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Enzym zplsobujici vétveni bramborového Skrobu

(Stareh—Rranching—Enzyme—FFr—

Oblast techniky

Pfedkladany vyndlez se vztahuje k novému enzymu brambor
zpUsobujicimu vétveni 3krobu. Konkrétné se pfedkladany vynalez
vztahuje k aminokyselinové sekvenci druhého enzymu
zpusobujiciho vétveni bramborového Skrobu (SBE II z starch
branching enzyme), ddle s touto sekvenci souvisejicimu
fragmentu a korespondujicim DNA. DAle se vyndlez vztahuje
k vektorlm skladajicich se z takovych sekvenci DNA, které jsou
pouzZitelné k produkci transgennich brambor a k pouZiti téchto

brambor k produkci Skrobu.

Dosavadni stav techniky

Skrob je sloZitd sm&s rozli&nych molekulovych forem,
odli3ujicich se stupném polymerizace a vétveni glukosovych
Yet&zcl. Skrob se skladad z amylézy a amylopektinu, pricemZ
amyléza je sloZend z v podstaté linedrniho o-1,4-glukanu a
amylopektin je sloZeny z o-1,4-glukant spojenych vzadjemné& pres
o-1,6-mistky, takZe vznikd rozvétveny polyglukan. Znamend to ,
Ze 3krob neni jednotny hruby materidl.

Skrob je syntetizovan v nejméné tfech enzymatickych
reakcich, ve kterych jsou zahrnuty ADPglukozofosforylaza (EC
2.7.7.27),

Skrob

syntetdza Skrobu (EC 2.4.1.21) a enzym vétvici

(vétvici faktor) (EC 2.4.1.18). Pfedpoklada se, Ze enzym

vétvici Skrob (SBE, také nazyvany Q-enzym &i vétvici faktor)
ma& dvé rtzné enzymatické aktivity. Katalyzuje jednak hydrolyzu
o-1,4-glykosidickych vazeb a jednak vznik 1,6-glykosidickych
vazeb vznikajicich bé&hem syntézy vétvenych komponent Skrobu,

napfiklad amylopektinu.
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Rostlinny 3krob je hodnotny zdroj obnovitelné suroviny,
pouZzivané napfiklad v chemickém primyslu (Visser a Jacobsen,
1993). Kvalita Skrobu musi spliiovat naroky prlmyslovych
procest, v kterych je uniformita struktury dileZitym
kritériem. Pro prumyslové aplikace jsou pot¥eba rostliny
obsahujici Zkrob sloZeny bud jen z amylézy nebo rostliny
majici Skrob obsahujici pouze amylopektin.

Postupy zvySujici pomé&r amyldzy ku amylopektinu ve
Skrobu byly jiZ navrZeny. Napfiklad v W095/04826 jsou popsany
sekvence DNA, kédujici enzymy sniZujici vétveni tedy se
schopnosti sniZit nebo zvySit stupeil vétveni amylopektinu
v trangennich rostlindch, nap¥iklad v bramborech.

V W092/14827 jsou popsany plazmidy majici sekvence,
které po inzerci do genomu rostlin zplsobuji zmény
v koncentraci uhlohydratl a uhlodritovém sloZeni
regenerovanych rostlin. Tyto zmény mohou byt ziskdny pomoci
sekvence vétviciho enzymu, kterd je umisténa na téchto
plazmidech. Predpokladéd se, Ze tento vétvici enzym zvySuje
pomér amyldézy ku amylopektinu v rostlinném 3krobu, zv1asté
v komer&né vyuZivanych rostlindch.

W092/14827 popisuje pouze dosud zndmy Skrobovy vétvici
enzym u brambor a neni zndmo ani odborniklm, zdali jsou
v procesu syntézy vétveného 3krobu brambor zahrnuty jesté
dalsi enzymy.

V Mol Gen Genet (1991) 225: 286-296, Visser et al.,je
popsana inhibice exprese genu, pomoci antisence konstruktu,
pro granulové vazanou syntetdzu Skrobu. Inhibice enzymu u
Skrobu bramborovych hliz byla az 100%, coZ znamend, Ze se
v téchto p¥ipadech tvotril bezamyldézovy 3krob. Pfedchazejici
zpusob nebyl nicméné takto Uspé3ny v pfipadé inhibice
amylopektinu a alternativni metoda inhibice amylopektinu je
proto stdle vysoce Zadouci (Miiller-Rober and KoPmann, 1994,

Martin a Smith, 19995).




Podstata vynalezu

Predmétem pfedkladaného vyndlezu je zména stupné
vétveni amylopektinu a pomé&ru amylopektin/amyléza
v bramborovém 3krobu. Podle predkladaného vyndlezu je tento
cil dosazZen objevem nové izolované sekvence DNA, kédujici
(SBE II),

druhy enzym vétveni Skrobu brambor a pomoci

fragmentd odvozenych od této sekvence, které po inzerci do
genomu rostlin zptsobuji zmény ve stupni a pomé&ru vétveni
$krobu v regenerovanych rostlinéch.

V ptedkladaném vyndlezu je téZ zahrnuta aminokyselinové
sekvence SBE II a fragmentl od ni odvozenych.

Jsou zahrnuty také varianty vy3Se zminované sekvence DNA
vyplyvajici z degenerace genetického kédu.

Nova sekvence DNA kédujici SBE II, obsahujici 3074
nukleotidd a také korespondujici aminokyselinova sekvence

obsahujici 878 aminokyselin je uk&zdna v SEQ ID No. 1. Jeden
fragment o délce 1393 nukleotidl vySe uvedené sekvence DNA,
korespondujici s nukleotidy 1007 azZz 2399 DNA sekvence v SEQ ID
No.l. a také korespondujici aminokyselinova sekvence
obsahujici 464 aminokyselin jsou ukazany v SEQ ID No.Z2.

Dale jsou poskytovany vektory obsahujici vy3e zminénou
sekvenci izolované DNA a regulacdni Casti DNA aktivni
v bramborach. Sekvence DNA muZe byt vlioZena ve vektorech
v orientaci ,sence“ nebo ,antisence, (obracené)ve vztahu
k promotoru,

DNA.

ktery nasleduje bezprostfedné pred touto sekvenci

Poskytnut je také postup vedouci k produkci
transgennich brambor se sniZenym stupném vé&tveni Skrobového
amylopektinu. Tento postup obsahuje ndsledujici kroky: a)
pfenos a vloZeni vektoru dle objevu do genomu bunék brambory a
za b) regeneraci intaktni, celé rostliny z transformovanych
bunék.

Kone&né vyndlez poskytuje pouZiti vySe zminénych

transgennich brambor pro produkci Skrobu.




V nésledujici ¢asti je vyndlez popsan detailné&ji.
V této Casti je popsédna také experimentdlni Cast a doprovodné
obrazky.

“

Pfehled obrazkl na vykresech

Obr.l ukazuje SDS polyakrylamidovou elektroforézu
proteinl extrahovanych ze Skrobu normdlnich brambor (linie A)
a trangennich brambor (linie B). Chybéjici proteinové skvrny
jsou oznacdeny Sipkami. Linie M jsou markery molekulovych
hmotnosti (kDa).

Obr.2 ukazuje 4 peptidové sekvence odvozené

z nadtépenych proteinlt $krobu bramborovych hliz.

Priklady provedeni vyndlezu

Izolace Skrobu z bramborovych hliz.

Rostliny brambor (Solanum tuberosum) byly péstovany na
poli. Oloupané hlizy kultivaru Early Puritan nebo transgenni
linie brambor prakticky postréddajici syntetdzu Skrobu I
vdzanou na granule (Svalof Weibull AB, international
application number PCT/SE91/00892) byly homogenizovany p¥i
4°C, Do frakce zbavené hrubych ¢astic (juice fraction),
obsahujici velkou &ast Skrobu, byly ihned p¥id&ny: Tris - HCl
pufr, pH 7,5 tak, aby jeho vyslednd koncentrace byla 50 mM,
Na4sP,0, v

30 mM a EDTA tak, aby vysledn& koncentrace byla 10 mM.

(Na-dithionite) tak, aby jeho vyslednd koncentrace byla
Skrobové granule sedimentovaly b&hem 30 minut, poté byly 4x
promyty desetindsobnym mnoZstvim promyvaciho pufru (50 mM
Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM EDTA). Skrob, ktery mezi kaZdym
promytim sedimentoval 3Q minut pf#i 4°C byl nakonec t¥ikréat
promyt tfemi objemy acetonu, usu3en pfes noc volné& na vzduchu

a skladovan p¥i -20°C.
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Extrakce proteint bramborového Skrobu

Skladovany 3krob (20g) byl kontinudlné smichan s 200 ml
extrakéniho pufru (50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 2% (hm./obj.)
sodiumdodecylsulfat (SDS), 5 mM EDTA) postupnym pfidavanim
pipetou p#i 85°C tak dlouho, dokud Skrob nezZelatinoval.
Vzorky byly poté na jednu hodinu zmraZeny p¥i -70°C. Po
rozmraZeni p¥i 50°C byly vzorky centrifugovany 20 minut p¥i
12000 x g a 10°C. Supernatant byl shromaZdovdn a znowvu
centrifugovan 15 minut p¥i 3000 x g. Vysledny supernatant byl
zfiltrovan pfes filtry 0,45 pum a k nému byly nasledné pridany
2,25 objemy ledového acetonu. Po 30 minutédch inkubace p¥i 4°C
byla sraZenina proteinll oddélena centrifugaci (3000 x g po 30
minut p#¥i 4°C) a rozpudténa v 50mM Tris-HCl, pH 7,5. Cast
kazdé preparace byla analyzové&na pomoci SDS polyakrylamidové
elektroforézy podle Laemmliho (1970) (Obr.l). Proteiny ve zbylé
Casti preparace byly zkoncentrovany vysrdZenim trichloroctovou
kyselinou (10%) a poté rozdé€leny na 8% SDS polyakrylamidovém
gelu dle Laemmliho (1970). Proteiny v gelu byly obarveny
Commassie Brilliant Blue R-250 (0.2% v roztoku 20% metanolu,

0,5% octové kyseliny a 79.5% H,0).

St&peni proteind v gelu a sekvenovani peptida

Obarvené prouZky proteind oznacené Sipkami (Obr.1),
korespondujici s molekulovou hmotnosti okolo 100 kDa, byly
vyFiznuty a dvakrat promyty v 0,2 M roztoku NH,HCO; v 50%
acetonitrilu za stalého mich&ni p¥i 35°C. Doba kaZdého
promyvani byla 20 minut. Po kaZdém promyti byl roztok
odstranén a kousky gelu byly vysuSeny odpa¥enim v digestofi. -
Dobfe vysuSené kousky gelu byly poté kaZdy zvlast poloZeny na
parafilm a k nim byly p¥idadny 2 pl roztoku 0,2 M NH,CO;, 0,02%
Tween-20. Poté byly na kousky gelu naneseny 2 pl (25 pg)
modifikovaného trypsinu (Promega, Madison, WI, USA). Po jejich

vsaknuti byly nandSeny 5 pl objemy 0,2 M NH,CO; tak dlouho,
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dokud gely nenabyly svych plvodnich velikosti. Kousky gelt
byly ddle rozdéleny na t¥i C&sti a pfeneseny do ependorfek. Do
kazdé bylo p¥iddno 200 ul 0,2 M NH,CO;. Proteiny obsaZené
v kouscich gelu se poté rozkladaly p¥fes noc p¥i 37°C
(Rosenfeld et al. 1992). Po Uplném rozkladu byla pridana
trifluoroctova kyselina tak, aby vyslednd koncentrace byla 1%
Supernatant byl odebrdn a uschovan. Kousky gelu byly dale
extrahovany dvakrat 200 pl smé&si obsahujici 60% acetonitril,
0,1% trifluoroctovou kyselinu a 0,02% Tween - 20. Tyto
supernatanty byly spojeny s ostatnimi supernatanty a jejich
objem byl redukovdn na 50ul odpafenim. Extrahované peptidy
byly rozdé&leny na chromatografickém systému SMART (Pharmacia,
Uppsala, Sweden) s kolonou MRPC C2/C18 SC2.1/10. Peptidy byly
eluovany 0-60% gradientem acetonitrilu v 0,1% trifluoroctové
kyselin&. Separace trvala 60 min pf¥i pritoku 100 upl/min.
Peptidy byly sekvenovény na sekvendtoru Applied Biosystems
470A s plynou fazi a s on-line PTH aminoanalyzatorem (120A)
nebo na modelu 476A dle nadvodu vyrobce (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

Cty?i ze sekvenovanych peptidl daly jednodude
interpretovatelné sekvence (Obr.2). Prohleddni databazi
ukdzalo, Ze tyto Ctyfi peptidy vykazuji podobnost se
§krobovymi vétvicimi enzymy. Zajimavé bylo zji3téni, Ze tyto
peptidy byly vice pfribuzné Skrobovému vétvicimu enzymu II
2z jinych rostlinnych druhl neZ Skrobovému vétvicimu enzymu I

7z brambor.

Konstrukce oligonukleotidl kédujicich peptidy 1 a 2
Degenerované oligonukleotidy kédujici peptid 1 a 2 byly

syntetizovany jako primery (v obou smérech):

Oligonukleotid 1: 5’- gtaaaacgacggccagt - TTYGGNGTNTGGGARATHTT

- 3’ (residua 2 azZz 8 peptidu 1)




Oligonukleotid 2: 5’- aattaaccctcactaaaggg -
CKRTCRAAYTCYTGIARNCC - 3’ (residua 2 aZ 8 peptidu 2, obraceny
fetézec), kde R

H je A, C nebo T, I je inosin, K je G nebo T. N je
A,C,G nebo T, R je A nebo G, Y je C nebo T. Baze oznaclené

malymi pismeny byly pfidany jako p¥ipojovaci (tag) sekvence.

Purifikace mRNA z bramborovych hliz , syntéza cDNA a
PCR amplifikace cDNA fragmentl korespondujicich se Skrobovym
vétvicim enzymem brambor II pomoci PCR.

tuberosum

(1987) .

Celkova RNA ze zralych bramborovych hliz (S.
cv. Amanda) byla izolovana podle Logemanna et al.
Prvni fetézec cDNA byl syntetizovan s pouZitim 2 png celkové
RNA a 60 pmoll oligo-dTiy jako primer pro kdéddujici retézec.
Primer byl pripojen na polyA mRNA pfi 60°C po dobu 5 minut.
ProdlouZeni cDNA bylo provedeno pomoci systému Riboclone cDNA
Synthesis Systém M-MLV (H-) (Promega) dle technického manudlu
vyrobce.

(dle
vyndlezu) byl amplifikovadn na pfistroji Perkin-Elmer GeneAmp

CT,

cDNA kodujici novy 3Skrobovy vétvici enzym II
9600 PCR thermocycler (Perkin-Elmer Cetus Instruments,
USA) s pouiitim dvou degenerovanych primerd odvozenych od
peptidld 1 a 2 (viz vy3e) za nasledujicich podminek: 1 mM dNTP,
1 uM primery a p¥isludné mnoZstvi cDNA popsané vySe. Celkovy
objem reakéni smési byl 20 ul a obsahoval 1 x pufr AmpliTaqg a
0,8 U AmpliTag

(Perkin-Elmer Cetus). Podminky v cykleru byly

nasledujici: 96°C po dobu jedné minuty, 80°C ve chvili, kdy

byl enzym pfidan do reakCni smési (tim byla spuSténa reakce).
P¥i této teploté byla reakce udrZovédna po dobu cca 15 minut.
Nasledoval nezamy3leny pokles teploty na 25°C, pét cYklﬁ pfi
94°C po dobu 20 sekund, 1 min p¥i 45°C, jednominutovy vzrlst

na 72°C, dvé minuty p¥i 72°C, 30 cykll: 5 sekund p¥i 94°C, 20

sekund pfi 45°C a 2 mint+2sek. p¥i 72°C. Teplota 72°C byla




nakonec udrzZovédna po ndsledujicich 10 minut p¥ed ochlazenim na
4°C.

Vzorek z této reakce (0,1 Hl) byl reamplifikovan za
nasledujicich podminek: 96°C po dobu 1 min., 80°C ve chvili,
kdy byl enzym pf¥idadn do reak&ni smési (tim byla spudténa
reakce), pfi této teploté byla reakce udrZovadna po dobu cca 5
minut. N&sledovalo pé&t cyklda: 20 sekund p¥i 94°C, 1 minuta p¥i
45°C, 2 minuty p¥i 72°C a 25 cykll: 5 sekund pri 94°C. 30
sekund p¥i 45°C, 2 min. + 2 sek. p¥i 72°C. Teplota 72°C byla
nakonec udrzZovana po nasledujicich 10 minut pfed ochlazenim na
4°C. Po dokonceni PCR amplifikace byla reakce nanesena na 1,5%
agarozovy gel Seakem (FMC Bioproducts, Rockland, ME, USA). Po
elektroforéze a obarveni gelu etidiumbromidem byl nejsilné&jsi
prouZek o velikosti 1500 bp vyriznut a fragmenty byly eluovany
t¥epanim ve vodé (200 pl) po dobu jedné hodiny. Tento fragment
byl po reamplifikaci s pouzitim primerd korespondujicich s tag
sekvencemi (v oliginukleotidech 1 a 2) a purifikaci pomoci
elektroforézy na agarozovém gelu tak, jak byla popséna vyse a
nasledné extrakce z gelu s pouZitim extrakéniho kitu Qiaex
(DIAGEN GmbH, Hilden, Germany) dle instrukci vyrobce, pouZit
jako templat pro sekvenovani. Sekvenovani bylo provadéno
s pouzitim kitd DyeDeoxy Terminator Cycle Sequences kit
(Perkin-Elmer Cetus Instruments) a s pouZitim tag sekvenci a
internich primerd. Sekvenovani bylo analyzovéno na p¥istroji
Applied Biosystem 373A DNA sequencer podle navodu vyrobce.
Sekvence byla poté sestavena a obsahovala 1393 bp.

K dokonc&eni stanoveni sekvence Skrobového vétviciho
enzymu II, byly 5" a 3’ konce uplné DNA amplifikovéany
ze stejné celkové RNA jako v predchozim pfipadé s pouzZitim
techniky “rapid amplification of cDNA ends” (RACE) pfi které
byly pouZity specifické primery odvozené ze sekvence dlouhé
1393 bp. V ptipadé amplifikace 3’- konce byl pouZit primer T,sG
proti polyA konci a v pripadé 5’ konce byl pouZit kit 5’ /3’
RACE kit od firmy Boehringer Mannheim (Cat. No. 1734792).




Fragmenty z téchto amplifikaci byly opét stejnym zplhsobem
sekvenovany s pouiitim‘internich a koncovych primer. Sekvence
z téchto dvou koncl byly p¥idany k 1393 parim bazi tak, Ze nam
dala sloZenou celou délku sekvence cDNA. Z této sekvence byly
odvozené primery tak, aby bylo moZné amplifikovat celou
kébdujici &ast v jednom kuse. Caste&né osekvenovani
amplifikované kédujici cDNA potvrdilo pifitomnost cDNA
korespondujici se sloZenou sekvenci. Celkova délka cDNA je
3074 bp a translaovand sekvence se skladala z 878
aminokyselin. Protein v koneéné formé obsahuje 830
aminokyselin.

Porovnédni takto zji3téné sekvence s Gdaji v databankach
EMBL a GenBank ukazalo 68% identitu se Skrobovym vétvicim
enzymem I z brambor a asi 80% identitu se 3krobovym vétvicim
enzymem II z jinych rostlinnych druh®. Vyndlezci proto
pojmenovali enzym kéddovany novou sekvenci vétviciho enzymu
“Skrobovy vétvici enzym brambor II” (potato starch branching

enzyme II).

Transformace rostlin brambor

Izolovanad uUplnéd cDNA 3krobového vétviciho enzymu
brambor II a dal3i funk&né aktivni fragmenty v rozmezi 50 -
3074 parG bazi byly klonovany v obracené orientaci za
promotory aktivnimi v bramborovych hliz&ch. Terminem ,funké&né
aktivni“ jsou oznacCovany fragmenty, které ovlivni pomér
amylézy ku amylopektinu v bramborovém Skrobu. Aminokyselinova
sekvence a sekvence DNA SBE II a dé&le jeden fragment DNA a
jemu odpovidajici aminokyselinova sekvence, (které jsou
pfedmétem vyndlezu) jsou ukdzany v SEQ ID No.l a 2.

Jako promotory byly vybrany napfiklad: papatin
promotor, promotor genu kédujiciho vézanou Skrobsyntdzu I nebo
promotory izolované z genl kéddujicich vétvici enzym brambor I
a IT.

Konstrukty byly klonovany zndmymi technikami, bud

pomoci Ti-plazmidu, vektoru vhodného pro transformaci brambor
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zprostfedkovanou Agrobacterium trumefaciens, nebo pomoci
vektoru vhodného k pouziti balistickymi technikami &i
elektroporaci. ,Sence"“ 1 ,antisence"“ konstrukty obsahovaly
vSechny potrebné regulacni elementy.

Transgenni rostliny brambor poté transkribuji
specificky v hlizach konstrukt - inverzni Skrobovy vé&tvici
enzym II - coZ vede k antisence inhibici enzymu. Dale ke
sniZeni a zmé&né& zplsobu vétveni amylopektinu a také ke zm&né
poméru amyldézy ku amylopektinu, coZ se poté projevi u jejich
bramborového Skrobu.

Antisence konstrukt pro 3Skrobovy vétvici enzym II byl
také pouZit v kombinaci s antisence konstrukty pro Skrobovy
vétvici enzym I, pro Skrobsyntdzu II vazanou na granule, pro
rozpustnou bramborovou Skrobsyntazu II a III, pro Skrobovy D-
enzym a pro enzym zpisobujici sniZené vétveni (debranching
enzyme) bramborového Skrobu. Tyto konstrukty byly vytvofeny s
cilem transformovat brambory a zménit stupeil vétveni
amylopektinu a pomér amyldézy ku amylopektinu. To poskytne
novou a hodnotnou surovinu pro procesy v prumyslu 3Skrobu.

Kompletni sekvence cDNA kodujici tento enzym je
v odli3nych konstruktech klonovéna v ,sence"“ orientaci pod
jednim &i vice promotory vy3Se uvedenymi. Tyto konstrukty jsou
pfeneseny do vhodnych transformaénich vektorll popsanych vy3e a
tyto jsou poté pouzity k transformaci brambor. Regenerované
transformované brambory produkuji nadbytek Skrobového
vétviciho enzymu II v hlizadch , coZ vede k zvy3enému stupni a
zméné vétveni amylopektinu €i inhibici transkripce endogenniho
§krobového vétviciho enzymu II pusobenim kosuprese. Vysledkem

je poté sniZeni vétveni amylopektinu.

10
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SEQ ID No.l

Sekvenovand molekula: cDNA

Jméno: belIl (branching enzyme II - vétvici enzym) ze Solanum
tuberosum (brambor)

Délka sekvence: 3074 bp.

AAACCICCTC, CACTCAGTCT TTGTTTCTCT CICTCITCAC GCTTCICITG GCGCCTTGAA 60
CTCAGCAATT TGACACICAG TTAGITACAC TNCCATCACT TATCAGAICT CTATTTTTIC 120
TCTTAATTCC AACCAAGGAA TGAATAAAAN GATAGATTIG TAAMMACCCT AAGGAGAGAA 180
GAAGAAMG ATG GIG TAT ACA CIC TCT GGA GTT CGT TTT CCT ACT GIT CCA 230
Met Val Tyr Thr Leu Sex Gly Val Arg Phe Pro Thr Val Pro
-45 -40 ~35

TCA GTG TAC AAA TCT AAT GGA TTC AGC AGT AAT GGT GAT CGG AGG AAT 278
Ser Val Tyr Lys Sexr Asn Gly Phe Sex Ser Asn Gly Asp Arg Arg Asn
-3¢ -25 -20

GCT AAT NTT TCT GIA TIC TTIG AAA AAG CAC TCT CTT TCA COGG AAG ATC 326
Ala Asn Xaa Ser Val Phe lLeu Lys lys His Ser leu Ser Arg Lys Ile
=15 ~10 -3

TIG GCT GAA AAG TCT TCT TAC AAT TCC GRA TCC CGA CCT TCT ACA GIT 374
Leu Ala Glu Lys Ser Ser Tyr Asn Ser Glu Sar Arg PBro Sexr Thr Val
1 S 10

GCA GCA TCG GGG AAA GTC CTT GIG CCT GG\ ACC CAG AGT GAT AGC TCC 422
Ala Ala Sar Gly lys Val lLeu Val Pro Gly Thz Glan Sar Asp Sexr Ser
15 20 25 30

TCA TCC TCA ACA GAC C2A TTT GAG TIC ACT GAG ACA TCT CCA GAA AAT 470
Ser Ser Sex Thr Asp Gla Phe Glu Phe Thxr Glu Thr Sex Pro Glu Asa

35 40 45

TCC CCA GCA TCA ACT GAT GTA GAT AGT TCA ACA ATG GAA CAC GIT ASC 518
Ser Pro Ala Ser Tbr Asp Val Asp Ser Ser Thr Met Glu His Ala Sex
50 $5 €0

CAG ATT AAA ACT GAG AAC GAT GAC GIT GAG CCG TCA AGT GAT CIT ACA 566

Gln Ile Lys Thx Glu Asn Asp Asp Val Glu Pzo Ser Ser Asp leu Thr
65 70 78

GGA AGT GIT GAA GAG CIG GAT TIT GCT TCA TCA CIA CAA CTA CAA GAA 614
Gly Ser Val Glu Glu Leu Asp Phe Ala Ser Ser Leu Gln Leu Gln Glu
80 85 T90

GGT GGT AAA CTG GAG GAG TCT AAA ACA TTA AAT ACT TCT GAA GAG ACR €62
Gly Gly Lys Leu Glu Glu Ser Lys Thr Leu Asn Thr Ser Glu Glu Thx
95 100 108 110

ADT ATT GAT GAA ICT GAT AGG ATC AGA GAG AGG GGC ATC CCT CCA CCT 710
Ile Ile Asp Glu Ser Asp Arxg Ile Axg Glu Axg Gly Ile Pro Pro Pro
115 120 125

GGA CIT GGT CAG ARG ATT TAT GAA ATA GAC CCC CIT TTG ACA AAC TAT 758
Gly Leu Gly Gln Lys Ile Tyr Glu Ile Asp Ex: Leu leu Thx Aan Tyx
130 135 140

CGT CAA CAC CTIT GAT TAC AGG TAT TCA CAG TAC AAG AAA CIG AGG GAG 806
Azg Gln His Leu Asp Tyr Arg Tyxr Ser Gln Tyr Lys lys Leu Azg Glu
145 150 185

12




GCA ATT GAC ARG TAT GAG GGT GGT TIG GAA GCT TIT TCT CGT GGT TAY
Ala Ile Asp Lys Tyr Glu Gly Gly leu Glu Ala Pha Sax Arg Gly Tyr

160

165

170

*

GAA MAA ATG GGT TIC ACT CGT AGT T ACA GGT ATC ACT TAC CGT GAG
Glu Lys Mat Gly Pha Thr Arg Ser Ala Thr Gly Ile Thr Tyx Axg Glu

175

180

188

190

TGG GCT CCT GGT GCC GG TCA &CT GCC CIC ATT GGA GAT TTC AAC AAT

Tzp Ala Pzo Gly Ala
' 195

Gln Sexr Ala Ala leu
200

.

ile Gly Asp

Phe Asn Asn
205

TGG GAC GCA AAT GCT GAC ATT ATG ACT CGG MAT GAA TIT GGT GIC TGG
Trp Asp Ala Asn Ala Asp Ilae Met Thr Azg Asn Glu Phe Gly Val T:p

210

215

220

GAG AIT TIT CIG CCA AAT AAT GIG GAT GGT

7CT CCT

GCA ATT CCT CAT

Pha

Glu Ile Leu Fro Asa Asa Val Asp Gly

Sar Pro

Ale

Ile Pzo His

225

AGA GIG AAG

Gly Ser Axg Val Lys

CCT GCT TSG
Sex Pxo Ala Trp

235

AAT
Asn

GGA ATA
Gly Ile
275

Pre

CAC
Kis

TIC
Phe Gln

CCA OGG
Pro Arg
290

CT ATT
Ile
308

GGA ATG
Gly Met

AGA
Arg

GAT GAA
Asp Glu

GIG CAA AIT ATIG
Gln Tle Met
335

CAT
His

GIC ACA
Val Taz
355

CIT AAG
Yeu Lys
370

GIT GIT CIC ATG GAC AIT GIT CAC AGC CAT GAA

¥at Asp Il3 Val Eis

4Q0

ATA CGT ATG GAC ACT

Ile

ATC
Ile
260

cCA
Prxo

AGT
Sex

GIT
Val

GCT
Ala
330

RAT

TcT
Ser

230

Axg Met
245

AAC TAC
Azn Ty:

TAT GAT
Tyr Asp

AAG AAA
Lys Lys

AGT CCG
Ser Pro
310

CIT CCT
Leu Pzo
325

AT CAA
Ile Gln

TTT TTN
Phe Xaa

TTG ATT
leu Ile

Famare

-a
<2

[+3

T G3A C7G AAC AIG TTT GAC GCC ACA GAT aa?
Gly Leu Asa Met Phe Asp Gly Thr Asp Sex

405

CCA TCA
The Pro Sex
250

Asp

TCT TTA
r Len

CaG CTT
Gln leu
265

e

Dwm
A=

280

GAA GAG

Pro Glu Glu

CA AAG
Pzo Lya
295

TCE CIG
Ser Leu

GAG CCT
Glu Pro

AAA ATT
Lys Ile

CGC ATA AAN AMG
Azg Ile Lys Lys
330

GAG
Glu

YCT TAT
Sar Tyz
345

Ris

GCA ¢
Ala Pro
380

AGC AGC
Sex Sex

GAT AAA GCT CAT
Asp Lys Ala His
3715

i, e
Se2 Zis X3 B

Cys

13 410

TGT

238

GGT GTT AAG GAT
Gly Yal Lys Asp

CCT GAT GAA AIT
Pzo Agp Glu Ile
270

GAG AGG TAT AIC
Glu Axg Tyx Ile
288

AGA ATA TAT GAA
Axg Ile Tyxz Glu
300

AAC
As=n
313

TCA TAC GIG
Sez Tyr Val

GGG TAC AAT

leu Gly Tyr Asan

GCT AGT T1I7T
Ala Ser Pha
350

Tyz

TTT GGA AN
Phe Gly Thx
365

Axg

CIA GGA AIT
Leq Gly Ile
380

AAT ACT TTA

zn Ao T Zeu

854

902

950

598

1048

1094

1142

1190

1238

1285

1334

1382

143¢

- 1478

1526

1574




GGAGCX&TGGI‘MCATIGGATGTGGGATTCCCGCCTCTTTMCM

415

420

Gly Ala Arg Gly Tyxr His Irp Met Trp Asp Ser Arg Leu Phe Asn Tyr

428 430

GGA AAC TGG GAG GTA CTT AGG TAT CIT CIC TCA AAT GG AR TGS TGG
Val Leu Arg Tyx Ieu leu

Gly

6
leu

ATG

Glu

ATG

495

Ile

TCA TAC GCT GAA AGT

Sex
575

GCA TIC TGS CIG ATG
Ala Phe Tzp Leu Met

AGA CCN-TCA ACA TCA
Arg Pro Sexr Thr Ser

Asn Trp Glu

GAT GaG T7C
Asp Glu Phe
450

ATG TAT ACT
Met Tyr Thr
46S

GAA TAC TIT
Glu Tyx Fhe
480

CIG GIC AAC
Leu Val Asn

GGT GAA GAT
Gly Glu Asp

GGG GGT GIT
Gly Gly val
S30

TGG ATT GAG TIG

Trp Ile Glu
545

ATT GIT CAT
Ile Val Ris
5§60

Ty Ala Glu

€10

435

AR
Lys

TTT
Phe

CAC
His

[er:4
His

GGA
Gly

CI<
Tau

Gar
Asp

T
Leu
500

GIT
Val
815

AKX
Bar

G&C
Gly

lay

ACA

CAT
His
580

Ser

GAC
Asp
585

leu

440

GAT GGA TIT A&7
Asp Gly Pha Arg
455

0
D

GGA TTA TCG GIG
Gly lau Ser Val
470

GTA ACT
Ala Thx
485

GAT GIG
Asp Val

ATT CAT GGG CTT
Ile His Gly leu

GGA ATG CCG ACA
Gly Met Pxo Thr
520

‘GAC TAT CGG CTG

Aszp Tyr Azg Leu
535

AAG AAA CGG GAT
Lys Lys Axg Asp
580

ACA MAT AGA AR

Thr Asn Arg Arg
565

GAT CAA GCT CTA
Asp Gla Ala Leu

AAG GAT ATG TAT
Lys Asp Met Tyz
600

TTA ATA GAT CGT GGG

Ile Asp Arg Gly
615

ATT AGG CTT GIA ACT ATG GGA TTA GGA GQRA

Ile Azg Lau Val Thr Met Gly Leu

ATG GGA AAT GAA TIC
Mat Gly Asn Glu Fhe

GAA QA CAC CIC TCT
Glu Gln His leu Sax

655

625

§43

Gly

GAT

680

G CAC CCT

Asp Gly Sax

Gly Gly
630

GAG TGG

His Pxo Glu Trp

GGC TCA GTA AT

val Ila

1

4665

Sex Azn Ala Axg Trp IXp
445

TIT GAT GGT GIG ACA TCA
Phe Asp Gly Val Thr Ser
460

GGA TTC ACT GGG AAC TAC
Gly Phe Thx Gly Asn Tyxr
475

GAT GCT GIT GIG TAT CIG
Azp Ala Val val Tyr Leu
4950

TTC CCA GAT GCA AIT ACC
Phe Pro Asp Ala Ile Thr
505 510

TTIT TNT AIT CCC GIT CAA
Phe Xaa Ile Pxo Val Gln
525

CAT ATG G ATT GCT @&aT
His Met Ala Ile Ala Asp
540

GAG GAT TGG AGA GIG GST
Glu Asp Trp Arg Val Gly
855

TGG TCG GAA AAG TGT GIT
Txp Sexr Glu Lys Cys Val
570

GIC GGT GAT AMA ACT ATA
Val Gly Asp Lys Thr Ila
585 530

GAT TTT ATG GCT CIG GAT
Asp Fha Met Ala Leu Asp
605

ATA GCA TTG CAC AAG ATG
Jle Bla Leu Eis Lys Mat
620

GAA GGG TAC
Glu Gly Ty=
635

CTA AAT T3IC
Lau Asn Phe

ATT GAT TIC
Ile Asp Phe

-
Swe

CCT AGG GCT
Pro Axg Az

CCC GGA AXC
Pzo Gly Asn

CAA TTC AGT
Gln Phe Sex
670

1622

1670

1718

1766

1814

1862

1810

1958

2006

2054

2102

2150

2138

2246

2294

2342




TAT GAT AAA TGC AGA CGG AGA TTT GAC CTG GGA GAT GCA GAA TAT TTA
Tyz Asp lys Cys Arg Arg Arg Phe Asp Leu Gly Asp Ala Glu Tyr Leu

€75

AGA TAC CGT GGG ITG
Axg Tyr Axg Gly lev
690

GAT AAA TAT GAG TIT
Asp Lys Tyr Glu Phe
705

GAT GAA GGA GAT AGG

Asp Glu Gly Asp Arg
720

GIC TIT ART TIT CAC
Val Pha Asn Phe His
735

TGC CIG AAG CCT GGA
Cys Leu lys Pro Gly
755

CTT TIT GGT GGC TIC
Ieu Phe Gly Gly Phe
770

TTT GAA GGA TGG TAT
Phe Glu Gly Trp Tyx
785

CCT AGT AGA ACA GCA
Pro Ser Axg Thr Ala
80O

GAA GAA GAA GAA GTA
Glu Glu Glu Glu Val
815

CAA GAA TTIT @&C
Gln Glu Phe Asp
695

ATG ACT TCA GAA
Met Thr Ser Glu
710

ATG ATT GTA TIT
Met Ile Val Phe
725

TGG ACA AAA AGC
Trp Thr Lys Ser
740

ARA TAC AAG GIT
lys Tyr Lys Val

GGG AGA ATT
Gly Arg Ila

GAT
Asp

778

GAT GAT CGT CCT
Asp Asp Axg Pro
790

GTG GTC TAT GCA
Val Val Tyr Ala
808

GCA GTA GTA GrA
Ala Val Val Glu
820

680

CGG GCT ATG CAG TAT CTT GAA

Arg Ala Met Gln Tyr Yeu Glu
700

€85

His Gln Phe Ile Ser Azg Ly
715 :

GAA AAM GGA AAC CTA GIT TIT
Glu lys Gly A=n Leu Val Phe
730

TAT TCA GAC TAT CG&C ATA GGC
Tyr Sex Asp Tyx Arg Ile Gly
745 250

GCC TTG GAC TCA GAT GAT CCA
Ala Ieu Asp Ser Asp Asp Pro
760 765

CAT AAT GCC GAM TAT TTC ACC
His Asa Ala Glu Tyr Phe Thr
780

CGT TCA AIT ATG GTG TAT GTA
Axg Sex Ile Met Val Tyr Ala
785

. CTA GTA GAC AAR GAX GAA GAA

Leu Val Asp Lys Glu
810

Glu Glu

GAA GTA GTA GTA GAA GAA GAA
Glu Val val Val Glu Glu Glu
825 830

TGA ACGAA CTTGIGATCG CGTTGARAGA TITGAAGGCT ACATAGAGCT TCTTGACGTA

xR

TCTGGCAATA TTGCATCAGT CTTGGCGGAA TTTCATGTGA CAAAAGGTTT GCARTITCTTT
CCACTATIAG TAGIGCAACG ATATACGCAG AGATGRAGTG CTGCACAAAC ATATGTAARA
TCGATGAATT TATGICGAAT GCTGGGQCGG GCITCAGCAG GTTTTGCITA GIGAGTTCIG

TAAATTGICA TCTC

15

L 4
es

L

S0odees

*

23%0

2438

2486

2534

2582

2630

2678

2721

2774

2822

2880

2340

3000

3060
3074
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~Sekvenovana molekula:

ze Solanum tuberosum
Délka sekvence: 1393 bp
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SEQ ID No.2

CDNA
fragment genu bell

(brambor)

T CTG CCA.AAT AAT GIG GAT GGT ICT CCT GCA AIT CCT CAT GGG TCC AGA

o o0 (X)

EX XX
eees
*

LR ]
a00e
L X 2
o800

L ] e e

.0

(branching enzyme II - vétvici enzym)

49

Leu Pro Asn Asn Val Asp Gly Ser Pro Ala Tle Pro His Gly Ser Arg

1 5 » 10 15
GIG ARG ATA CGT ATG GAC ACT CCA TCA GGT GIT AAG GAT TCC AIT CCT
Val Lys Ila Axg Met Asp Thr Pro Sexr Gly Val Lys Asp Sex Ile Pro

20 25 30

GCT TGG ATC AAC TAC TCT TTA CAG CIT CCT GAT GAA ATT CCA
Ala Txp Ile Asn Tyr Ser Leu Gln Leu Pro Asp Glu Ile Pro
35 40 45

TAT AAT
Tyr Asn

GGA ATA TAT TAT GAT CCA CCC GAA GAG GAG AGG TAT ATC TIC
Gly Ile Tyr Tyr Asp Pro Fro Glu Glu Glu Arg Tyx Ile Phe
50 55 60

CaA CAC
Gin His

cca
Pro
65

CGG CCA- AAG AAA CCA AAG TCG CTG AGA ATA TAT GAA TICT
Arg Pro Lyz Lys Pxo Lys Ser leu Arg Ile Tyr Glu Ser
70 75

CAT ATT
His Ile
80

GGA
Gly

ATG AGT AGT CCG GAG CCT AAA ATT AAC TCA TAC GIG AAT
Met Ser Ser Pro Glu Pro Lys Ile Asn Ser Tyr Val Asn
8s 90

TTT AGA
Phe Arg
85

GAT
Asp

GAA GIT CTT CCT CGC ATA ARA AAG CTIT GGG TAC AAT GCG
Glu Val Leu Pra Arg Ile Lys Lys Leu Gly Tyr Asn Ala
100 105 110

GTG CAA
Val Gln

ATT
Ile

ATG GCT ATT CAA GAG CAT TCT TAT TAT GCT AGT TIT GGT
Met Ala Ile Gla Glu His Ser Tyr Tyr Ala Ser Phe Gly
115 120 125

TAT CAT
Tyz His

GIC
val

ACA AAT TTT TTN GCA CCA AGC AGC CGT TTIT GGA ACN CCC
Thr Asn Phe Xaa Ala Pro Ser Ser Arg Phe Gly Thr Pxo
130 135 140

GaC GAC
Asp Asp

CTT
Leu
145

ARG TCT TIG ATT GAT AMA GCT CAT GAG CTA GGA ATT GIT
Lys Ser leu Ile Asp Lys Ala His Glu Leu Gly Ile Val
150 155

GIT CIC
Val Ieu
160

ATG GAC ATT GIT CAC AGC CAT GCA TCA AAT AAT ACT TTA GAT
Met Asp Ile Val Eis Ser His Ala Ser Asn Asn Thr Leu Asp
165 170

GGA CIG
Gly Leu
175

AAC ATG TTT GAC GGG ACA GAT AGT TGT TAC TTT CAC TCT GGA GCT CGT
Asn Met Phe Asp Gly Thr Asp Sex Cys Tyr Phe His Ser Gly Ala Ary
180 185 190

GGT TAT CAT TGG ATG TGG GAT TCC CGC CIC TIT AAC TAT GGA ARC TGG
Gly Tyx His Tzp Met Tzp Asp Ser Axg leu Phe Asn Tyr Gly Asn Txp
195 200 205

GAG GTA CTT AGG TAT CYT CIC TCA AMT GCG AGA TGG TGG TIG GAT GAG
Glu Val Leu Arg Tyr Leu Leu Ser Asn Ala Arg Trp Trp leu Asp Glu
210 215 220

16

97

145

193

241

288

337

38s

433

481

529

577

625

673




TIC AAA TIT GAT GGA TTIT AGA TIT GAT GGT GIG ACA TCA AYG

Phe Lys Phe Asp Gly Phe Arg Phe Asp Gly Val Thr

225
ACT CaC
Thr His

TTT GGA
Phe Gly

AAC GAT
Asn Asp

GAT GTY
Asp Val

230

235

ATG TAT
Met Tyr
240

Sar Met

CAC GGA TTA TCG GIG GGA TTC ACT GGG AAC

His Gly leu
245

CTC GCA ACT
Isu Ala Thr
260

CIT ATT QAT
leu Ile Rim
278

AGC GGA ATG
Ser Gly Met

Ser Val Gly Phe Thr Gly Asn
250

GAT GTG GAT GCT GIT GIG TAT
Asp Val Asp Ala Val Val Tyr
265 ‘

GSG 'CTT TIC OCA GAT
Gly leu Phe Przo Asp
280

GCA ATT
Ala Ile

CCG ACA TTT INT AIT CCC GTT
Pro Thr Phe Xaa Ile Pzo Val

TAC
Tyr

GRAG
Glu

CIG ATG

Leu

ACC

285

Met
270

ATT

Ile

250

GIT GGC TTT GAC TAT CGG

Val Gly
305

GAG TTG
Glu leu

GAA AGT
Glu Sex

CIG ATIG
Leu Met
370

ACA TCA
Thy Sex
385

GTA ACT
Val Thre

A 1TTC
Glu Phe

CIC ICT
ley Ser

TGC AGA CGG AGA TIT GAC

Cys Arg

430

Phe Asp Tyx

CTC AAG AAA CGG

Leu

Lys

Lys
325

Axg
310

Axg

295

CIG
Leu

GAT
Asp

300

CAT AYG GCA ATT GCT

Asp

GAT RAdA

His Met Ala

GAG GAT TGG
Glu Asp Txp

CTG ACA AAT
Leu Thx Asn
340

car
His
335

GAT
Aszp

an
Gln

GAC AMNG

Asp

GAT
Asp

TTA ATA
Lau

GAT
Asp

ATG
Met

TIA
ley
405

CcCcT

Gly BPro

GaT
Asp
435

A
Gly Ser

Ay Axg Pha

330

AGA
Azg

GG TCG GAA
Txrp Ser Glu
345

=g

CIA
Leu

GIC GGT GAT
Val Gly Asp
360

Ala

ATG
Mat

TAT

Tyr
375

GAT TIT ATG
Asp Phe Mat

CGT

Arg
390

GGG
Gly

ATA GCA TTG
Ile Ala Leu

GGA
Gly

GGA
Gly

GAA GGG TAC

Glu Gly Tyx
410

GAG
Glu

165
Irp

AIT QAT TIC
Ile Asp Pha
425

GIA
Val

ATT
Ila

CCC GGA AAC
Pro Gly Asn
440

CIG
Ley

stz
L~

Asp

17

Ile Ala
315

AGA GIG
Axg Val

ANG TGT
Lys Cys

AMA ACT
Lys Thx

GCT CIG
Ala Leu
3380

CAC AAG
His Lys
395

CTA AAT

Leu A=n

CCT AGG
Pro Axg

CAA TIC
Gln Phe

GG GAT GCA GAA TAT
Gly Asy Ala Glu Tyr

132

Asp

Gly

Lys

.GAT

Asp

Gaa TAC
Glu
255

CIG GIC
leu Val

Gly Glu

GGT
aGly Gly

TGS
Tzp Ile

320

ATT

Ile Val

335

TCA
Sex
350

TAC

Val Tyz Ala

ATA
Ila
383

GCA

Ala Phe

Txp

GAT AGA CCN
Asp Arg Pro

ca
Sex

ATG
Mat

ATT AGG CTIT
Ile axg Leu
400

TIc
Phe

ATG GGA AAT
Met Gly Asn
413

GAA CAA CAC
Glu Gln Bis
430

TAT GaT AMA
Tyr Asp Lys

TTA 26 TAC CGT
lew Azg Tv: Axg

721

765

812

865

813

961

1019

2057

1105

1153

1201

1249

1297

1345

1333
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PATENTOVE NAROKY

1. Aminokyselinova sekvence vétviciho Skrobového enzymu brambor II
(SBE II) obsahujici aminokyselinovou sekvenci tak, jak je ukdzéna na

)

SEQ ID No.l.

2. Fragmenty aminokyselinové sekvence vétviciho Skrobového enzymu
.brambor II (SBE II), schopné ovlivnit pomér amyldézy a amylopektinu
v bramborovém 3Skrobu jako téZ sniZeni nebo zména vétveni

amylopektinu.

3. Fragment podle naroku 1, ktery m& aminokyselinovou sekvenci tak,

jak je to ukdzdno na SEQ ID No.2

4. Izolovanad sekvence DNA kodujici vétvici 3Skrobovy enzym brambor II
(SBE II) obsahujici nukleotidovou sekvenci ukdzanou na SEQ ID No.l a

varianty vyplyvaijici z degenerovanosti genetického kédu.

5. Fragmenty izolované sekvence DNA ukadzané na SEQ ID No.l a
kodujici Skrobovy vétvici enzym brambor II (SBE II), schopné
ovlivnit pomér amylézy a amylopektinu v bramborovém Skrobu jako tézZ

sniZeni nebo zmé&na vétveni amylopektinu.

6. Fragmenty podle ndroku 5 obsahujici 50-3074 bp nukleotidové
sekvence ukdzané na SEQ ID No.l a varianty vyplyvajici z

degenerovanosti genetického koédu.

7. Fragmenty podle ndroku 5 obsahujici nukleotidové sekvence ukazané

na SEQ ID No.2

8. Vektor obsahujici celou nebo funk&né aktivni &ast izolované
sekvence DNA podle ndroku 4-7 a regulaé¢ni oblasti aktivni v

bramborach

9. Vektor podle naroku 8, v kterém je sekvence DNA v obracené
(antisence) orientaci vi¢i promotoru bezprostfedné ji

ptedchédzejicimu.
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10. Proces produkce transgennich brambor s bud zvySenym nebo
sniZenym stupném vétveni 3krobového amylopektinu vyznacujici se
zahrnutim nédsledujicich krokli: a) pfenos a vneseni vektoru dle

naroku 8 do genomu bunék brambor a b) regenerace intaktnich, celych

rostlin z transformovanych bunék.

.11. Proces produkce transgennich brambor se sniZenym stupném vétveni
Skrobového amylopektinu vyznac¢ujici se zahrnutim nédsledujicich
krokd: a) prenos a vneseni vektoru dle naroku 9 do genomu bunék
brambor a b) regenerace intaktnich, celych rostlin

z transformovanych bunék.

12. Proces podle naroku 11, v kterém vektor obsahuje také antisence
konstrukt enzymu zplUsobujiciho vétveni bramborového Skrobu I (Starch

Branching Enzyme I, SBE I)

13. Proces podle naroku 11 nebo 12, v kterém vektor obsahuje také

antisence konstrukt granulové vazané syntetédzy Skrobu brambor.

14. Proces podle jednoho &i vice nérokd 11 - 13, v kterém vektor
obsahuje také antisence konstrukt rozpustné syntetazy Skrobu II a

IITI brambor.

15. Proces podle jednoho &i vice ndrokd 11 - 14, v kterém vektor
obsahuje také antisence konstrukt D-enzymu (disproportionating

enzym) brambor.

16. Proces podle jednoho ¢i vice ndroka 11 - 15, v kterém vektor
obsahuje také antisence konstrukt odvétvovaciho Skrobového enzymu

brambor.

17. Transgenni brambory ziskatelné procesem podle jakéhokoliv

z narokd 10 - 16.

18. PouZiti transgennich brambor podle ndroku 17 k produkci Skrobu.
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FIG. 2

Peptide 1. EFGVWEIFLPN
Peptide 2. HGLQEFDRA
Peptide 3. ENDGIAAKADE

Peptide 4. YEIDPEIV/LTN
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