAAAATGG

TTTCCTGTTC

CGAGTGACTT

CCTGCCAATG

CTTTCCTGGT

TTGCTGCCTT

AGTGCAGAAC

GAGTGACAGA

ACTATGAGAA

GATTTAGTGG

TTGGATGACA

GTCGTTGGAC

TACGGTGTAA

ACGGAATGAC

GTATGTTAAA

AACTTCGGCC

TATACAAGTT

TTAAGAATTA

ATAGCTCCTA

GAAAACGAAA

AGTTTTCTGG
TTAACAGGGA
GTTCAACGAG
GCTTCTACAC
TTTGGAACTA
TTTCGGTCAA
CATTTACAGG
TATTATGGTA
AGCTGGAACT
CCACAGATGC
CCACAGGACA
TCCGTCTGCC
TTACCAACAT
GCAGTGGAAG
TGTTGCTCCG
AGGGCTAGGC
ATATTTGTAT
GGTGAAATAT
TATATGAGGC

TTTCTATCCA



1- 50
51-100
101-150
151-200
201-250
251-300
301-350
351-400
401-450
451-500
501-550
551-600
601-650
651~700
701-750
751-800
801-850
851-900
901-950
951- 0
1001- 50
1051-100

1101-107

CAGGTGCTCA
TCTCCAGCAG
GAGAATATAT
ACATTGAGCT
GCTAGCCAAG
TGGTAATGTC
TAAATGAAAA
ATTCAAACTG
CACAGCTATT
GGAGATTCAA
CTAGTGACCA
AATAGCAAAC
CTGAAGTTGT
GCCATCTTAG
TTTGGAGATT
AATTAACATC
CACGTGAAGG
GTTTTCGCTC
TTTTGGACTA
ACTAGTTAAA
GTATGAAGAG
TGCTCATAAA

CCATCAA

SEQUENCE 8

AGCAGGAGTT
ATGTTGTGTC
GATCCTGACC
CATGCTAGGT
CCAATNCAGA
AAGTTCAGGT
CTCTAAGTAT
CCATATCTGG
GAAACTGGAC
AGATGATGTT
ATCGCGCCCC
AATGCAGATA
TGTAAATGAT
ATGCCACATA
GTTGTATCAG
CATTGACAAT
GAGGGAGTCC
TGTTTGATGA
TTTTCAGCAA
AGCAAGAGGA
AAAGTAGTCC

GAAAGCAGTT

15/53

TGTTATGGAA
GCTATGCAAC
AGCCAACTCT
GTCCCGAATC
TACTTGGGTC
ATATAGCAGT
GTACCTGTCC
TGCTGGTCTT
TTACTACAGA
CGACAGTTTA
TTTGCTTGTC
TTAAGCTTGA
AACGGAAGAG
CTCGGCCCTT
AGAGTGGTTG
GCCAGGACTT
CAAAAGGCTT
AGATCAGAAA
ACATGCAACC
GAGCATTAAT
ATTGGCACTA

ATTACAATAA

GGCAAGGGAA
CGAAACAACA
CGAAGCGCTT
CGGACCTTGA
CAAAACAATG
TGGAAATGAA
TTCTCAACGC
GGAAACCAGA
CACTTCTCCT
TAGAGCCTAT
AACCTTTATC
GTATGCACTT
GATACCGAAA
GAAAAGGCTA
GCCTTCAGCT
ATAACAACAA
CCGGTCCAAT
GACCCTGAAA
AAAGTACCAG
AGGAATAAGG
TGTACTGAAA

TGAAACACTT

TGGATTACCA
TTCGTAGGAT
AGAGGCTCCA
GAATGTTGCT
TTAGGAACTA
GTTAGTCCCT
CATGCGAAAC
TCAAAGTCTC
CCATCAAATG
CATCAACTTC
CTTACTTTGC
TTTACATCCT
CCTTTTTGAT
GTGGCTCGTC
GGAGCAGGAC
CTTGATTAGT
AGAGACCTAC
TTGAGAAGCA
ATCAGTTTTA
ACTTTCCTTT
CTATATATCA

ACAAGAAAAG
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Construction of pBS-PR1013 cia

17/53

From Atobchr PR1013
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Construction of pBS—PR1013 Eco
From Atobchr PR1013
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Construction of pBS-PR1013 Eco
From pes—-PR1013 Cla

C

BIUG

] i

> R
pBS- R :
PR1013 Cla R Bluescript

lXEco RI

| xEco RI

lXLGT Agarose lXLGT Agarose

l mix
l ligate

l transform

FIGURE 4
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Construction of pBS-PR1013 Eco A Pst
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Construction of pBS-PR 1013 Eco APst AXho
From pBS-PR1013 EcoAPst
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Construction of pClB27O

pBS-PR1013
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Construction of M13 mp18-PR1013 EcoA Pst AXho
and M13mp19-PR1013 Eco A Pst A Xho
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Construction of pCIB268

RFof M13mp 18- pBS-PR1013
PR1013Eco EcoaPstaXho
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l ligate

1 transform

FIGURE 10
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Construction of pCIB269

5 PCIB268
e
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FIGURE 11
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Construction of pBS GUS [-2°
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FIGURE 12
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Construction of pCIB271

N SR
X
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FIGURE 14




HINDIII
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57 deletion of PR1A promoter sequence (Alul

Gus

FIGURE 15
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PRla Promoter in front of truncated Bacillus thuringensis endotoxin

gene cloned into Sall/BamHI digested pCIB710

FIGURE 17
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thuringensis endotoxin gene
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pCIB1216
9228

HindIIX

HindIII HindIII
PRla promoter in front of a wild type Arabidopsis AHAS gene

cloned into Bluescript

FIGURE 20
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Promoter sequence from PRla gene in front of a wild type Arabidopsis

AHAS gene cloned into pCIB200.
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Promoter sequence from b-1,3 Glucuronidase clone pBSGluc39.1 in front

of a truncated Bacillus thuringensis endotoxin gene

FIGURE 24
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of a wild type Arabidopsis AHAS gene
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Promoter sequence from b-1,3 Glucuronidase clone pBSGluc39.3 in front

of the GUS gene from pBSGUS1.2.
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FIGURE 30
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Promoter sequence from b-1,3 Glucuronidase clone pBSGluc39.3 in front
of a wild type Arabidopsis AHAS gene
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