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Vynalez se tyka zpusobu kontroly rostlinnych pathogeni pro-

teinem, ktery se ziskd genetickou modifikaci rostliny, aby
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produkovala protein,

Dosavadni stav techniky

Je dobfe znamo, Ze enzymaticky ucinek oxidazy glukozy‘
je antibakterialni. Vv pritomnosti kysliku oxidaza glukozy
katalyzuje oxidaci glukozy na delta-glukonolakton a perdxid
vodiku. Antibakterialni plsobeni je vyvolano jak oxidac¢nim
potencidlem peroxidu vodiku, tak pritomnosti delta- glukono-
laktonu, ktery je zndmy inhibitor glykosyltransferazy.

Antibakteridlni uc¢inek produktl tohoto enzymu vedlo
k jeho velmi rozsirenému pouziti v potravinarském prumyslu,
kde se povazuje za GRAS slouceninu (obecné povazovana za
bezpeénou). Jako takova se oxidaza glukozy pouZiva k zameze-
ni bakterialniho zkaZzeni pfipravenych potravin. V lékarstvi
se oxidaza glukozy pouziva jako enzymaticky baktericid, kte-
ry je souddsti obvazl ran, zubnich paratek, zubnich vlaken
a miniaturnich zubnich kartadéku. Oxidaza glukozy byla rovnéz
zminéna jako zplUsob kontroly zubniho kazu.

Nejnovéjsi zpravy ukazaly, ze oxidaza glukozy je sou-
asti biokontrolniho mechanismu pouzivaného Penicillium dan-
gearii ke kontrole rostlinné pathogenni houby Verticilli:m
dahliae (Kim aj., 1988, 1990).

Avséak pouziti oxidazy glukozy jako prostfedku pro rost-

liny, aby se chranily samy proti pathogennim organismum, se
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povazZovalo za madlo nadéjné pro povahu enzymatického ucinku.
Za prvé je v rostlindch malo volné glukozy. Zdalo by se, Ze
enzym bude mit nedostatek substratu, aby produkoval dost pe-
roxidu vodiku a nebo delta- glukonolaktonu, aby pfekonal
utok pathocgenu. Za druhé, pritomnost takového enzymu v rost-
linné bunce, spotfebovavajiciho glukozu a produkujiciho .
i malé mnozstvi peroxidu vodiku, by se povaZovala za zhoub-
nou pro vitalitu bunky. Neocekdvalo by se, 2Ze transgenni
fostliny vyjadrujici oxidazu glukozy by se vyvijely normdl-
né, at jiZ jako regenerované rostliny nebo jako ndsledujici i
generace.

Predmétem tohoto vyndlezu je zajisténi oxidazy glukoc:zy,
ktera by se mohla bezpeéné vyjadrit v rostlinnych burkach
a zabezpecit odolnost téchto bunék. DalsSim predmétem tohoto
vynalezu je zajisténi zpusobu transformace rostlin, aby vy-
jadrovaly oxidazu glukozy, ktera by se mohla bezpec¢né vyjad-

it v rostlinach a zabezpecit odolnost téchto rostlin.

Podstata vynalezu

Prekvapivé se 2zjistilo, Ze gen pro oxidazu glukozy
z Aspergillus niger lze pouzZit k transformaci rostlin, které

se vyvijeji normdlné a odolavaly utok pathogenu. Je tedy

predmeétem tohoto vyndlezu zajisténi genetickych konstruktl
obsahujicich gen pro Aspergillus oxiddzu glukozy (AGO) uZi-
tec¢nou pro vlozZeni do rostlinnych bunék. Je jinym predmétem
tohoto vynalezu zajisténi transformovanych rostlin odoluyci:
proti pathogenim, obsahujicich takovy geneticky material.
Mimo to se rostliny mohou transformovat, aby také vy-

jadrovaly Jjiné antifungicidni proteiny nebo insekticidni
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proteiny, napriklad s pouZitim genu Bacillus thuringiensis
(BT). Pfiklady rostlin transformovanych aby vyjadrovaly yeny
B.t. Jjsou popsany v Evropské patentové pfihlasce ¢islo 0
385 962, ktera odpovidd US poradové ¢islo 07/476,661, podane
12. Unora 1990 (Fishhoff aj.), kterda je sem zahrnuta touto
referenci. Gen B.t. lze zabudovat do rostliny podle tohoto
vyndlezu souéasnou transformaci, postupnou transformaci, ne-
bo Slechténim.

V souladu s jednim aspektem tohoto vynalezu se zajistu--
je rekombinantni molekula DNA s dvojitou Sroubovnici obsahu-
jici v pracovni sekvenci:

a) promoter, ktery vyvolava v rostlinné bunce produkci
RNA sekvence a

b) strukturni kodujici sekvenci, ktera kdéduje produkci
AGO,

c) 3' neptelozZenou oblast, kterd plisobi v recené rost-
linné bunce to, 2Ze se polyadenylatové nukleotidy pripoji
k 3' konci RNA sekvence.

V souladu s jinym aspektem tohoto vynalezu se zajistuje
zpusob produkce geneticky transformovanych rostlin, které
vyjadrfuji antipathogenni mnozstvi AGO zahrnujici kroky:

a) vlozeni do genomu rostlinné bunky rekombinantni mo-
lekulu DNA s dvojitou Sroubovnici obsahujici:

i) promoter, ktery vyvolava v rostlinné bunce produkci
RNA sekvence,

ii) strukturni kodujici sekvenci, ktera kéduje prew. . .
AGO,

iii) 3' nepreloZenou oblast, Ktera pusobl v rostlinne

bunice to, Ze se polyadenylatové nukleotidy pripoji k 3' kon-



ci RNA sekvence,

b) ziskani transformovanych rostlinnych bunék a

c) regeneraci geneticky transformovanych rostlin, které
vyjadfuji antipathogenni mnoZstvi AGO z transformovanych
rostlinnych bunék.

Také se zajistuji v souladu s jinym aspektem tohoto vy-
ndlezu transformované rostliny, které obsahuji DNA majici

shora zminéné prvky (i), (ii) a (iii).

Tak jak se zde pouziva, vyraz "Aspergillus oxidaza glu-

kozy" nebo "AGO" se pouZiva k oznaCeni oxidazy glukozy pfi—
rozené produkované Aspergillus sp. nebo majici homologii
alesport 80 %, vyhodné alespon 90 % s takovym enzymem, nap-
riklad enzymem kdédovanym SEQ ID NO: 1.

Tak jak se zde pouziva, vyraz " kontrola mikrobidlniho
poskozeni" nebo "odolnost proti pathogenum" se pouziva k oz-
nac¢eni vlivu na redukci poskozeni udrody v dusledku infekce
bakteridlnimi nebo houbovymi pathogeny.

Tak jak je zde pouzivan, vyraz "strukturni kodujici sek-
vence" znamena DNA sekvenci, ktera kéduje polypeptid, ktery
miZe rovnéZ udélat bunka po transkripci DNA na mRNA s nasle-
dujici translaci na Zadouci polypeptid.

Tak 3jak je zde pouzivan, vyraz "stanovisté rostliny"
znamenda oblast bezprostfedné obklopujici rostlinu véetné

rostliny a oblasti jejich korena.

Prikladnd provedeni vynalezu

Jedno provedeni tohoto vynalezu zahrnuje protein isolo-
vany z Aspergillus niger. Tento protein, oznaceny AGO, se

¢istil do homogenity. Inhibuje rust agronomicky dulezitych




houbovych pathogent véetné Verticillium dahliae, jednoho

z nejrozsifenéjSich a nejskodlivéjsich houbovych pathogenty,
pusobiciho nemoci mnoha rostlin, Phytophora infestans (Pi),
pathogenu pusobicimu pozdni hniti brambor a rajcat, Botrytis
cinerea (Bc) zdroji $edé plisné mnoha rostlin a zelenin,
Septoria nodorum (Sn) pri¢iné skvrnitosti psSenice, Pseudo-
cercosporella herpotrichoides (Ph) pri¢iné ockovitosti pse-
nice, Gaeumannomycés graminis var tritici (Ggt) pri¢iné hni-
ﬁi zelenin, v tak malém mnozZstvi, jako je 50 ng, za pokus- .
nych podminek. Také se zjistilo, Ze inhibuje Erwinia carcto-
vora, pri¢inu mékké hniloby brambor, posklizrové nemoci
brambor. O¢ekavd se, Ze je schopny kontrolovat mnohé jiné
pathogenni organismy rostlin, coZ Jje zaloZeno na produktech
jeho enzymatické aktivity delta- glukonolaktonu a peroxidu
vodiku. Oba tyto koprodukty jsou toxické pro takové organis-
my.

Mnohé druhy rostlin se . mohou chranit zpusoby podle to-
hoto vyndlezu. Napriklad mnohé ovoce a zeleniny, Jjako jsou
maliny, brambory se mohou chranit pred rostlinnymi pathogeny
pomoci téchto zplsobl. Ruzné druhy Phytophora jsou pathogen-
ni pro mnohé jiné rostliny, Jjako jsou ovocné stromy a trav-
nik, a tedy tyto rostliny se také mohou chranit pomoci zpu-
sobl podle tohoto vynalezu. Dale rostliny pSenice a jéémene
se mohou chranit prfed Ggt, Sn a Ph timto zpusobem.

Jak se poznamenalo shora, antibakteridlni proteiny pod-
le tohoto vynalezu se mohou pouzit v kombinaci s jinymi an-
tifungicidnimi proteiny, aby se dosahlo Siroké spektrum ak-
tivity, napriklad kontrola dalsich pathogeni a nebo aby se

dosahly mnohonasobné mody akce pro inhibici stejnych houbo-
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vych pathogent. Zdroji takovych jinych antifungicidnich pro-
teint by mohly byt mikrobidlni, jako jsou proteiny podlz <o~
hoto vyndlezu, nebo to mohou byt rostliny. Rada takovych an-
tifungicidnich genu je uvedena v literatufe. |
Adkoliv AGO bude chranit rostliny proti utoku pathogenu
i pfi prirozené se vyskytujicich hladinach glukozy, muZe byt
zadouci zajistit invertazu, kterd by plusobila hydrolyzu
sachardézy a tak qulﬁovala dalsi glukozu, na kterou by AGO
mohl pisobit. Invertidza bude s vyhodou invertaza z bunécnych
stén, jako z kvasnic (EP 0 442 592, Willmitzer aj., 1991,

také AU 70898/91) nebo vakuolarni enzym jako je z rajéat &i

- e - i

jinych rostlin. V téchto pfipadech se mohou pouZit prirozendé i

signalni sekvence, av$ak miZe byt lepsi, aby invertaza byla
do doby potfeby vazand v mezibunééném prostoru, nebo nebyla
produkovana pred svou potfebou. Prvou alternativu lze dosah-
nout pouzitim signalni sekvence, ktera zam&ri enzym do mezi-
bunééného prostoru. Jednim takovym signdlem je signal inhi-
bitoru protedzy brambor (Keil aj., 1986, Nelson aj., 1980).
Promotor, ktery Jje aktivni pouze jako dusledek infekce pa-
thogeny, by byl uziteény prfi omezeni vyjadreni invertazy na
jeji opravdovou potfebu, aby produkovala glukozu jako sub-
strat pro AGO.

Béhem skladovani, kdy infekce Erwinii miZe zpusobit

ztratu celého skladu, hlizy brambor budou prirozené obsaho-
vat glukozu 2z rozklddajiciho se Skrobu. Tedy vloZeni genu
pro invertazu neni Zadouci nebo nutné pro ochranu proti ...

ké hnilobé.



Testy biologické uc¢innosti in vitro

Protiplisrfiové testy

Oxidaza glukozy z Aspergillus niger se muZe dostat od
Sigma Chemical Company, St. Louis (katalogové <¢cislo G-
7141). Pouzivala se k testovani uc¢innosti in vitro proti fa-
dé organismu.

Testy proti Pi a Bc se provadély v mediu <cislo 303
pripraveném nésledovné: Jeden 1litr obsahuje 1 g MgSO,.
7H,0, 2 g KH,PO,, 0,5 g NaCl, 1 g CaCO;, 1 ml ZnSO,.7HO za-
sobniho roztoku 1 mg/ml, 1 ml FeSO,.7HO zdsobniho roztoku
1 mg/ml, 0,5 ml FeEDTA zdsobniho roztoku 100 mM, 20 g malt-
rin M-100, 20 g kaseinu, 5 g vytazku z kvasnic, 5 g glukozy,
3,02 g Pipes 10 mM. pH se upravilo na 6,5 a sterilovalo se
filtraci. Testy proti Ph se provadély v CDAA.1% mediu, pri-
praveném nasledovné: 35 g/l Difco Czapek Dox vyvar, 1 g/l
prolin, 500 mg/l asparagin, 500 mg/l cystein a 1 g/l agar se
autoklavuji 23 minut a pridaji se vitaminy sterilované
filtraci (1 ppm thiamin a 1 ppm biotin).

Bc a Pi se testovaly v kapalném stavu na deskach s 96
jamkami. Bc se pouzZilo pri 5%102 spordach na jamku a nechalo
se inkubovat pri 20 Oc 24-48 hodin. Pi se vysévalo pri
5%103 sporangiich na jamku a nechalo se inkubovat pri 18
Oc 24-48 hodin. Rist se sledoval méfenim OD pfi 595 nm. Rust
Pi byl inhibovdn =z 90 % pri koncentracich tak nizkych jako
je 3%#10”2 IU/mikrolitr. RUst Bc byl inhibovan =z 95 % pri
koncentraci jako je 0.001 IU/mikrolitr.

Aktivita proti Gaeumannomyces se hodnotila na deskach
pevného agaru. Kousky agaru asi 0,5 cm2, podporujici'silny

rist houby, se daly do stredu PDA desky poloviéni sily

© it o i RIS et i
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a nechaly se rust nékolik dni pri 22 O0c. 1 cm za vedouci
hranou rustu se vyjmul asepticky 0,5 cm? kousek agaru zte-
rilnim korkovrtem. Primo do téchto jamek se dal sterilni AGO
zasobni roztok. Zretelnd zdéna inhibice se pozorovala pri
mnoZstvich tak nizkych jako je 0,02 IU/jamku.

Ph se testoval na deskdch s 96 jamkami. 14 dni stara

kultura Pseudocercosporella herpotrichoides var tritici na

vodném agaru se pouZila k ziskani suspenze spdr. Deska se

zavodnila 5-10 ml CDAA.1% mediem a spdéry se zamichaly do ka- .

palného media jemnym zakrouZenim. Koncentrovana suspenze

© v o AP AT b <o

spér se odtahla pipetou a pridala se k celkovému objemu CDAA
potfebnému pro test s Upravou koncentrace spér na 100000
spér/ml. Inkubovalo se pri 24 Oc v temnu.

Suspenze spér se rozdélila po 50 mikrolitrech na jamku
na deskdch s 96 mikrotitradnimi jamkami. Tyto desky se daly
do inkubdtoru (10 hodin/ denniho svétla pri 12 Oc) na 24 ho-
din pred aplikaci vzorku. 50 mikrolitrovy vzorek se pridal
k 50 mikrolitruim inokula (pripraveného 24 hodin predem)
s celkovym objemem jamky 0,100 ml/oSetfenda jamka/opakovane
osetreni. 2ZkusSebni desky se inkubovaly 48 hodin
a vysledky se stanovily odec¢tenim optické hustoty (OD) pomo-
ci BioRad &itacem mikrotitraénich desek model 3550 pri jedi-

né vinové délce 595 nm. OD stanoveni se provedlo v case nula

(tg), ktery se délal bezprostfedné po aplikaci vzorku a OD
stanoveni se provedlo v ¢ase 48 hodin po aplikaci vzorku
(tyg). Rust hub se stanovil z rozdild OD mezi ty a t,g utou:
beného vypoéetni hodnotou pro biomasu houby. (Vypocetni hod-
nota pro biomasu houby je vztah mezi rustem hub a optickou

hustotou a stanovil se ve zvlastnich pokusech. Vztah mezi



ristem hub a optickou hustotou se stanovil rustem hub na

deskach s 96 mikrotitradénimi jamkami a sklizni mycelia béhem
éasu pri intervalech absorbance asi 0,1 OD. (Vypocetni hod-
nota vychdzi z linedrni zavislosti mezi biomasou houby a OD
pro specifickou houbu. Hodnota Jjejiho sklonu se dostane
z linedrni zavislosti. Vypocetni hodnota pro Ph je 4,91).
Pak se stanovilo % inhibice 2z rozdilt mezi biomasou osSetre-
nych vzorku a bioﬁasou kohtrol. AGO vykazoval 60 % inhibici
Ph pri 1,7*10-4= IU/mikrolitr.

Testy proti Sn se provadély podstatné podobné jako pro-
ti Ph, s vyjimkou preparace suspenze spér. Sedm dni stara
kultura Septoria nodorum na YMA agaru se pouZila k ziskani
suspenze spdr. Malé mnoZstvi (pod 1 ml) CDAA media se naka-
palo na plochu kultury s hmotou razZovych spdér vychazejicich
z pyknidia. Spéry se smichaly s CDAA mediem opakovanym nasa-
vanim a vypousténim z pipety. Koncentrovand suspenze spor se
pridala k celkovému objemu CDAA potfebnému pro test s upra-
vou koncentrace spdr na 50000 spdr/ml. VypocCetni hodnota pro
sn je 0,508. AGO vykazoval 60 % inhibici Sn pfi 1,7%107%
IU/mikrolitr.

Bakteridlni test

Kultura bakterii Erwinia carotovora se udriovala rozp-
rostfenim na PDA desky a inkubovala se pri 24 O¢c v temnu.
Pro preparaci kapalného inokula se smycka aktivné rostoucich
bakterii (starda 5-9 dni) pridala do 50 ml PD vyluhu sily
1/4 v 125 ml Erlenmayerové bance. Barika se dala do trepaciho
inkubatoru (130 otacek za minutu) pri 24 Oc v temnu. Po 24
hodindch se bakterie peletovaly, znovu suspendovaly v ste-

rilni deionizované vodé a tri nebo &tyri 0.100 ml podily se
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daly do jamek na deskdch s 96 mikrotitrad¢nimi jamkami. Citaé
mikrotitracénich desek se nastavil na 595 nm a stanovila se
prumérnd opticka hustota. Cislo této absorbance optické hus-
toty (ABS) se pouzilo v nasledujicim vzorci pro vypocet jed-
notek tvoricich kolonii (CFU) obsazZenych ve vyluhu.

CFU = 3%10° + 3*10%*aBs + 5%108xaBs?

Vyluh se nastavil pro pouziti na 10 CFU.

AGO Uplné kontroloval rist Erwinia carotovora pri kon-

centracich tak nizkych jako je 3*10”° IU/mikrolitr.

Identifikace enzymu

Pro zjisténi produkce proteinu lze navrhnout radu metod
v heterologni soustavé, jakou jsou rostlinné bunky. Lze pou-
Zit Western skvrnovou analyzu, aby se protein zjistil imuno-
logicky, nebo lze pouZit enzymatické nebo biologické testy,
aby se zjistila aktivita proteinu.
Enzymaticky test oxidazy glukozy

Aby se zjistila aktivita GO, pouzil se kontinualni
spektrofotometricky test (Frederick aj., 1990). GO Aspergil-
lus niger (Sigma) se pouzil jako positivni kontrola. Reakéni
smés se skladala z 0,020 mg/ml peroxidazy z redkve (Sigma),
0,32 mM Triton X-100 stabilizovaného o-dianisidinem (Sigma)
a 0,1 Mglukozy v 75 mM uUustoji fosforec¢nanu sodného (pH
5,0). K tomu se prfidalo 0,100 ml ruznych koncentraci GO As-
pergillus niger pro kontrolu reakci 0,100 ml vzorku odebra-
ného z heterologniho zdroje. Test se provadél pri poka . /+
teploté a zvysSeni absorbance se sledovalo pri 460 nn.

Jiny test na oxiddzu glukozy pouZivajici reagent 4-

aminoantipyrin (4-AAP) se optimalizoval pro pouzZiti. Je za-
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loZen na Gallo, 1981. 5X 4-AAP reagent se pripravil v celko-
vém objemu 10 ml s 0,68 g KH,POy4 , 8,3 mg 4-AAP (0.82 mM),
0,025 ml Triton X-100, 65,8 mg Kkrystalického fenolu a 1000
jednotek peroxiddzy z fedkve. pH se upravilo na 5,0 s KOH.
Test se provadél smichdnim 0,200 ml tohoto 4-AAP reagentu
s 0,005 ml 1 mM FAD, 0,050 ml 1 M glukozy a zkousSeného
vzorku (az 0,750 ml). Vysledek se odecital pri OD 508.

Test biologické aktivity oxidazy glukozy

4-6 dni stary roub Ggt houby se prenesl na cerstve desky
(Difco) agaru bramborové dextrdézy ctvrtinové sily. Houba
rostla c¢&ty¥i dny pri 22 OC, dokud rustovy kruh nebyl asi
2,5 cm. Pomoci sterilniho korkovrtu se udélaly v agaru jamky
1 cm vné rustového kruhu a do jamek se dalo 0,100 ml dstoje
nebo vzorku z heterologni soustavy. Houba rostla pfi pokojo-
vé teploté 24 hodin a pak se zjistila inhibice rustu.

Imunologicky test oxidazy glukozy

Polyklondlni antiddstice pro oxiddzu glukozy produkova-
nou Aspergillus niger jsou dostupné komeréné z mnoha zdroju,
napriklad Rockland, Inc., Gilbertsville, Pensylvania.

GENETICKA TRANSFORMACE

Z Aspergillus niger se isolovala uplna DNA (ATCC 9029)
a pouzila se pro isolaci PCR genu pro oxidazu glukozy. PCR
primery byly zaloZeny na publikované sekvenci (Frederick
aj., Kriechbaum aj.) a byly navrZeny pro isolaci uplné sek-
vence genu véetné signdalni sekvence. Mimo to se pro usnadné-
ni zabudovani tohoto genu do vektorl vhodnych pro vyjadfeni
v heterolognich bakteridlnich, bakulovirovych nebo rostli-
nych soustavach S'PCR primer (SEQ ID NO: 3) zavedl Xbal

a BglII mista omezujici endonukledzu po proudu od ATG pocat-
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ku translace genu. 3'PCR primer (SEQ ID NO: 4) zavedl BamHI
a KpnI mista omezujici endonukledzu ihned za konc¢ici kadon.
Vznikly PCR fragment se klonoval do pUC118 jako XbaI/KpnI
fragment, aby vytvoril pMON22514 a byl uplné sekvencovan.

Konstrukce rostlinného genu

Vyjadfeni rostlinného genu existujiciho v dvojité formeé
DNA vyZaduje transkripci matricové RNA (mRNA) z jedné Srou-
bovnice DNA enzymeh RNA pblymerézou a nasledujici zpracovani
primérniho mRNA transkriptu do jadra. Toto zpracovani vyzZa- .
duje 3' nepreloZenou oblast, kterd aduje polyadenylétévé
nukleotidy na 3' konec RNA retézce. Transkripce DNA do mRNA
se reguluje oblasti DNA obycejné oznacovanou jako "promo-
tor". Tato promotorovd oblast obsahuje sekvenci bazi, ktera
signalizuje RNA polymerdze, aby se pripojila k DNA a inicio-
vala transkripci mRNA pomoci jedné 2ze Sroubovnic DNA jako
formy, aby vytvorila odpovidajici pas RNA.

V literatufe byla popsana rada promotoru, které jsou
aktivni v rostlinnych burnkach. Tyto zahrnuji promotory nopa-
lin synthdzu (NOS) a oktopin synthdzu (OCS) (které se prena-
S$i na tumory pusobici plasmidy Agrobacterium tumefaciens),
promotory 19S5 a 35S mosaikového viru kvétaku (CaMV), promo-
tor 35S mosaikového Figwort viru (FMV) a svétlem buzeny pro-
motor 2z malé c¢asti ribulosy 1,5-bis- fosfat karboxylazy
(ssRUBISCO, velmi hojny rostlinny polypeptid). VSechny tyto
promotory se také pouzily k vytvoreni ruznych typa DNA kons-
trukci, které se vyjadrily v rostlindch. US patent Cisic
5,034,322 (Fraley aj, 1991), ktery je sem zahrnut touto re-
ferenci, popisuje takové pouzZiti.

Jsou znamy promotory, které omezi vyjadreni na jisté
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&asti rostlin, nebo na odpovéd na zvlastni stimuly. Naprik-
lad promotory specifické pro hlizy brambor, jako jsou pala-
tinové promotory, nebo promotory pro velké <¢i malé podjed-
notky ADP pyrofosforylazy glukozy, by se mohly pouzit k do-
sazeni vyjadreni primarné v hlizach a tak v kombinaci s AGO
zajistit resistenci proti utokum na hlizy, napfiklad Erwi-
nii. Promotor specificky pro ovoce by byl zZadouci pro zajis-

téni resistence proti Botrytis u malin nebo hrozni. Promotor

épecificky pro koreny by byl 2adouci pro vyjadfeni AGO

v pSenici a jeémeni pro zajisténi resistence proti Ggt. od-
bornik bude védét o mnoha takovych promotorech specifickych
pro rostliny, které by byly uZitecné podle tohoto vynalezu.
Alternativné lze promotory pouzité v dvojité Sroubovni-
ci DNA molekuly vybrat tak, aby se dosadhlo specifického vy-
jadreni AGO jako odpovéd na infekci houbami. Infekce rostlin
pathogeny hub spousti indukci fady proteinu zvanych obran-
nych nebo pathogen obrannych (PR) (Bowles, Bol aj., Lint-
horst). Takové obranné nebo PR geny mohou kodovat enzymy fe-
nylpropanoidového metabolismu (jako Jje 1lyaza fenylalanin
amonia, chalkonovd synthdza, coAligaza 4-kumaratu, 4- hydro-
xylaza kumarové kyseliny), proteiny modifikujici stény buneék
rostlin (jako jsou glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin,
proteiny bohaté na glycin, peroxidazy), enzymy (jako Jsou
chitindzy a glutanazy), které degraduji sténu houby, protei-
ny podobné thamatinu nebo proteiny s dosud neznamou funkci.
Obranné nebo PR geny se isolovaly a charakterizovaly z rady
druht rostlin. Promotory téchto geni se mohou pouZit pro vy-
jadfeni AGO v transgennich rostlinach, kdyz jsou napadeny

pathogeny, zejména houbovym pathogenem, jako Jje Pi. Takove

L v oA e i
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promotory lze odvodit od obrannych nebo PR genl isolovanych

Zze samotnych brambor (Fritzmeier aj., Cuypers aj., Longauman
aj., Matton a Brisson, Taylor aj., Matton aj., Schroder
aj.). Aby se umistil AGO gen pod kontrolu promotoru induko-

vaneého infekci Phytophora infestans, lze dat prednost promo-
toru popsanému Taylorem aj. (1990).

Vybrany dany promotor by mél byt schopen pusobit dosta-
tecné vyjadreni sekvence kodujici enzym, aby vedly k produk-
ci Géinného mnozstvi AGO.

Promotory pouZité v DNA konstrukcich (napriklad chimér-
ni geny rostlin) podle tohoto vynalezu lze modifikovat, po-
kud je to zZzadéano, aby se ovlivnily jejich kontrolni charak-
teristiky. Napriklad promotor CaMV35S lze spojit s c¢asti ge-
nu ssRUBISCO, kterda potlacduje vyjadfeni ssRUBISCO pri nepri-
tomnosti svétla, aby vznikl promotor, ktery je aktivni
v listech, ale ne v korenech. Vznikly chimérni promotor lze
pouzit, jak je zde popsano.

Pro ucely tohoto popisu fraze "CaMV35S" promotor tedy
zahrnuje variace CaMV35S promotoru, napriklad promotory zis-
kané vazanim s operatorovymi oblastmi, ndhodnou a kontrolo-
vanou mutagenezi, atd.. Promotory 1lze ddle ménit, aby obsa-
hovaly mnohondsobné "zvyrazrnovaci sekvence", aby podporovaly
zvysené vyjadreni genu. Priklady takovych zvyrazrnovacich
sekvenci byly uvedeny Kay aj.

Zvyraznény CaMV 35S promotor lze konstruovat nasledov-
né. Fragment CaMV 35S promotoru prostirajicli se mezi pui. ..
-343 a +9 se nejprve konstruuje v pUCl3 (Odell aj.). Tento
segment obsahuje oblast identifikovanou 3jako nutnou pro ma-

ximdlni vyjadfeni CaMV 35S promotoru. Byl vyriznut jako Cla-

o e B At
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I- HindIII fragment, otupen na konci DNA polymerazou (ClaI-
fragment) a vloZen na HincII misto pUCl8. Oblast po proudu

35S promotoru se vyfizla 2z tohoto plasmidu (prostirajiciho
se mezi polohou -343 a -90) a vloZila se do stejného plasmi-
du mezi mista HindIII a PstI. Zvyraznény CaMV 35S promotor
dadle CaMV E35S) tedy obsahuje duplikaci sekvence mezi -343
a -90 (Kay aj.).

RNA produkovahé DNA konstruktem podle tohoto vynalezu
také obsahuje 5' neprelozenou vedouci sekvenci. Tuto sekven-
ci lze ziskat z promotoru vybraného k vyjadfeni genu a lze ji
specificky modifikovat, aby se zvysila translace mRNA. 5'
neprelozené oblasti lze také ziskat z virovych RNA, z vhod-
nych eukaryotnich genu, nebo ze syntetickych sekvenci genu.
Tento vyndlez neni omezen na konstrukce, kde neprelozZena ob-
last je odvozena 2z 5' nepfeloZené oblasti, ktera provazi
sekvenci promotoru. Nepfelozenou vedouci sekvenci lze spise
odvodit 2z nepribuzného promotoru nebo kodujici sekvence.
Napfiklad protein tepelného $oku petunii 70 (Hsp70) obsahuje
takovou vedouci oblast (Winter).

Jak je shora poznamendno, 3' nepreloZena oblast chimér-
nich rostlinnych genll podle tohoto vynalezu obsahuje polya-
denylaéni signal, jehoZ funkci v rostlinach je pusobit adi-
ci adenylovych nukleotidd na 3' konec RNA. Priklady prefero-
vanych 3' oblasti jsou (1) 3' prepsané, nepreloZené oblasti
obsahujici polyadenylaéni signal genu tumory pusobicich
plasmidd (Ti) Agrobacterium, 3jako je gen nopalin synthazy
(NOS), a (2) rostlinné geny, jako jsou geny zasobnich prote-

ind soji a fazolovy ssRUBISCO E9 gen (Fischhoff aj.).
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Transformace a vyijadreni v rostliné

Chimérni rostlinny gen obsahujici strukturni kodujici
sekvenci podle tohoto vyndlezu lze vloZit do genomu rostliny
kazdym vhodnym zplGsobem. Vhodné transformac¢ni vektory zahr-
nuji ty, které jsou odvozeny z Ti plasmidu Agrobacterium tu-
mefaciens jakoZ i ty, které popsali napriklad Herrera- Est-
rella (1983), Bevan (1983), Klee (1985) a EPO publikace 0
120 516 (Schilperobrt aj.). Navic lze u rostlinnych transfor-
ﬁaénich vektorl odvozenych z Ti nebo zavadéjicich do kofenu
(Ri) plasmidu Agrobacterium pouzZit alternativni zpUsoby pro
vloZeni DNA konstruktd podle tohoto vyndlezu do rostlinnych
bunék. Takové zplUsoby mohou zahrnovat napriklad pouZiti
liposomi, elektroporace, chemik&lii, které zvysuji prijiméni
DNA, volné dodani DNA bombardovdnim mikroprojektily a trans-
formaci viry nebo pylem.

Rostliny, které lze chranit podle tohoto vyndlezu zahr-
nuji, ale nejsou na né omezeny, brambory, rajc¢ata, psenici,
kukurici, maliny, hrozny a ruzné okrasné rostliny. Metody
tkanové Kkultury a regenerace rostlin jsou dostupné pro
vSechny tyto typy rostlin.

Prechodné vyijadreni palatinu v bunkdch tabaku

Zvlast uZiteény plasmidovy kazetovy vektor pro transfor-
maci dvojdéloZnych rostlin je pMON999. Kazeta exprese pMON
999 se sklada z CaMVv E35S promotoru a 3' konce zahrnujici
polyadenylatové signdly 2z genu NOS. pMON999 obsahuje BglII,
KpnI a EcoRI mista pro vloZeni kodujici sekvence a NotI- wo
tI mista lemujici kazetu pro vyjadreni genu.

BglII/KpnI fragment pMON22514 obsahujici AGO se vlozil

do pMON999, aby se vytvoril pMON22515. pMON22515 se elektro-
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poroval do protoplastu tabaku. Vyjadreni oxidazy glukozy
transformovanymi bunkami tabaku potvrdila Western skvrnova
analyza jakoZ i enzymatické testy.

Stala transformace dvoijdélozZnych

Nosny vektor pro AGO se vytvoFil vyFfiznutim oblasti
kodujici AGO jako BamHI/BglII fragment pMON22515. Ten se pak
dal do vektoru zaloZeného na pUC a vznikly plasmid pMON22579
obsahuje FMV promofor, oblast kodujici AGO a 3' konec vcetne
bolyadenylétonch signald z genu NOS. NotI/NotI fragment
z tohoto vektoru obsahujici FMV promotor, oblast kodujici
AGO a 3' konec véetné polyadenylatovych signald se pfeneél
do NotI omezujici oblasti pMON17227 (WO/0449, Barry aj.),
aby se ziskal koneény Ti vektor pMON22587.

Jak se diskutovalo shora, Gen AGO se miZe také vyjadrit
ve specifickych <&astech rostlin pomoci specifickych tkano-
vych promotori. Promotor pro palatin se vyjadfuje primarné
v hlizach brambor. Fragment KpnI/Xbal obsahujici oblast ko-
dujici AGO se vyrizl z pMON22514 dal se do vektoru zalozZené-
ho na pUC obsahujiciho 1.0 promotor palatinu (Bevan aj.,
1986) a 3' konce zahrnujici polyadenylatové signaly z genu
NOS, aby se vytvoril pMON22516. Fragment NotI pMON22516 ob«
sahujici promotor palatinu, oblast kodujici AGO a 3' konec
NOS véetné polyadenylatovych signali se pak prenesl do Notl
omezujici oblasti pMON17227, jak bylo popsano shora, aby se
ziskal plasmidovy Ti vektor pMON22517.

Tyto vektory lze vloiit do odzbrojeného Agrobacterium ABI
a pouzit k transformaci brambor, rajéat nebo jinych ¢asti
rostlin v tkanové kultufe. Po selekci na kanamycin nebo gly-

fosatovou odolnost a regeneraci rostliny, 1lze ziskat celé
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rostliny vyjadrujici gen oxidazy glukozy. Vyjadfeni oxidazy
glukozy transformovanymi bunkami tabdku lze potvrdit Westcern
skvrnovou analyzou, enzymatickymi testy nebo biotesty.

Vyijadreni AGO v transformovanych rostlindch brambor

Z hliz brambor transformovanych plasmidovym Ti vektorem
PMON22517 se extrahoval protein a zkousel se na pritomnost
oxidazy glukozy Western skvrnovou analyzou. Zjistily se vy-
soké hladiny vyjédfeni oxidézy glukozy v nékterych rostii-
héch. Tyto hladiny vyjaddreni se potvrdily enzymatickymi tes-
ty pomoci soustavy 4-aminoantipyrinu. Celkovy protein se ex-
trahoval z fady téchto hliz rozemletim v 25 mM ustoji fosfo?
re¢nanu sodného pH 7,0 + 5mM EDTA + 100 mM KCl. Protein se
koncentroval a promyl 12,5 mM ustojem fosforec¢nanu sodného
pH 7,0.

Protein extrahovany z hliz se testoval s Phytophora Iin-
festans na deskach s 96 mikrotitraénimi jamkami v 12,5 mM
ustoji fosforec¢nanu sodného pH 7,0. Vysledek je ukazan v Ta-
bulce 1. Pri nejvyssi hladiné =zjisténého proteinu, 21,2
mg/ml, Pi spdéry bud zustdvaly neplodné, nebo rust z téchto
spdér byl silné zmrzacen ve srovndni s prazdnym vektorem

(PMON17227) nebo s ustojnymi extrakty z kontrolnich réstlin.

Tabulka 1

OsSetreni Inhibice hub*
Kontrolni ustoj 0
Kontrolni prdzdny vektor 2
pMON22517, linie 9 3

pMON22517, linie 30 3

i £ e AT e e i
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* Stupnice: 0 = bez inhibice, 1 lehka inhibice, 2 = mirna
inhibice, 3 = silnd inhibice.

Listy rostlin brambor transformovanych plasmidovym Ti
vektorem pMON22587 se zkouSely na pfitomnost AGO enzymatic-
kymi testy. Vysledek je ukazan v Tabulce 2. Jako shora, ros-
tliny brambor transformované pMON17227 se pouzily Jjako kont-

rolni rostliny s prazdnym vektorem.

Tabulka 2

Vyijadreni oxiddazy glukozy Ekvivalent

Groven?® aktivity® k€
Linie ¢&islo % (U/10 ng X 107%4) (U/gFW)
Rus. Bur. 0 0 0
22587-2 0.075 72.2 7.22
22587-3 0.150 126.4 12.64
22587-4 0.007 6.0 0.6
22587-12 0.125 88.2 8.82
22587-31 0.350 140.4 14.04
22587-32 0.350 121.0 12.10
22587-33 0.450 181.8 18.18
22587-34 0.003 1.2 0.12

@ Hladina vyjadreni je ukazana Jako procento oxidazy

glukozy v celkovém extrahovatelném proteinu.

b Aktivita oxidazy glukozy v extraktu se stanovila tes-
tem enzymatické aktivity a vypocetla se jako jednotky enzy-
matické aktivity v celkovém proteinu.

€ Jednotky oxidazy glukozy na gram cerstvé hmotnosti
tkané listd (U/gFW) se vypoédetly =z aktivity v celkovém pro-

teinu pomoci konversniho faktoru 0,010 mg celkového rroteinu
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na gram cerstvé hmotnosti tkané lista.

Listy rostlin brambor transformovanych plasmidovywu Ti
vektorem pMON22587 se zkousSely na uroven H,0, sraZenim oxidu
titani¢itého. Bylo 2zjisténo, Z2e ve dvou 1liniich listy mély
aroven H,0, dva aZ ¢tyrikrat vyssi neZ listy netransformova-
nych kontrolnich rostlin.

Brambory odolné nemocim

Hlizy vyjadfujici AGO se testovaly proti e Erwinia ca-
rotovora v deskovém testu hliz. Hlizy z 34 linii transformo-
vanych pMON22517 se testovaly na odolnost proti mékké hnilo-
bé. Linie se také testovaly na hladiny vyjadreni Western
skvrnovou analyzou. Hlizy se povrchové sterilovaly podle me-
tody Yanga aj. (1989). Dvé nebo t¥i hlizy na linii se asep-
ticky rozrfezaly na platky 7-10 mm tlusté, coZ dalo Sest az
dvanact platkd na linii. Platky se daly na zvlhéeny sterilni
filtraéni papir Whatman ¢islo 1 v Petriho misce. Stred kaz-
dého platku se ockoval 50000 CFU bakterii v 0,010 ml. Misky
se udrZovaly v prostredi vysoké vlhkosti tri dny pri 23 Oc.
Hodnoceni nemoci zahrnovalo méreni délky, poloméru a hloubky
vzniklych poskozeni. Zfedéni macerovanych tkani z poskozeni
se pouZily ke stanoveni koneé¢ného poctu bakterii na poskoze-
ni. Vysledky téchto stanoveni jsou ukdzany v Tabulce 3.
U linii, které se 2zdaly nejvice chranéné, vsSechny mérené pa-
rametry byly lepsi neZ u prdazdného vektoru a ustojnych kont-
rolnich hliz. Hlizy, u kterych se zjistila nejvy$$i hladina
vyjadreni AGO mély obvykle nejniZs$i hladinu bakterii v pus-

kozenich.




Tabulka 3

szédfenib

Linie &islo droven CFU2#10°
Kontrolni nulova 16.76
Prazdny vektor nulova 14.32
22517-10 nulova 20.7
22517-24 nulova 20.09
22517-13 nulova 16.3
22517-12 nulova 19.26
22517-9 nizka 9.34
22517-28 nizka 13.56
22517-33 nizka 9.57
22517-14 nizka 8.22
22517-17 nizka 8.36
22517-19 nizka 8.37
22517-32 nizka 7.17
22517-20 nizka 7.4
22517-21 nizka 6.25
22517-34 nizka 4.44
22517-11 nizka 3.06
22517-8 nizka 1.5
22517-7 stredni 12.88
22517-31 stredni 12.06
22517-1 stredni 7.54
22517-15 stredni 6.7
22517-25 st¥fedni 12.25
22517-35 stredni 6.81
22517=-2 stredni 3.52

i e mp st A <l
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22517-3 stfedni 1.26
22517-5 stfedni 1.4
22517-6 vysoka 15.74
22517-18 vysokéa 2.675
22517-26 vysoka 4.55
22517-29 vysoka 4.35
22517-4 vysoka 4.2
22517-30 " vysoka 3.92
22517-16 vysoka 1.12
22517-23 vysoka 2.67
22517-36 vysoka 0.855

@ CFU = Jednotky tvoricich kolonii

b Hladiny vyjadreni se stanovily Western skvrnovou ana-
lyzou.

Listy rostlin brambor transformovanych pMON22587 a vy-
jadrujici AGO se zkousSely na odolnost proti Pi. Zcela. rozvi-
nuté listky (asi 20 cm?) se ockovaly pridanim kapicek 0,100
ml suspenze sporangii Phytophora Iinfestans do stredu listu
mimo osu. Inokulum mélo hustotu 10°-10° sporangii na ml,
sebranych z 2-3 tydnau starych desek obsahujicich LB-V8 medi-
um. Ockované 1listky se udrZovaly v Nunc Bio-Assay miskach
(243*%243*18 cm) s vlhkosti danou vlhkym filtraénim papirem
na dné a inkubovaly se v rustovych komorach asi pri 19 O¢
s 16 hodinovou fotoperiodou. Pozoroval se rozvoj symptomi
a nakaZené oblasti listkl se mérily prekrytim kazdého listku
transparentni mfizkou s oku 5*5 mm. Pro kazdou linii li.-tk’
se vypocCetly prumérnd nakazZend oblast a standardni odchylka.

Transgennli 1linie vyjadfujici AGO wukazovaly vyznamnou

kontrolu symptomu pusobenych infekci Phytophora infestans na

o nman
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listcich. Vysledky dvou linii jsou ukazany v Tabulce 4. Re-
dukce symptomi byla 47 a 57 % ve srovnani s kontrolami (jak

netransformovanych tak transformovanych prazdnym vektorem).

Tabulka 4
NakazZena oblast?
Linie ¢&islo 3 dpob 4 dpo 5 dpo 6dpo
Russet Bur. 1.2 | 2.1 4.2 7.1
17227-1F 1.6 2.7 4.7 8.7
22587-39 0.4 0.8 1.1 3.0
22587-124 0.5 1.3 2.3 3.7
a

NakaZena oblast je ukazana jako prumér péti listua.

b Dny po oc¢kovani
€ Kontrolni linie transformovana prazdnym vektorem.
d

Transgenni linie vyjadfujici oxidazu glukozy.

Stdla transformace jednodélozZnych

Pro transformaci jednodéloZnych se vektor konstruoval
s AGO a intronem zvlast uZiteénym pro zvyseni frekvence zis-
kani transformovanych rostlin, které vyjadruji Zadany prote-
in na vysoké urovni. PouZil se intron hsp70, popsany Vv EP
602 193 (ekvivalent US poradové ¢islo 08/181,634, Brown aj.,
kterd je sem zahrnuta touto referenci). pMON19477 tam popsa-
ny se vyrizl a pak se klonoval 800 bp BglII- BamHI fragment
obsahujici intron hsp70 do jediného mista BglII v pMON-
22515. To dalo pMON22623.

pMON22623 se dal do bunék pSenice bombardovanim
mikroprojektily podle znamych metod (Vasil aj.).

Kdyz se ziskaji transformované rostliny, Jjejich odol-

nost viéi plisnim, zejména proti Ggt se stanovi zndmymi me-

S
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todami.

VSechny publikace a patenty zminéné v tomto gopisu
jsou sem =zahrnuty referenci, jako kdyby kazda individudlni
publikace ¢i patent byly specificky a individudlné prohlase-
ny jako zahrnuté referenci.

Z predeslého bude zrejmé, Ze tento vyndlez je dobre
prizpusoben k dosazZeni vdech cilli a pfredmétu shora vytyde-
nych spolu s thodami, které jsou nasnadé a které jsou vyna-
lezu vlastni.

Rozumi se, Ze jisté rysy a podkombinace jsou uzZitecné
a lze je pouzit bez odkazu na jiné rysy a podkombinace. To
se vynadlezem zamys$li a je v rozsahu vynalezu.

ProtoZze Jjsou moZnd mnohda provedeni tohoto vynalezu,
aniz by se opustil jeho rozsah, rozumi se, Ze vSechno se ma

interpretovat v ilustrativnim a nikoliv omezujicim smyslu.
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Seznam retézcu
(1) Obecnd informace
i) Prihlasovatel:
(A) Nazev: Monsanto Company
(B) Ulice: 800 North Lindbergh Boulevard :
(C) Mésto: St.Louis
(D) stat: Missouri
(E) Zemé: USA
(F) PSC: 63198
(G) Telefon: (314) 537-7286
(H) Fax: (314) 537-6047
ii) Nazev vyndlezu: Zpusob kontroly rostlinnych patogenu
iii) Pocet retézcu: 4
iv) Poc¢itacové zpracovani
(A) Typ média: Floppy disk
(B) Po¢itacé: IBM PC kompatibilni
(C) Operacé¢ni systém: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatentIn Release #1.0, Verze #1.25 (EPO)
vi) Udaje o plUvodni pfihlasce:
(A) Cislo prihlasky: US 08/161041

(B) Datum podani: 24.listopad 1993

(2) Informace o retézci SEQ ID NO: 1
Charakteristika rfetézce:
i) A) Délka: 1848 paru bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Spirdlovitost: dvojita

D) Topologie: linedrni




ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

ix) Rys:

xi)

A) Jméno/kli&: CDS

B) Lokace 16..1833

Popis retézce :

SEQ ID NO: 1:

TCTAGAAGAT CTATC ATG CAG ACT CTC CTT GTG AGC TCG CTT GTG GTC TCC
Met Gln Thr Leu Leu Val Ser Ser Leu Val Val Ser

1

S

10

CTC GCT GCG GCC CTG CCAACAC TAC ATC AGG AGC AAT GGC ATT GAA GCC
Leu Ala Ala Ala Leu Pro His Tyr Ile Arg Ser Asn Gly Ile Glu Ala

AGC
Ser

ATC
Ile
45

ACG
Thr

GAG
Glu

ATC
Ile

ACC
Thr

TCT
Ser
125

GTT
val

Asn

GCC
Ala

15

CTC CTG ACT GAT

Leu
30

ATC

Ile

GAG
Glu

TCG
Ser

TTT
Phe

AAC
Asn
110

ACT
Thr

GAC
Asp

GTG
Val

Lys

GCT
Ala

AAC
Asn

GAC
Asp

GGC
Gly

P+

95

AAT
Asn

CTA
Leu

TCT
Ser

GCC
Ala

CAG
Gln
178

Thr

Gly

ccc
Pro

AGA
Arg
80

AGC
Ser

CAA
Gln

GTG
vVal

TGG
Trp

GCC
Ala
160

ATC
Ile

Asp

GGA
Gly

AAC
Asn
65

GGT
Gly

AGT
Ser

ACC
Thr

AAT
Asn

GAG
Glu
145

TAC

Tyr

GCT
Ala

cCcC
Pro

GGT
Gly
50

ATC
Ile

CCT
Pro

GTA
val

GCG
Ala

GGT
Gly
130

ACT

Thr

TCC
Ser

GCT
Ala

AAG
Lys

35
CTG
Leu

AGT
Ser

ATC
Ile

GAC
Asp

&

CTG
Leu
118

GGC

Gly

GTC
val

CTC
Leu

GGC
Gly

20

GAT
Asp

ACT
Thr

GTG
val

ATT
Ile

CAC
His
100

ATC
Ile

ACC
Thr

TTT
Phe

CAG
Gln

CAC
His
180

GTC
val

GGA
Gly

CTC
Leu

GAG
Glu
85

GCC
Ala

CcGC
Arg

TGG
Trp

GGA
Gly

GCT
Ala
165

TAC
Tyr

TCC
Ser

CTC
Leu

GTC
Val
70

GAC
Asp

TAC
Tyr

TCC
Ser

ACT
Thr

AAT
Asn
150

GAG

Glu

TTC
Phe

GGC
Gly

§CC
Thr
55

ATC
Ile

CTG
Leu

GAG
Glu

GGA
Gly

CcGC
Arg
135

GAG
Glu

CGT
Arg

AAC
Asn

ele]o
Arg
40

ACC
Thr

GAA
Glu

AAC
Asn

ACC
Thr

AAT
Asn
120

ccc

Pro

GGC
Gly

GCT
Ala

GCA
Ala

25

ACG
Thr

GCT
Ala

AGT
Ser

GCC
Ala

GTG
Val
10s

GGT
Gly

CAC
His

TGG
Trp

CGC
Arg

TCC
Ser
185

GTC
val -

GCT
Ala

GGC
Gly

TAC
Tyr
S0

GAG

Glu

CTC
Leu

AAG
Lys

Asn

GCA
Ala
170

TGC
Cys

GAC
Asp

CGT
Arg

TCC
Ser
75

GGC
Gly

CTC
Leu

GGT
Gly

GCA
Ala

TGG
Trp
155

CCA

Pro

CAT
His

TAC
Tyr

CTG
Leu
60

TAC

Tyr

GAC
Asp

GCT
Ala

GGC
Gly

CAG
Gln
140

GAC
Asp

Asn

GGT
Gly

99

147

195

243

291

339

387

435

483

531

579



GTT
val

TCT
Ser
205

cce
Pro

Phe

GAA

Glu

Gly

CGT
Arg
285

GTT
Val

ccc
o

[olaled
Pro

CAG
Gln

Ala

AAT
Asn
190

cCcC
Pro

ACC
Thr

ccc
Pro

TGG
Trp

CAG
Gln
270

GCC
Ala

TAC
Tyr

ACA
Thr

CTT
Leu

GAC
Asp
350

GGA
Gly

GAC
Asp

TGG
Trp

TTG
Leu

GGT
Gly

ATC
Ile

AAG
Lys

AAC
Asn

CTA
Leu
2585

TAT
Tyr

GTT
val

GCT
Ala

ATC
Ile

GGT
Gly
335

CAG
Gln

CAG
Gln

TAT
Tyr

GCC
Ala

Leu
415

ACT
Thr

GTC
val

Lys

ACC
Thr
240

Leu

GTT
Vval

GGC
Gly

AAG
Lys

CcTC
Leu
320

ATC
Ile

ACC
Thr

GGA
Gly

TCC
Ser

GAA
Glu
400

ATC
Ile

GTIC
val

AAG
Lys

GAC
Asp
225

TTG
Leu

ccce
Pro

GGT
Gly

GTG
val

CAC
His
305

GAA
Glu

GAC
Asp

ACC
Thr

CAG
Gln

GAA
Glu
38s

GAG
Glu

CAG
Gln

CAT
His

GCT
Ala
210

TTC
Phe

CAC
His

AAC
Asn

Lys

GAA
Glu
290

GAG
Glu

TAT
Tyz

ACC
Thr

GCT
Ala

GCC
Ala
370

ARG

Lys

GCC
Ala

TAC
Tyr

GCC
Ala
195

CTC
Leu

GGA
Gly

GAA
Glu

TAC
Tyr

GTG
val
275

Phe

GTC
val

TCC
Ser

GTC
val

ACC
Thr
358

GCT
Ala

GCA
Ala

GTC
val

GAG
Glu

GGA
Gly

ATG
Met

TGC
Cys

GAC
Asp

Gln
260

Leu

GGC
Gly

CTC
Leu

TGG
Trp

CAC
His

GCC
Ala

AAC
Asn
420

cCcC
Pro

AGC
Ser

GGT
Gly

CAA
Gln
245

CGT
Arg

CTT
Leu

ACC
Thr

CTG
Leu

ATC
Ile
325

GAC
Asp

CGC
Arg

TTC
Phe

GAG
Glu

CGT
Arg
405

TAC
Tyr

cGe
Arg

GCT
Ala

GAC
Asp
230

GTG
val

cceC
Pro

AGC
Ser

CAC
Hisg

GCC
Ala
310

GGA
Gly

Leu

TCC
Ser

GCC
Ala

Leu
390

Gly

cGC

GAC
Asp

GTC
val

‘215

cccC
Pro

cGC
Arg

Asn

CAG
Gln

Lys
295

GCG
Ala

ATG
Met

ccc
Pro

CGC
Arg

ACC
Thr
375

CTC

Leu

GGA
Gly

GAC
Asp

28

ACC
Thr
200

GAA
Glu

CAT
His

TCC
Ser

CTG
Leu

Asn
280

GGC
Gly

GGC
Gly

AAG
Lys

GTC
val

ATC
Ile
360

TTC
Phe

AAC
Asn

TTC
Phe

TGG
Trp

GGC
Gly

GAC
Asp

GGT
Gly

GAT
Asp

CAA
Gln
265

GGC
Gly

AAC
Asn

TCC
Ser

TCC

Ser

GGC
Gly
345

ACC
Thr

AAC
Asn

ACC
Thr

CAC
His

ATT
Ile
425

GAT
Asp

CGG
Arg

GTG
val

GCC
Ala
250

GTC
val

ACC
Thr

ACC
Thr

GCT
Ala

ATC
Ile
330

TTG
Leu

TCT
Ser

GAG
Glu

AAG
Lys

AAC
Asn
410

GTC
val

GAC
Asp

GGC
Gly

TCC
Ser
235

GCT
Ala

CTG
Leu

ACC
Thr

CAC
His

GTC
val
315

CTG
Leu

AAC
Asn

GCT
Ala

ACC
Thr

CTG
Leu
395

ACC
Thr

AAC
Asn

TAT
Tyr

GTT
val
220

ATG
Met

CcGC
Arg

ACC
Thr

ccT
o

AAC
Asn
300

TCT
Ser

GAG
Glu

CTG
Leu

GGT
Gly

TTT
Phe
380

GAG

Glu

ACC
Thr

CAC
His

723

771

819

815

963

1011

1059

1107

1155

1203

1251

1299




ATG GCG CTA AAA ATT TCG GAT GCT ATC TTG GAA GAT TAT GCT TCC ATG
Met Ala Leu Lys Ile Ser Asp Ala Ile Leu Glu Asp Tyr Ala Ser Met
590 595 600

CAG TGATAAGGAT CCGGTACC
Gln
605

Infofmace o retézci SEQ ID NO: 2
Charakteristika retézce:
i) A) Délka: 605 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

D) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: protein

1827

1848



Asp

Gly

Asn

65

Gly

Ser

Thr

Asn Gl

Glu

145

Tyr

Ala

Val

Lys

Asp

225

Leu

Pro

Gly

vVal

Popis retézce

SEQ

Gln Thr Leu Leu Val Ser

Pro

Pro

Gly
50

Ile

val

Ala

Ser

His

Phe

His

Asn

Lys

Glu
290

5

His Tyr Ile

20

Lys Asp Val

35

Leu

Ser

Ile

Asp

Leu

115

Gly

Val

Gly

Ala

195

Leu

Gly

Glu

val
275

Phe

Thr

val

Ile

His

100

Ile

Phe

Gln

His

180

Gly

Met

Cys

Asp

Gln

260

Leu

Gly

Gly

Leu

Glu

85

Ala

Pro

Ser

Gln
245
Arg

Leu

Thr

Arg

Ser

Leu

Vval

70

Asp

Ty

Ser

Thr

Asn

150

Glu

Arg

Ala

Asp

230

val

Pro

Ser

His

Ser

Gly

Thr

S5

Ile

Leu

Glu

Gly

135

Glu

Arg

Asn

Asp

Val

215

Pro

Arg

Asn

Gln

Lys
295

ID NO:2

Ser

Asn

Arg

40

Thr

Glu

Asn

Thr

Asn

120

Gly

Ala

Ala

Thr

200

Glu

His

Ser

Leu

Asn
280

Gly

Leu
Gly
25

Thr

Ala

Ser

Ala

val

105

Gly

His

Trp

Arg

Ser

185

Gly

Asp

Gly

Asp

Gln

265

Gly

Asn

val
10
Ile

val

Ala

Gly

Tyr

90

Glu

Leu

Lys

Asn

Ala

170

Cys

Asp

Arg

val

Ala

250

val

Thr

Thr

30

val

Glu

Asp

Arg

Ser

75

Gly

Leu

Gly

Ala

rp
155
Pro
His
Asp
Gly
Ser
235
Ala
Leu

Thr

His

Ser

Ala

Tyr

Leu
60

Tyr

Asp

Ala

Gly

Gln

140

Asp

Asn

Gly

Tyr

Val

220

Met

Arg

Thr

Asn
300

Leu

Ser

Ile
45

Thr
Glu
Ile
Thr
Ser
125
Val
Asn
Ala
val
Ser
205
Phe
Glu
Gly
Arg

285

val

Ala
Leu
30

Ile

Glu

Ser

Phe

Asn

110

Thr

Asp

Val

Lys

Asn

190

Pro

Thr

Pro

Trp

Gln

270

Ala

Tyr

Ala
15

Leu

Ala

Asn

Asp

Gly

95

Asn

Leu

Ala

Gln

175

Ile

Lys

Asn

Leu

255

Tyr

Val

Ala

Ala

Thr

Gly

Pro

Arg

80

Ser

Gln

val

Trp

Ala

180

Ile

Thr

val

Lys

Thr

240

Leu

val

Gly

Lys




His
305

Glu

Asp

Thr

Gln

Glu

385

Glu

Gln

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

Gly

Ile

Met

545

Tyr

Gln

Ile

Glu Val Leu

Tyr Ser Gly

Thr Vval val

Ala

Ala

370

Lys

Ala

Tyr

Glu

Leu

450

Ty:

Asp

Asn

Asp

Pro

530

Met

Gly

Met

Ser

Thr

355

Ala

Ala

val

Glu

Leu

435

Leu

Leu ¢

Leu

Ser

Asn

515

Tyr

Pro

val

Ser

Asp
595

340

val
Tré
His
Ala

Asn
420

Phe

Leu
Gly
500
Leu
His
Lys

Gln

Ser
580

Ala

Leu
Ile
325

Asp

Phe

Glu

Arg

405

Tyr

Leu

Phe

His

Gly

485

Ala

Ala

Phe

Glu

Gly

565

His

Ile

Ala
310
Gly

Leu

Ser

Ala

Leu

390

Gly

Arg

Phe

470

Gln

Met

Tyr

Arg

Met

550

Leu

vVal

Leu

Arg

Thr

375

Leu

Gly

Asp

Thr

Arg

455

Ala

Ala

Gln

Asp

Pro

535

Gly

Arg

Met

Glu

Ile

360

Phe

Asn

Phe

Tro

Ala

440

Gly

Ala

Thr

Ala

520

Asn

Gly

val

Thr

Asp
600

Ala Gly ser

Met Lys Ser

Pro Val Gly

345

Thr

Asn

Thr

His

Ile

425

Gly

Tyr

Asp

Ala

Tyr

505

Asp

Tyr

val

Ile

val
585

Tyr

Ala
Ile
330

Leu

Ser

Glu

Lys

Asn

410

val

val

val

Pro

Thr

490

Phe

Leu

His

val

Asp

570

Phe

Ala

val
315

Leu

Asn

Ala
Thr
Leu
395
Thr
Asn
Ala
His
Gln
475

Gln

Ala

Gly
Asp
555
Gly

Tyr

Ser

Ser Pro Thr

Glu Pro Leu

Leu Gln Asp

Gly

Phe

380

Glu

Thr

His

Ser

Ile
460

3
%
"

Leu

Gly

Ala

val

540

Asn

Ser

Ala

Met

Ala

365

Gly

Gln

Ala

Asn

Phe

445

Leu

Phe

Ala

Glu

Trp

525

Gly

Ala

Ile

Met

Gln
605

350

Gly

Asp

Trp

Leu

val

430

Asp

Asp

Leu

Thr

510

Thr

Thr

Ala

Pro

Ala
$90

Ile
Gly
335

Gln

Gln

Ala
Leu
415
Ala
Val
Lys
Asn
Asn
495

Ile

Glu

Pro
575

Leu

Leu
320

Ile

Thr

Gly
Ser
Glu

400

Ile

Asp
Glu
480

Ile

Tyr
Ser
val
560

Thr

Lys
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Informace o retézci SEQ ID NO : 3
Charakteristika retézce:
i) A) Délka: 33 paru bazi

B) Typ: nukleovd kyselina

C) Spiralovitost: jednoducha

D) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 3
'CCATCTAGAA GATCTATCAT GCAGACTCTCTC CTT
Informace o retézci SEQ ID NO: 4
Charakteristika retézce:
i) A) Délka: 36 paru bazi
B) Typ: nukleova kyselina
C) Spiralovitost: jednoducha
D) Topologie: linedrni
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis retézce : SEQ ID NO: 4

TGGGGTACCG GATCCTTATC ACTGCATGGA AGCATA




1
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PA'TENTOVE NAROKY

1. Rekombinantni molekula DNA s dvojitou Sroubovnici

obsahujici v pracovni sekvenci:

a) promoter, ktery vyvclava Vv rostlinné burnce produkci

RNA sekvence,

b) strukturni kodujici sekvenci, kterda kéduje produkci

AGO,

c) 3' nepfelozenou oblast, kterd pusobi v recené rost-
'1inné bunice to, 2e se polyadenylatové nukleotidy pripoji

k 3' konci RNA sekvence.

2. Molekula DNA podle ndroku 1 vyznaéena tim, Ze fecena

strukturni sekvence je SEQ ID NO: 1.

3. Molekula DNA podle naroku 1 vyznaéena tim, Ze receny

promoter je vybran z FMV35S a CaMV35S promoteru.

4. Molekula DNA podle naroku 1 vyznacena tim, Ze reéeny

promoter je indukovan pathogenni infekci.

5. Zpuisob produkce geneticky transformovanych rostlin,
které vyjadruji antipathogenni mnoZstvi AGO, zahrnujici kro-
ky:

a) vloZzeni do genomu rostlinné buriky rekombinantni mo-
lekulu DNA s dvojitou Sroubovnici obsahujici:

i) promoter, ktery vyvolavd v rostlinné bunce predukci
RNA sekvence,

. ii) strukturni kodujici sekvenci, ktera koduje produkci

— e cm—

44941
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0
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PROMY SLUVEHO
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AGO,

iii) 3' nepfeloZenou oblast, kterd plsobi v rostlinné
buiice to, Ze se polyadenyliatové nukleotidy pripoji k 3' kon-
ci RNA sekvence,

b) ziskani transformovanych rostlinnych bunék a

c) regeneraci geneticky transformovanych rostlin, které
vyjadfuji AGO v mnoZstvi Géinném pro sniZeni poskozeni puso-

benému infekci bakteridlnimi a houbovymi pathogeny

6. Zpusob podle naroku 5 vyznadeny tim, Ze rfedena

strukturni kodujici sekvence je SEQ ID NO: 1.

7. Zpisob podle ndroku 5 vyznadeny tim, Ze fecdeny pro-

moter je vybrdn z FMV35S a CaMV35S promoteri.

8. Zpusob podle ndroku 5 vyznadeny tim, Ze fedeny pro-

moter je indukovan pathogenni infekci.

9. Zpusob podle naroku 5 vyznadeny tim, Ze fedené rost-

liny jsou rostliny brambor nebo psenice.
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