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Tapetum-specifické promotory ?U Wo1-3587T

W
Oblast techniky

Tento vynalez se zabyva aplikaci genového inZenyrstvi na rostliny za Géelem
dosazeni samdi sterility.

Dosavadni stav techniky

Produkce hybridd pomoci sexualni hybridizace rodi¢u s riznym genetickym
puvodem je dulezitym postupem v modernim zemédélistvi. V disledku manifestace
vitality hybridd jsou potomci nadfazeni rodi¢um v takovych viastnostech, jako je
plodnost a odolnost vaci chorobam. Navic tam, kde jsou rodi¢e vyrazné homozy-
gotni, vysledny potomek je geneticky velmi podobny, a proto se uroda chova stejnym
zptsobem v takovych dllezitych vlastnostech, jako je doba kligeni, vyska vzristu,
nachylnost k nemocem, doba kvétu, doba zrani semene atd., coZ vysoce vylep$uje
ucinnost managementu Grody. Z téchto divodd jsou hybridni semena pro farmare
atraktivni.
V pfirodé se upfednostiiuje samooplodnéni u produkce nehybridnich po-
tomkl. Proto se za u¢elem produkce hybridniho semene bez kontaminace samo-
oplodnénym semenem pouziva kfizeni za pouziti riznych mechanickych, chemic-
kych a genetickych zplsobU, které zabrarnuji samoopyleni. Toho Ize dosahnout
nékolika riznymi zpUsoby: -
a) mechanickym oddélenim nebo chemickou inaktivaci organ( produkujicich
pyl sami€iho rodiCe dfive neZ dosahne zralosti; tato metoda se pouZila na-
pfiklad u kukufice a u rajcat;

b) pouzitim cytoplazmaticky podminénych sterilnich samé&ich (CMS) mutant-
nich rostlin; tato metoda se pouzila napfiklad u fepky olejky a u slunecnice;

c) pouzitim recesivniho jadra samci sterilni mutantni rostliny;a

d) pouzitim dominantniho jadra samci sterilni rostliny upravené genetickym
inzenyrstvim (uméla samci sterilita nebo také AMS), jak je popsano napfi-
klad v Mariani a kol., Nature 347 737-741 (1990) nebo v Worrall a kol., The
Plant Cell 4 759-771 (1992).

Se viemi vySe uvedenymi zpusoby jsou praktické potize. Mechanicka samci

sterilizace je naroéna na préaci, drahd a nachylna na lidskou chybu, ¢imz vyvstava
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problém kvality hybridnich semen. Prakticky je to mozné pouze u rostlinnych druht,
kde je kvét dostatecné velky, aby se dal vyklestit ruéné; proto toto pro vétsinu obilo-
vin neni prakticky mozné. Snaha obejit tuto potiz a snizit naklady vede k pouziti
chemického vyklestovani misto mechanického. Uginnost této techniky velmi zavisi
na podminkach prostfedi v dobé postfiku gametocidem a vede k tomu, Ze producent
semene nese kazdou sezdnu znacné riziko.

Cytoplazmaticky podminéna samdi sterilita je velmi prakticka, ale jeji pouZiti je
limitovano dostupnosti vhodné mutantni rostliny u kazdého konkrétniho druhu. Vaz-
nym problémem mizZe byt ztrata cytoplazmatické genetické diversity, kdy vsichni
péstitelé v jejich péstitelském programu pouziji stejnou cytoplazmu, jak se ukazalo
v USA na kukufici v 70. letech.

Pouziti recesivnich jadernych sterilnich samé&ich mutant( neni praktické. Pro-
toze gen samdi sterility je recesivni, udrzovani samdi sterilni linie zahrnuje kontrolu
1/4 samcich rostlin ze 3/4 fertilnich v samooplodnéném pokoleni heterozygotni rost-
liny. Bez Uzce spojeného selektivniho nebo jednoduse kontrolovatelného signainiho
genu je to prakticky nemozné.

PouZiti AMS systéml zajistuje zplsoby, jak pfedejit problémim spojenym
s ostatnimi zplsoby. AMS genové systémy jsou potencionalné universalni, pouze
jsou limitovany geneticky transformovatelnymi druhy. Nezavisi na existenci mutanta,
jako u CMS. Udrzovani sam¢i steriini linie se mize dosahnout fizenim dominantniho
genu samdi sterility navazaného na signalni gen, coz umoziuje vybér AMS rostlin
v populaci za izolace 1/2 AMS rostlin. Pro praktické pouziti je tento signalni gen
Casto gen odolny herbicidum.

AMS systémy obecné vyuzivaji specifickou tkanovou expresi, napfiklad pouzi-
tim promotort / regulanich sekvenci, které fidi expresi do jedné nebo vice tkani za-
pojenych ve vyvoji samci sterility. Napfikiad tapetum, které je specializovanou vrst-
vou bunék prasnikl, hraje rozhodujici roli v zasobovani Zzivinami vyvijejicich se
mikrospor. Selhani tapeta je pfi¢inou mnoha typa pfirodni samci sterility.

Urcité tapetum-specifické geny a jejich promotory byly dfive izolovany
z dvoudéloznych i jednodéloznych rostlin. Naptiklad WO 92/11379 popisuje pA3 a
pAQ, které pravdépodobné pfedstavuji prvni doposud izolované exprimované tape-
tum-specifické promotory. Byly také popsany geny jednodéloznych rostlin, které jsou
podobné A9. Patfi sem sekvence s kddovacimi useky, u kterych se pfedpoklada, ze
kdyz u nich dojde k translaci, tak koduji protein s homologii A9. Napfiklad sem patfi
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kukuricny promotor Msf14 (Wright SY, a kol., Plant J. 1993 (1): 41-9.), ktery je téméf
identicky s, a proto je pravdépodobné stejny jako, Cad444 (WO 92/13957); Osg4
z ryze (Tsuchiya a kol., Plant Mol. Biol., 26(6):1737-46); a LH6 a LH7 z lilie. Navic je
nekolik jednodéloznych tapetum-specifickych cDNA nebo promotorl izolovanych
z jednodéloznych rostlin, které nejsou podobné A9. Patfi sem Ca455 a jejich pro-
motor pAS5 z kukufice (WO 92/13957); pE1 a pT72 zryze (WO 92/13956); a
pOSG6B z ryze (Tsuchiya a kol., viz vySe).

Nejsou zminky, Ze by kterykoli z téchto promotori mohl tvofit zaklad uéinného
AMS systému u jednodéloZnych rostlin, za pouziti vyhodného AMS genu sterility jako
je PR-glukanaza. Navic urcité promotory jako je pA3 a pA9, ackoliv jsou G&inné u
urCitych dvoudéloznych roslin, jako je rajée (WO 97/38116), pokud jsou navazany
pouze na PR-glukanazu, produkuji nizky vyskyt kompletni sam¢i sterility u jinych
dvoudéloznych rostlin jako je tabak (Worrall a kol., The Plant Cell, 4:759-771 (1992)).
V posledni dobé jsme identifikovali dal$i promotory, které jsou vice ucinné pfi vytva-
reni samcich sterilnich jedno- a dvoudéloZznych rostlin za pouziti vyvhodného genu

sterility jako je PR-glukanaza, nez ostatni dfive popsané promotory.

Podstata vynalezu

V prvnim aspektu tento vynalez poskytuje rekombinantni nebo izolovanou
molekulu nukleové kyseliny obsahujici nebo sestavajici z promotoru, ktery je:

i) sekvenci pMAC2 promotoru, jak je to vyobrazeno na obr. 7;

ii) sekvenci pMAC20 promotoru, jak je to vyobrazeno na obr. 12;

iii) promotorem Ffidicim expresi kédovaci sekvence, ktery je podstatné homolo-

gicky s témi na obr. 3 nebo obr. 6; nebo

iv)sekvence schopna hybridizace za pfisné fizenych podminek na kterékoli

z i), ii) nebo iii) sekvenci.

Takové promotory jsou tapetum-specifické. To v kontextu tohoto vynalezu
znamena, ze tyto promotory primarné Fidi expresi do tapeta.

V kontextu tohoto vynalezu termin ,podstatné homologicky“ znamena, Ze zmi-
néna sekvence ma vétsi stupefl homologie s kteroukoli sekvenci zde popsanou, nez
se sekvencemi nukleové kyseliny dosavadniho stavu techniky.

Pokud porovname sekvence nukleové kyseliny pro G€ely ur€eni stupné ho-

mologie, Ize pouzit programy jako je BESTFIT a GAP (od Wisconsin Package™,
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Genetics Computer Group (GCG) Madison, Wisc. USA). Napfiklad BESTFIT porov-
nava dvé sekvence a vytvaii optimalni uspofadani nejpodobnéjich segmentl za
pouZiti algoritmu od Smith and Waterman (Advances in Applied Mathematics 2: 482-
489, 1981). GAP umoziiuje uspoiadani sekvenci po celé jejich délce a vyhledava
optimalni uspofadani vklddanim volnych mist do kterékoli vhodné sekvence za pou-
ziti algoritmu od Needleman a Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 443-453, 1970). V kontextu
tohoto vynalezu pfi diskutovani homologie sekvenci nukleové kyseliny se porovnava
uspofadani sekvence po celé jeji délce.

Vyhodné maji sekvence s podstatnou homologii alesponn 50% sekvenéni ho-
mologii, vyhodnéji alesponl 75% sekvenéni homologii a nejvyhodnéji alespon 90%
nebo 95% sekvencni homologii se zminénymi sekvencemi. V nékterych pfipadech
muze byt sekvenéni homologie 99% nebo vice.

Odbornik v oboru oceni podstatnou véc, Ze kterakoli sekvence funguje jako
promotor a bude fidit expresi primarné do tapeta.

V kontextu tohoto vynalezu vhodné ,pfisné fizené podminky” jsou definovany
tak, jak jsou uvedené v Plant Genetic Transformation a Gene Expression: A
laboratory manual, Ed. Draper, J. a kol., 1988, Blackwell Scientific Publications,
str.252-255, modifikované jako: prehybridizace, hybridizace a prani pfi 55-65 °C, bez
finalniho prani (s 0,5X SSC, 0,1% SDS).

Navic je mozné odvodit zakladni ¢asti regulacniho enzymu od zde poskytnu-
tych promotoru. Proto tyto ¢asti promotorové sekvence, které jsou zodpovédné jak
mohou byt izolovany a za¢lenény do molekul nukleové kyseliny, ktera ackoliv nepatfi
do definici (i) az (iv) uvedenych vyse, pfesto funguje ve stejném smyslu.

Proto, v druhém aspektu, tento vynalez poskytuje rekombinantni nebo izolo-
vanou molekulu nukleové kyseliny, obsahujici nebo sestavajici z jedné nebo vice
regulaénich ¢asti odvozenych od kterékoli ze sekvenci (i) az (iv) schopnych fidit ex-
presi v tapetum-specifickem smyslu.

Navic pfedpokladany pMac2 protein vlastni signaini peptid, ktery vybira pro-
tein pro sekreci v endoplazmatickém retikulu (viz pfiklad 5), coz zabrafuje pfistupu
MAC2 k ribozomim tapetalnich bunék. Odstranéni signalniho peptidu umoznuje
akumulaci MAC2 proteinu v cytosolu a inaktivuje ribozomy, které zplsobuji smrt bu-
nék. Proto MAC?2 protein, kterému chybi signaini peptid, mGZe byt pouzit jako ablator

bunék. Proto v dal§im aspektu, tento vynalez poskytuje rekombinantni nebo izolova-
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nou molekulu nukleové kyseliny kédujici MAC2 protein bez jeho pfirozeného signal-
niho peptidu.

Takova nukleova kyselina Ize obdrzet prostiedky PCR rozsifeni sekvence, viz
obr. 3, za pouziti vhodnych primer(i o sekvenci:

5 CCCATGGCCTCCACCGCCTATCC 3’

5 GCCGCGGTAATTACCAGTATCTACTTCC 3’

nebo sekvence, ktera takto hybridizuje za pfisné fizenych podminek. Takové
primery tvofi dalSi aspekt tohoto vynalezu.

Je vhodné, je-li molekulou nukleové kyseliny ve vyse uvedenych aspektech
tohoto vynalezu molekula DNA.

Tapetum specifické promotory tohoto vynalezu maiji pouziti v AMS systémech.
Proto se mohou pouZzit pro fizeni exprese rlznych DNA sekvenci sterility, které ko-
duji RNA proteiny nebo polypeptidy, které zpusobuji selhani mechanismdi produkuji-
cich Zivotaschopné samci gamety. Je vyhodnych nékolik tfid a jednotlivych pfikladd
sekvenci samdi sterility.

Napfiklad DNA samdi sterility mize kodovat lyticky enzym. Lyticky enzym
muze zpusobovat lyzi jedné nebo vice biologicky duleZitych molekul jako jsou
makromolekuly obsahujici nukleovou kyselinu, protein (nebo glykoprotein), uhlovodik
a za urcitych podminek tuk.

Ribonukleaza (jako je Rnaza T1) a barnaza jsou priklady enzymu, které zpU-
sobuji lyzi RNA. Glukanaza je piikladem enzymu, ktery zplsobuje lyzi uhlovodiku.
Enzym kaldza (8-(1,3)-glukanaza) je pfirozené produkovéna v prasnicich, kde ma
funkci uvolfiovat mladé mikrospory z ochranného obalu polyglukanu (kal6za) poloze-
neého pred mei6zou. Vyskyt enzymové aktivity je postupné regulovan tak, aby se
shodoval se spravnym stupném vyvoje mikrospory.

Jednou vyhodou pouziti glukanazy jako DNA saméi sterility je, Ze je méné na-
chylna k potencionalnim problémm ektopické exprese. Za urgitych okolnich podmi-
nek nebo na urcitém stupni vyvoje je mozné, Ze transgeny budou v malych hladinach
exprimovany ektopicky. Tato exprese mulZe byt zplisobena aktivaci gend
a promotort obklopujicich transgen nebo expresi transaktivator, které se vazi
v okoli transgenu (pozi¢ni efekt). Nelze pfedpokladat, zda jednotlivy transgen bude
ektopicky aktivovany za danych okolnich podminek nebo za daného stupné vyvoje,
takze genomicka sekvence obklopujici kazdy transgen maze byt jedinedna. Takto to

bude, dokud stavajici transformaéni technologie budou vést k nepfedvidatelné inte-
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graci transgenu do genomu. Takové problémy nepredvidatelné exprese transgenu
jsou celkem vazné u vysoce aktivnich bunééné nespecifickych cytotoxickych trans-
genu jako je barnaza. Uvadélo se, ze jeden barnazovy protein maZe zpGsobit bunég-
nou smrt. Zkoumani $irokého pole barnazovych transformantli eliminuje vétSinu
transformantd, u kterych se takova ektopicka exprese vyskytuje. Presto je toto
zkoumani pracné a je zde vZdy moznost, Ze podminky zpusobujici ektopickou ex-
presi se nevyskytnou pfed uvedenim rostlinné linie na trh.

Tento probiém ektopické exprese barnazy se miize minimalizovat ,konstitu-
tivni® expresi inhibitoru barnazy, barstaru, tak, Ze je exprimovan ve vSech typech bu-
nék bez ohledu na typ cilové burnky (napf. tapetum prasnik(). Pfesto konstitutivni
exprese barstaru mize byt nezadouci, jelikoz vSechny jedlé ¢asti rostliny nyni obsa-
huji protein barstar. Také ne vSechny typy bunék mohou mit dostateé¢né chranénou
expresi barstaru.

Glukanaza a barndza pfedstavuji vyhodna provedeni lytického enzymu pro
pouZziti s molekulami nukleové kyseliny tohoto vynalezu.

Dalsi vyhodou je, Ze PR glukanazovy systém je vice ,pfirozeny”, nez systém
barnazovy. Pfed¢asna exprese PR-glukanazy napodobuje nebo fenokopiruje pfiro-
zeny samdi sterilni Cirok a mutanty petanii (Worrall a kol., (1992) Plant Cell. 4, 759-
771).

DNA samci sterility nemusi kédovat lyticky enzym. DalSi pfiklady DNA sam¢i
sterility koduji enzymy, které katalyzuji syntézu fytohormond, jako je izopentyl trans-
feraza, ktera je zapojena do syntézy cytokininu a jednoho nebo vice enzymu zapoje-
nych do syntézy auxinu. DalSi pfiklad DNA samdéi sterility kdduje RNA enzym (znamy
jako ribozym) schopny vysoce specifického $tépeni dané cilové sekvence (Haseloff
and Gerlach, Nature 334 585-591 (1988)).

Jiné DNA samdi sterility obsahuji antimediatorové sekvence. Zavedeni kodo-
vaciho useku genu v obraceném sméru oproti sméru, ktery lze najit v pfirodé, mize
vést k poklesu regulace genu a tudiz k produkci niz§iho mnozstvi, nebo k viibec zad-
nému produktu genu. RNA pfepsana z antimediatorové DNA je schopnéa se navazat
na mediatorovou RNA, ktera ma sekvenci, kterou Ize normainé najit v buiice, ¢imz
rusi jeji funkci.

Pro antimediatorovou DNA neni rozhodujici, jestli je pfepsana pouze kdyz se

tvori transkript o pfirozeném sméru. Antimediatorova RNA se bude obycejné vazat
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jen pokud je pfitomen antikodujici komplementarni fetézec, a tak bude mit toxicky
ucinek jenom pokud se prepiSe antikéduijici fetézec.

V dalSim aspektu tento vynalez poskytuje sadu primerdl vhodnych pro PCR
rozsifeni useku promotoru MAC2 genu kukufice o nasledujici sekvenci:

3 GGTCGACTTGGAATAATTTAAGTTGT 5'

3' GATCACCATGGTACTACTCCAC &'

nebo o sekvenci, ktera takto hybridizuje za pfisné fizenych podminek.

Pouzité primery Ize pouZit pro rozsifeni promotoru z kukufi¢né genomické
DNA. Odbornik to oceni pfesto, Ze ty samé primery mohou byt pouZity pro PCR roz-
Sifeni z jinych jednodéloznych rostlin jako je ryZe, p$enice a lilie.

DNA podle tohoto vynalezu miZe byt ve formé vektoru. Takové vektory tvofi
dal$i aspekt tohoto vynalezu. Vektor mize byt napfiklad plazmid, kosmid nebo fag.
Vektory Casto obsahuji jeden nebo vice selektivnich signainich gend, které umoZsiuji
selekci transfektovanych nebo transformovanych bunék a umoZfiuji selekci bunék
prechovavajicich vektory se zabudovanou heterologni DNA. Mezi pfiklady takového
signalniho genu patfi antibioticky rezistentni geny (EP-A-0242246) a glukuronidazu
(GUS) exprimujici geny (EP-A-0344029). Exprese signalniho genu je vyhodné fizena
druhym promotorem, ktery dovoluje expresi v butikach jinych nez je tapetum, proto
umoznuje selekci bunék nebo tkané obsahujici signalni gen v kterémkoli stupni re-
generace rostliny. Vyhodny druhy promotor je odvozen od genu, ktery koduje 35S
podjednotku viru mozaiky kvétaku (CaMV) obalového proteinu. Nicméné Ize pouzit
jakykoli vhodny druhy promotor.

Klonovaci vektory mohou byt zavedeny do E. Coli nebo jiného vhodného hos-
titele, ktery umoZiuje jejich manipulaci. Sekvence nukleové kyseliny podle tohoto
vynalezu mize byt zavedena do bunék rostlin jakymkoli vhodnym zptisobem. Proto
podle daldiho aspektu tohoto vynalezu, je poskytnuta rostlinna burika obsahuijici
molekulu nukleové kyseliny podle tohoto vynalezu. Vyhodné je tato rostlinna burika
transgenni.

Nukleova kyselina se muze pretransformovat do rostlinnych bunék za pouziti
neaktivovaného Ti-plasmid vektoru a za pfenosu agrobakterii zplsoby béznymi v
oboru, napfiklad tak, jak je popsano v EP-A-0117618 a EP-A-0270822. Alternativné
muzZe byt zavedena cizi nukleova kyselina pfimo do rostlinnych bunék za pouZziti
zdroje Castic. Tento zpGsob muze byt vyhodny napf. pokud cilova rostlina je jedno-

delozna.
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Cela rostlina muze byt regenerovana z jedné transformované rostlinné buriky.
Proto v dalSim aspektu tento vynalez poskytuje transgenni rostliny (nebo jejich &asti,
jako rozmnozovaci material, ktery také muze byt transgenni) obsahujici sekvence
nukleové kyseliny podle tohoto vynalezu. Regeneraci Ize provést znamymi meto-
dami. Kdyz transformovana rostlina kvete, Ize vidét, Ze je saméi pohlavi sterilni tim,
Ze neni schopna produkovat Zivotaschopny pyl. Tam, kde je pyl produkovan, Ize po-
tvrdit, Ze neni Zivotaschopny tim, Ze nezplsobi tvorbu semene u cilové rostliny.

V poslednich aspektech tento vynalez poskytuje:

(a) pouziti molekul nukleové kyseliny tohoto vynalezu pfi transformaci hostitel-
ské bunky, vyhodné buriky rostlinné, a nejvyhodnéji buiky jednodélozné
rostliny; a

(b) pouziti molekul nukleové kyseliny tohoto vynéalezu pfi produkci sam¢i sterilni
rostliny.

Vyhodné znaky pro kazdy aspekt jsou takové, jako pro kterykoli jiny aspekt

mutatis mutandis.

Piehled obrazk( na vvkresech

Vynalez ted bude popsan pomoci nasledujicich pfiklada, které by nemély byt
konstruovany tak, ze by néjakym zplisobem limitovaly rozsah tohoto vynalezu. Pfi-
klady popisuji pfilozené obrazky, kde:

Obr.1 - znazoriiuje RT-PCR data pro Mac2. Zdroj kukuficné RNA pouzZity v
kazdé reakci je uveden pod gelem. -RT reakce jsou kontroini reakce bez reverzni
transkriptazy. +RT reakce obsahuji reverzni transkriptazu. Je zaveden 1kb Ladder
(Gibco BRL) jako signalni gen velikosti DNA na kterékoli strané pruhd obsahujicich
RT-PCR produkty.

Obr.2 - znazorfuje in situ data pro Mac2. Casti samé&iho kvétu se sondovaly
pomoci znageného antikddujiciho Mac?2 jako kontroly (A) nebo znageného kddujiciho
Mac2 (B). Tapetum lze pozorovat jako silné oznagené (Cerné kruhy) jen antikddujici
sondou.

Obr.3 - znazorfiuje sekvenci MacZI cDNA. Pfedpokiadana sekvence amino-
vych kyselin proteinu Mac2 je znazornéna pod sekvenci DNA. Primery pouZzité pro

TAIL-PCR jsou znazornény nad sekvenci cDNA.
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Obr.4 - znazorfiuje sefazeni Mac2 s typem 1-RIPy. Vstupni kédy do genové
banky pro sekvence jsou: kukuficny RIP3 (M83926), jeémenny RIP1 (M62905,
M36990) a pSenicny tritin (D13795).

Obr.5 - znazorriuje RT-PCR data pro Mac20. Zdroj kukufi¢né RNA pro kaZdou
reakci je dan pod gelem. -RT reakce jsou kontroini reakce bez reverzni transkriptazy.
+RT reakce obsahuji reverzni transkriptazu. Je zaveden 1kb Ladder (Gibco BRL)
jako signélni gen velikosti DNA na kterékoli strané pruhd obsahujicich RT-PCR pro-
dukty.

Obr.6 - znazoriuje sekvenci Mac20 cDNA. Predpokladana sekvence amino-
vych kyselin proteinu Mac20 je znazornéna pod sekvenci DNA.

Obr.7 - znazornuje TAIL-PCR sekvenci Mac2T-3. AD1 a Mac2T3 primery po-
uzité na PCR této sekvence jsou znazornény nad sekvenci DNA. Rozdily nukleotidd
v porovnani Mac2T-1 a jinych TAIL-PCR produktl jsou znazornény pod sekvenci
DNA  ("-" = chybégjici nukleotid). Sekvence aminokyselin prfedpokladaného Mac2
peptidu je znazornéna pod sekvenci DNA: Sekvence primert pouzitych na PCR
promotoru jsou znazornény ve spodni ¢asti nad TAIL-PCR sekvenci. Dva rozdily v
sekvenci u PCR produktu v porovnani se sekvencemi TAIL-PCR jsou znazornény
nad sekvenci TAIL-PCR.

Obr.8 - je schématicky diagram pMac2-GUSbin

Obr.9A - znazorfiuje schématicky diagram pMac2-barnazového binu. Obrazky
9B-D znazornuji Uzké prifezy pMac2-barnazovych prasnikd tabaku, jak jsou vidét
pod svételnym mikroskopem. Obr.9B znazorfiuje samotny pylovy vacek z divokého
druhu rostliny; obr.9C znazorfiuje jeden pylovy vacek rostliny nesouci strukturu
Mac2-barnazy; a obr.9D znazorfiuje pohled o malém zvétSeni na Usek prasniku
Mac2-barnazové rostliny, u které véechny ¢&tyfi pylové vacky jsou viditelné zborcené.

Obr.10A - znazorfiuje schématicky diagram pMac2-PR-glukanazového binu.
Obrazky 10B a 10C znazorriuji fluorescenéni mikrosnimek Ctvefice mikrospor jak
divokého, tak transformovaného tabaku, pfi obarveni kaldézy anilinovou modfri.
Obr.10D a E znazorfiuji rastrovaci elektronové mikrosnimky tabakovych mikro-
spor/pylu jak od divoké, tak i transformované rostliny.

Obr.11 - znazorfiuje A) ¢ast DNA sekvence pMac2 ukazujici, kde se vazi
AMac2F a AMac2R primery; a B) schématicky diagram pA9-AMac2.

Obr.12 - znazoriiuje pMac20 genomickou sekvenci s predpokladanou Mac20
peptidovou sekvenci znazornénou pod DNA sekvenci.
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Priklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1

Izolace kukufi€nych cDNA predstavujici transkripty tapetum-specifickych gend ex-

primovanych pfed uvoinénim mikrospor

U vétSiny druhd rostlin je stadium mikrosporogeneze v prasnicich silné korelu-
jici s délkou kvétnich pupend a prasnikl (Scott a kol. (1991) Plant Mol Biol. 17, 195-
207). Mikroskopicka analyza prasnikd kukufice druhu A188 stanovila nasleduijici ko-
relaci mezi délkou pradnikl a vyvojovou fazi: 0 -2 mm = pfed stadiem tetrad. 2 -
4 mm = tetrady, uvolnéni mikrospor a volné mikrospory. 4 - 6 mm = volné mikro-
spory.

Aby se pouzil samci systém sterility na zakladé pfedasné degradace kaldzy
(B-(1,3)-vazany glukan) vytvofené pfi meidze, je nutné izolovat promotor genu, ktery
je vysoce exprimovan b&hem vyvojové faze, kdy kal6za obklopuje mikrosporocyty,
mikrosporocyty podstupujici meiézu a tetrady. Proto je nezbytné nutné, aby se tento
promotor exprimoval pfed uvolnénim mikrospor (MR). Promotor by mél také byt ex-
primovan v tapetu a/nebo v mikrosporocytech. Takové promotory jsou samozfejmé
potencialné uziteCné v systémech samdi sterility, které nejsou zaloZeny na pred-
Casné degradaci callézy.

Nasledné se oddélilo a analyzovalo 100 mg prasnik(, které obsahuji mikro-
sporocyty pfed uvolnénim mikrospor (<MR), ze sam¢ich kvétl kukufice druhu A188,
a izolovalo se 13 ug celé RNA za pouziti Rneasy Plant Mini Kit (Qiagen) podle in-
strukci vyrobce. PouzZilo se 840 ng celé RNA pro konstrukci cDNA knihovny v
Lambda gt11 za pouZiti Capfinder PCR kit (Clonetech) podle instrukci vyrobce.

Abychom zajistili sondy pro diferenéni prozkoumani této <MR cDNA knihovny,
pripravila se cDNA z <MR prasniku, 0 - 2 mm prasniku, A9-barnazového prasniku a
RNA semenné rostliny a byly oznaceny DIG za pouziti DIG-High Prime kit (Boehrin-
ger Mannheim). Tato cDNA se pouZila pro zkoumani desti¢ek z knihovny podle zp(-
sobt poskytnutych Dig User's Guide od Boehringer Mannheim. Nejdfiv byla dife-
rencné zkoumana <MR cDNA knihovna s kukuficnymi semennymi rostlinami a <MR

pra$nikovymi sondami. 42 desti¢ek, které potencionalné pfedstavovaly kédy speci-
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fické pro prasnik, bylo pfezkoumano oproti semenné rostling, prasniku, a také znovu
oproti A9-barnazovym prasnikovym sondam (transformace kukufice chimérickym
genem A9-barnazy (Paul a kol., Plant Molecular Biology 19 611-622 (1992)), coz
vedlo k sam¢im sterilnim rostlinam v disledku ablace tapeta pragnikd. Proto pokud
desticka predstavuje kéd exprimovany do tapeta pra$nikd, hybridizagni signal by
nemél byt pfitomen, nebo by mél byt redukovan. Toto druhé zkoumani ukazalo, e
26 desticek pfedstavovalo kody pitomné v RNA fertilniho praniku, ale nepiitomné v
semenné rostliné ani v barnazové RNA prasniku.

26 cDNA se zpracovalo pomoci PCR z Lambda gt11, znovu naklonovalo do
PGEM-T (Promega) a urcila se DNA sekvence. Tato analyza ukazala, Ze téchto 26
cDNA sestavalo z 8 skupin. Byly namodelovany dva primery ke kazdé z 8 skupin a
pouzilo se RT-PCR pro determinaci prostorového uspofadani exprese a k ovéfeni
prostorové exprese kloni. RNA pouzita v této analyze byla z <MR, A9 barnazy,
0-2mm, 2-4mm a 4 -6 mm pradniki. Pfi tomto zkoumani se vybraly dva klony,
Mac2 a Mac20, které potencionané predstavuji silné exprimované tapetum-speci-
fické a/nebo mikrosporocyty-specifické geny exprimované pred vypusténim mikro-

spor.

i) Mac2

Tato cDNA byla representovana osmkrat v 26 cDNA, coZ vyplyva z druhého
zkoumani. RT-PCR data (obr.1) ukazuji pogetné zastoupeni Mac2 mRNA v 0 - 2 mm
prasnicich, také je pfitomna v niz§im mnoZstvi ve starSich prasnicich (2 - 4 mm),
ktereé jsou vyrazné "po uvolnéni mikrospor", ale neni pfitomna ve starsich 4 - 6 mm
prasnicich. Piekvapivé je také Mac2 mRNA piitomna v A9-barnazovych prasnicich
(obr.1, pruh 8), kde je tapetum ablatovano.

Byla provedena in situ analyza segmentovanych pranik( na zakladé popisu v
Boehringer Mannheim Non-Radioactive In Situ Hybridisation Manual. Byly vyseknuty
15um a 30um segmenty pomoci kryostatu (Shandon). RNA sondy byly oznadéeny
pomoci DIG RNA znackovaci sady (Boehringer Mannheim) podle instrukci vyrobce a
hybridizace probéhla pfes noc pfi 42 °C. Vysledky (obr.2) ukazuji, Ze Mac2 mRNA je
pfitomna v tapetu kukufi¢nych prasnik( a neni pfitomna ve sténé prasnikd. Jestlize
Mac2 je tapetum-specifické, zjisténi, ze Mac2 mRNA je také pfitomna v A9-barnazo-

vych prasnicich, ukazuje, Ze v kukufici je exprimovan Arabidopsis thaliana A9-tape-
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tum-specificky promotor po vyskytu Mac2 mRNA. Toto naznaduje, Ze promotor Mac2
bude exprimovan dfive neZ promotor pA9, a proto bude nadfazeny pfi pfedéasné
expresi $-(1,3)-glukanazy.

DNA sekvenéni analyza ukazuje, Ze nejdel$i Mac2 cDNA predpokladané ko-
duje 297 aminokyselinovy protein s pfedpokladanym signalnim peptidem predpovi-
danym programem Signal P (Neilson a kol., (1997) Protein engineering 10 1,6)
(obr.3). Databazové vyhledavani ukazuje, Ze Mac2 predpokladany protein vykazuje
nizkou homologii s typem 1-ribosom inaktivujicim proteinim (RIP) z kukufice, pSe-
nice a jeCmene, které jsou exprimovany v semenech (obr.4). Nejlepsi homologie je s
Kukuficnym RIP3 se 17% identitou na proteinové arovni (Clustal V score of 14,1).
Southern analyza ukézala, ze Mac2 cDNA hybridizuje ve 3 nebo 4 pasech v kuku-
ficné genomické DNA vyseknuté pomoci EcoRI. Hybridizace probihala pfi 65 °C za
pouziti Digoxigeninem-oznacené Mac2 sondy, jak je popsano v Protocols for Nucleic
Acid Analysis by Nonradioactive Probes, Methods in Molecular Biology Vol.28 (1994)
Ed. Isaac PG Humana Press Inc.

(ii) Mac20

Tato cDNA byla jednou zastoupena v 26 cDNA vzniklych ze sekundarniho
zkoumani. RT-PCR data (obr.5) ukazuji Mac2 mRNA poc&etné zastoupenou v O -
2 mm prasnicich, je také pfitomna ve velmi snizeném mnozZstvi ve starSich prasni-
cich (2 - 4 mm), které jsou do velké miry "po uvolnéni mikrospor", ale chybi ve star-
Sich 4 - 6 mm prasnicich. Slaby signal je také pfitomen v A9-barnazovych prasnicich
(obr.5, pruh 8), coz opét indikuje, ze Mac20 mRNA muze byt exprimovana pied akti-
vitou pA9 v kukufici.

Sekvencovani ukazuje, Ze Mac20 cDNA predpokladané kéduje 103 amino-
kyselinovy protein s pfedpokladanym signalnim peptidem predpokiadanym progra-
mem Signal P (Neilson a kol., (1997) Protein engineering 10 1,6) (obr.6). Mac20
DNA sekvence a domnély protein Mac20 nevykazuji Zadné vyrazné zminky v DNA a
proteinovych databazich. Southern analyza ukazala, Ze Mac20 cDNA hybridizuje v
asi 5 pasmech v kukufici BamH| a pomoci EcoRI-vyseknuté genomické DNA a 3
pasmy v Hindlll-vyseknuté pSeni¢né genomické DNA. Hybridizace probihala pfi
65 °C za pouziti Digoxigeninem-oznaené sondy tak, jak je popsano v Protocols for
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Nucleic Acid Analysis by Nonradioactive Probes, Methods in Molecular Biology Vol.
28 (1994) Ed. Isaac PG Humana Press Inc.

Pfiklad 2

Izolace a charakterizace Useku promotoru kukufi¢ného genu Mac2

TAIL-PCR se pouZilo pro izolaci sekvence 5' z genu Mac2 z kukufiéné geno-
mické DNA. TAIL-PCR se provedlo metodou podle Liu a kol., Plant Journal 8 457-
463 (1995). Byly sestaveny tfi Mac2 specifické primery:

Mac2t1 (5'-AGT CAT CAA TGG CTA TGG CCA G-3'), ktera se vaze na pozi-
cich 343-322 bp Mac2 cDNA (obr. 3); Mac2t2 (5'-CGT ATC TTT GCA TGA CCT
CTT GG-3'), ktera se vaze na 232-210 bp (obr. 3) a Mac2t3 (5'-GTG GAG GTG CAA
AAC AGC AGG T-3'), ktera se vaze na 103-82 bp (obr. 3). Tyto primery byly indivi-
dualné pouzity s degenerativnim primerem AD1 (5'-NTCGASTWTSGWGTT-3') ve
tfech kolech PCR zaginajici kombinaci AD1 s vétSinou 3' Mac2 primeru a kongici
AD1 s vétSinou 5' Mac2 primeru.

1,3 kb TAIL-PCR produkty byly klonovany do pGEM-T. 2 klony, Mac2T-1 a
Mac2T-3, byly kompletné sekvenovany a 6 klonll Mac2T-2/4/6/7/8/9 bylo Gastecné
sekvenovano. Obdrzené konvenéni sekvence obsahuji nejistoty na péti pozicich:
86bp (T nebo C), 347bp (zbytky 7 nebo 8 A), 555bp (zbytky 8 nebo 9 A), 665bp (G
nebo A) a na 754bp (G nebo A) (obr.7). Z této sekvence byly sestaveny dva primery
(obr.7) pomoci PCR z 1,2kb Useku predpokladaného promotoru z kukufiéné geno-
mické DNA:

3' GGTCGACTTGGAATAATTTAAGTTGT 5' = novy Mac2P5'

3' GATCACCATGGTACTACTCCAC 5 = mAC2p3'N

5' primer zaved| Sal lokalizaci a 3' primer Ncol lokalizaci (okolo iniciaéniho
"ATG" kodonu predpokladaného Mac2 proteinu) pro usnadnéni nasledného kiono-
vani. PCR produkty byly klonovany do pGEM-T (Promega) a sekvenovany. Kion,
ktery obsahuje sekvenci nejvice podobnou konvenéni TAIL-PCR sekvenci, byl po-
jmenovan pMac2Prom. Tato sekvence byla identickad s TAIL-PCR konvencni sek-
venci, kromé zamény T za C na pozici 762bp a zruSeni T zbytku na pozici 893bp
(obr.7).
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Pro charakterizaci prostorové a temporalni exprese vzorce fizené 1,2kb Mac2
promotorovym Gsekem (pMac2) byl tento tsek spojen s referentnim genem B-gluku-
ronidazou (Jefferson a kol.,, EMBO J 6 3901 (1987)) a transformovan do tabaku a
kukufice. Fragment Sall pMac2 se vyseknul z pMac2Prom a klonoval do Sall lokali-
zace v pBluescript KS+ (Stratagen), tvofici pKSMac2Prom, takze Ncol lokalizace v
pMac2 byla sousedici s lokalizaci Xhol v pBluescript KS+. Fragment Ncol-Xhol ob-
sahujici GUS intron+CaMV polyadenylacni sekvenci, byl klonovan z pDH68 (WO
99/13089) mezi Ncol a Xhol lokalizacemi v pKSMac2Prom tvorici pMac2-GUS. Usek
pMac2-GUS-CaMVpolyA byl poté vyseknut z pMac2-GUS jako HindIIl, Xhol frag-
ment a klonovan mezi lokalizace HindIII, Sall binarniho vektoru pBin19 (Bevan MW,
(1984) Nucleic Acid Research 12, 8711-8721) tvofici pMac2-GUS bin (obr.8).

pMac2-GUSbin byl transferovan do agrobakteriainiho kmene LBA4404 a
transformovan do N. tabacum za pouZiti agrobakterialni techniky na zakladé list.
Transformované rostliny N. tabacum vykazuji GUS expresi v tapetu pradnikl. Ex-
prese zacina pfed uvolnénim mikrospor.

pMac2-GUS byl také transformovan do kukufice za pouziti standardniho zpu-
sobu bombardovani ¢asticemi. Transformované kukufi¢né rostliny vykazuji GUS ex-
presi v pradnicich o délce 0 - 2 mm s lokalizaci exprese do tapeta. Exprese pMac2-
GUS v tapetu kukufice je mnohem silnéj§i nez pozdéji pozorovana exprese u pA3-
GUS, pA6-GUS a pA9-GUS transformované kukufice. Toto ukazuje, Zze pMac2 je
nadfazeny v kukufici pfed A.thaliana promotory A3 (WO 92/1179), A9 (WO 92/1179)
a A6 (WO 93/02197) pro aplikace, které vyZaduji vyraznou expresi do tapeta.

Priklad 3
Stavba chimérického pMac2-barnazového genu a jeho exprese v transgennich rost-

linach

Pro demonstraci prospésnosti pMac2 promotoru v produkci samcich sterilnich
rostlin a pro dalSi charakterizaci prostorové a temporalni pMac2 exprese vzorce, byl
pMac2 spojen s ribonukleazbarnazou (Hartley, RW J.Mol.Biol (1988) 202, 913-915).
Fragment Sall, Ncol 1224bp Mac2 promotoru byl vyseknut z pMac2Prom a klonovan
mezi lokalizace Sall a Ncol v pWP127 (Paul a kol., Plant Molecular Biology 19 611-
622 (1992)). Vysledny plasmid (pMac2-barnazy) byl straven Sstl a EcoRV a pMac2-
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barnaza-CaMVpolyA chiméricky gen byl transferovan do Sstl, Smal lokalizaci binar-
niho vektoru pBin19 za tvorby pMac2-barnazového binu (obr.9).

pMac2-barnazovy bin byl transferovan do agrobakteriainiho kmene LBA4404
a transformovan do N. tabacum. Transformované rostliny N. tabacum jsou feno-
typicky divokym druhem, kromé& saméi sterility zptisobené ablaci tapeta. Obr.9 uka-
zuje vysledky mikroskopické analyzy prasnik( divokého druhu transformovanych
rostlin tabaku. U divokého druhu (obr.9B) je vidét, Ze pylové vacky maji dobfe vyvi-
nuté tapetum (obr. 9B, T) a mikrospory ve stadiu tetrad (obr.9B, M). Presto u trans-
formovanych rostlin je pylovy vagek zborceny a chybi mu jednoznaéné ohraniéené
tapetum a mikrospory (obr.9C). Tato rostlina byla saméi sterilni, ale samiéi fertiini.

pMac2-barnaza byla také transformovana do kukufice za pouziti standardni
metody bombardovani ¢asticemi. Vech 8 transformovanych rostlin byly transformo-
vane rostliny kukufice a byly fenotypicky divoké druhy, kromé& sam¢i sterility zp(iso-
bené ablaci tapeta.

Pfiklad 4
Stavba chimérického pMac2-PR-glukanazového genu a jeho exprese v transgennich
rostlinach

Za Gcelem vytvofeni saméich sterilnich rostlin pfed€asnym rozpusténim ka-
16zy byl pMac2 spojen s PR glukanazovym genem (Worrall a kol., (1992) Plant Cell.
4, 759-771). Fragment Sall, Ncol 1224bp Mac2 promotoru byl vyseknut z
pMacZProm a klonovan mezi lokalizace Sall a Ncol v pDW80PR (Worrall a kol.,
(1992) Plant Cell. 4, 759-771). Vysledny plasmid (pMac2-PRG) byl straven Sstl a
EcoRV a pMac2-PR Glukanaza-CaMVpolyA chiméricky gen byl transferovan do Sstl,
Smal- $tépu pBin19 tvofici pMac2-PRG bin (obr.10).

pMac2-PRG bin byl transferovan do agrobakterialniho kmene LBA4404 a
transformovan do N. tabacum. Transformované N. tabacum rostliny jsou fenotypicky
divoké druhy, kromé jejich sam¢i sterility. Vysledky mikroskopického zkoumani pras-
nika z transformovanych rostlin jsou ukazany na obr.10. U divokého druhu (obr.10B)
jsou tetrady prasniki separovany a maji obvyklou morfologii. Kazda tetrada ma vy-
soce fluoreskujici kalézové prepazky a kalézové vnéjsi stény. Naproti tomu tetrady

extrudované z pradnikd transformovanych rostlin jsou nahromadéné pospolu, jak Ize
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usoudit z fluorescence indukované anilinovou modfi. Tetradam chybi jak kallozové
pfepazky, tak i vnéjsi stény (obr.10C).

Rastrovaci elektronové mikrosnimky tabakovych mikrospor/pylu jak od divo-
kého druhu, tak od pMAC2-PR glukanazovych rostlin jsou ukazané na obrazcich
10D a E, v tomto pofadi. U divokého druhu Ize vidét, Ze ma dobfe vyvinuta pylova
zricka s uniformni morfologii, kazdé zrni¢ko je separované a kulaté s hladkou pylo-
vou sténou s Castymi malymi dirkami. Naproti tomu mikrospory transformovanych
rostlin jsou velmi nepravidelné a zda se, Ze jsou spojené dohromady v malych shlu-
cich.

Silné snizené hladiny kalézy obklopujici bufiky prochazejici meiézou a obklo-
pujici tetrady, vedou k nasledné smrti mikrospor a k saméi sterilité. Castost naprosté
samci sterility byla mnohem vétsi, neZz pozorovana za pouziti pA9-PR glukanazy
(Worrall a kol., viz vySe). Cytologicky se fenotyp spojenych tetrad podoba fenotypu
PA9-PR glukanazovych v rajceti. U takovychto druhd tvofi pA9-PR glukanaza vyso-
kou Castost naprosté sterility.

pMac2-PRG byl transformovan v kukufici za pouziti standardniho zptsobu
bombardovani Casticemi. Transformované rostliny kukufice jsou fenotypicky divoké
druhy, kromeé samci sterility zplsobené snizenou hladinou callézy v prasnicich pied

vypusténim mikrospor.

Priklad 5

Exprese modifikovaného Mac2 proteinu v transgennich rostlinach

Pfedpokiadany Mac2 protein vykazuje homologii s typem 1-RIP (pfiklad 1).
Pfitomnost signalniho peptidu v Mac2 proteinu jej zaméfuje k sekreci do endo-
plasmatického retikula, ¢imz se predchazi pfistupu Mac2 do ribozomd tapetainich
bunék. Oddéleni tohoto signalniho peptidu dovoluje Mac2 proteinu se akumulovat v
cytosolu a inaktivaci ribozomd zpusobujicich smrt bunék. Proto Mac2 protein bez
signalniho peptidu (AMac2) je obecné uZite¢ny jako bunéény ablator a poskytuje
rostlinnou odvozenou alternativu k bakterialnimu barnazovému proteinu. Pro demon-
straci uZiteCnosti tohoto modifikovaného Mac2 proteinu se pouziva tvorby saméich
sterilnich rostlin pomoci ablace tapetalnich bunék. Tapetum-specifické promotory,

které by mohly byt pouZitelné, obsahuji samotny pMac2 nebo promotory izolované z



Arabidopsis jako je pA9 (Paul a kol., Plant Molecular Biology 19 611-622 (1992)).
Spojeni pA9-AMac?2 je postaveno nasledovné. Nasledujici primery byly pouzity pro
PCR Mac2 useky kodujici Mac2 protein, kterému chybi signalni peptid (obr.1 1A):

5' CCCATGGCCTCCACCGCCTATCC 3' AMac2F a

5" GCCGCGGTAATTACCAGTATCTACTTCC 3' AMac2R

843bp produkt PCR byl straven Ncol a Sstll a klonovan mezi Ncol a Sstll
lokalizacemi p WP112 (WO 92/11379) tvofici pA9-AMac2 (obr.11b). pA9-AMac2-
CaMV polyA usek v pA9-AMac2 byl vyseknut jako HindIll, EcoRV fragment a
klonovan mezi HindlIIl a Smal lokalizace v pBin19 tvofici pA9-AMac2bin.

PAS-AMac2bin byl transferovan do agrobakteridiniho kmene LBA4404 a
transformovan do N. tabacum. Transformované N. tabacum rostliny jsou fenotypicky
divoké druhy, kromé jejich samgi sterility zplisobené ablaci tapeta.

PA9-AMac2 byl také transformovan v kukufici za pouZiti standardniho
zplsobu bombardovani ¢asticemi. Transformované kukufiéné rostliny jsou feno-

typicky divoké druhy, kromé jejich samgi sterility zplisobené ablaci tapeta.

Priklad 6

Izolace a charakterizace promotorového Useku kukufi¢ného genu Mac20

Pro izolaci promotorového Useku genu Mac20 se pouzila inverzni PCR
(IPCR). Kukufi¢na genomicka DNA se stravila pomoci Ball, ktera se v Mac20 §t&pi a
recirkuluje s T4 DNA ligazou. Divergentni primerové pary, které se vazi uvniti Mac20,
byly pouZity pro obdrZzeni Mac20 fragmentu pomoci PCR. Sekvencovani (obr. 12)
ukazalo, Ze tento fragment byl v oblasti pfekryvu z 96 % identicky s Mac20. Analyza
RT-PCR s primery specifickymi pro kddovaci Gseky IPCR Mac20 genu ukazala, Ze
IPCR Mac20 gen ma stejnou temporalni a prostorovou expresi vzorce jako gen
Mac2. Potom Ize obdrzet del$i promotorovy Usek z kukuficné genomické DNA po-

moci TAIL PCR v podstateé tak, jak je popsano v pfikladu 2.
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1. Rekombinantni nebo izolovana molekula nukleové kyseliny obsahuijici nebo
sestavajici z promotoru, ktery je:

(i)  sekvenci pMAC2 promotoru, jak je znazornéna na obréazku 7:

(i)  sekvenci pMAC20 promotoru, jak je zndzornéna na obrazku 12:

(i) promotor Fidici expresi kodujici sekvence, ktera je v podstaté ho-
mologicka se sekvencemi znazornénymi na obrazku 3 nebo ob-
razku 6; nebo

(iv)  sekvence schopna hybridizace za pfisné fizenych podminek na
kteroukoli z (i), (ii) nebo (iii) sekvenci.

2. Rekombinantni nebo izolovana molekula nukieové kyseliny obsahujici nebo
sestavajici z jedné nebo z vice regulaénich ¢asti odvozenych z kterékoli ze sekvenci

(i) az (iv) schopnych Fizeni exprese tapetum-specifickym zpGsobem.

3. Rekombinantni nebo izolovana molekula nukleové kyseliny kédujici MAC2
protein, kterému chybi jeho pfirozeny signalni peptid.

4. Dvojice primer(l o sekvenci:

5' CCCATGGCCTCCACCGCCTATCC 3'

5 GCCGCGGTAATTACCAGTATCTACTTCC 3

nebo sekvence, kterd na tyto sekvence hybridizuje za pfisné fizenych
podminek.

5. Molekula nukleové kyseliny podle kteréhokoli z naroka 1 aZ 3, ktera je mo-
lekulou DNA.

6. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 1, 2 nebo 5, ktera dale obsahuje

nukleovou kyselinu, jejiZz nasledna exprese ma za nasledek samdi sterilitu rostliny.

7. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 6, kde nukleova kyselina samdi

sterility kdduje lyticky enzym.
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8. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 7, kde lyticky enzym je glukanaza
nebo barnaza.

9. Nukleova kyselina podle naroku 8, kde glukanaza je PR-glukanaza.
10. Dvojice primerti o sekvenci:
3' GGTCGACTTGGAATAATTTAAGTTGT 5'

3" GATCACCATGGTACTACTCCAC 5'

nebo o sekvenci, ktera na tyto sekvence hybridizuje za pfisné Fizenych
podminek.

11. Vektor obsahujici molekulu nukleové kyseliny podle kteréhokoli z naroki 1
az 3 nebo naroku 5 az 9.

12. Hostitelska burika transformovana pomoci vektroru podle naroku 11.
13. Hostitelska burika podle naroku 12, ktera je burikou rostlinnou.
14. Hostitelska burika podle naroku 13, ktera je buiikou jednodélozné rostliny.

15. Rostlina obsahujici jednu nebo vice rostlinnych bunék podle naroku 13
nebo naroku 14.

16. Pouziti molekuly nukleové kyseliny podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 9 pfi
transformaci hostitelské buriky, vyhodné rostlinné buriky a vyhodnéji buriky jednodé-

lozné rostliny.

17. PouZiti molekuly nukieové kyseliny podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 9 pfi
produkci saméi sterilni rostliny.

18. PouZiti podle naroku 17, kde saméi sterilni rostlina je jednodélozna, jako je
kukufice, ryZe, lilie nebo psenice.
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Sekvence cDNA Mac2 .
Predpokladany signalini peptid je znazornén na spodnim fadku. Obr. wA_v
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Obr. 4(1)
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:.*Poméry homologie z klustalniho porovnani
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RT-PCR analyza Mac20
12 3 456 7 8 9 10

1. 0-2mm prasnik -RT 2: 0-2mm prasnik +RT

3: 2-dmm prasnik -RT 4: 2-4mm prasnik +RT

5: 4-8mm prasnik -RT 5. 4-6mm pradnik +RT

7: barnazovy prasnik -RT 8: barnazovy prasnik +RT
9 <mikrospera -RT 10: <mikrospora +RT

Pruhy 1-8: pouzity material polyA + mRNA
Pruhy G-10: pouZita cela RNA

Obr. 5




Sekvence cDNA Mac20 ] o hu_u_1 @
Pfedpokladany signalni peptid je znazornén na spodnim fadku. .
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Obr. 7(1)

SalIl
ntcgastwtsgwgtt> ADI1
GTCGAGTATGGAGTTCGAACCCGTGTATACAAGTGATGCACTTGGAATAATTTAAGTTGTGGAAATGATG

T

AATTTATTATCGAGGTAGCATAATTTAAAAATTGGAACTGTTGAAGGCTAAGTATATTTTTGTTCCCAAT
C
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A
TAATCGAAAAAGAATTGTTGTACTAGGTAGCATTCGAGGAGCATTTTGTAGCTAGATGATTAAGGTAAAA
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A
CTCTAAACTTGGGGAGTTGTTTCGTATGCCCAATGACCTATTCTGCTCATARATCGTACCGTGAAATAAT 700
A
A C
TACTTGTCAGCCATATGAGTTCGCACCGTGTATACAAGTGATGCACTTAGAATGATTTAAGTTGCGGAAA 770
A

TGATGAATTTATTATCGAGGTAGCATAATTTAAAAACTGGAACTGTTGGAGGTTAAGTATATTTTTGTTC 840
nabb&bebebeeebembbneeooe>>>66>>>meaememm>ooeeeeeeeeem0>>®a>>ﬂmm>o>eooe 910
ne>>mmmm>mmen>ﬂeeﬂOebbbobbbeee>>0>>e>>>>>>mO>}?>O>O>OQ>QO>OOH>ﬂ>moﬂ>>m 980
GTGCTATAATCGAAAARATAATTGTTGTACTAGGTAGCATTCGAGGAGCATTTTGTAGCTAGATGATTAAG 1050
GTAAAAAAAGTGTGACTGCTGCGGCCAAAGAAGCATGCGCAAATCTTTCTCTCGGCTCCCTTTGCATGCA 1120
CAACCTACTCGCTACCTTACCCTCCCGCTACCTCGCTCGATCTGTGCATGCACAGGTATATATATATACC 1190
Ncol
Mac2P3'N <gtggagtagtaccatggtgatc
TAGCTAGCTGCTAGTTTGTCGTCCCAGCCCAGGCATCGCCAAGCAAGTGGAGTAGTACGATGGTGATCAA 1260
Mac2t3 AmooﬁQOﬁannnoomonmoan v

TAGGCCGCAGTTAGTTTGTAGTATAATAGTCTGTTTTGCAACTGCTGTTTTGCACCTCCAC> 1320
R p Q L V C S I I VvV C F A T A V L H L H

Obr. 7(1l)
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Hindlll, Xhot do HindHl, Sall-8t&p pBin19



pMac2-barnaza
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Sstl, EcCoRV do Sstl, Smal pBini9
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Sstl, EcoRV do Sstl, Smal pBin19
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ot , Ncol

.0
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..............................................................

/CAAAATGGGGTGCTGTTGATGGTCGATATAACAGTATGGCTAAGCATGTCCAAGAGGCTATTAATGTCAATGATGCG 858
P K W G A V DGR Y NS MA KUHV Q E A I NV N D A

SstII

_ AMac2R <ggaagtagatactggtaattagcacggc
AACGATGCTTTGACAATCATTGATTTTCTGCTTCGCCCAACAGAGGAAGTAGATACTGGTAATTAGTTTTAATATATA 936

N D A L T I I D F L L R P T EE V D T G N -

TAATTATTAGTTACGTCATCGATCTGTTGTAATAGTTTATATATACCTCTAATATTAAAAAAGTAAAATTTCAGCCTT 1014

GTTTCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAA

Obr. 11A
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Obr. 12(1)

Sekvence genomového fragmentu Mac20, véetné 585 pb
predchazejiciho useku a navrzeny kédujici usek Mac20

TACGGGACCCATATTTCTACAGGCGGCCCTGCTAGTATACACTATGTCTAGATGTATAGTTGGGTTTAATTTGCATTT

TGTCGGGTTTAATTTGCATTTTATAATTTAGAACGGAAGGAGTAGCATTTTGTCAGTTTAATTTTCATTTCTTTGTGT
TAGTTGGGTGCCCACGCATCCAACTCTTCAAGAAGCTCTTTAGTTGTTAGGGACACTGGTACTGTCTGAAACATCGAA
CTATCTATAAGATTTCATTTCACAAACAAAACTTGGGAGTCTCCATTCCAACCATCCTCGCTCTTTCCATTTTCATCC
GGTCATCCCCCTCGCCCTCCCTGCTCTTCCAGTTTCAAGTTTGAACCGTCGCCTTTGGGAATCGAGCCGTGGGTCCCA
CCTTGTAAAGAACTGATCAAGCCAATCGACTTATCAACATCCTCGCTACAAATATCCGCCACCCTAATTTGGCCAAGC

CTTCCAAACGAAGAACAACACAATCCAAGAGCGACGTGGGAGAGCGAGCGAGAAAGCAAGATCGAGAGAAGACGACAC
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TGGTTCGACGAAACACTATTGCAGGAGTCTCCATCGCAGTAGACAGGCGTGATCGAGCTTGGACGTGACGGAGTTGAC
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GCGTCCTTTGGGGCGGTCTGGATCAGTTCTTGTTCTAGAAGTTGAATGATTCTTTCGACGTTTCTGTCACTGCATTTT

TTGGAACTGATCAAGGGTAGTATGCTGGTGCGTGTCGCCTGATAGTCTAGATTAGTCATTGAAACATTTTTCCATTGT

TTCTGCCATTCGCTTTCTTGGAAACTATCGAGCTTAGCTGC
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Thr Leu Ala Ile Ala Ile Asp Asp Leu Cys Leu Ile Gly Phe Ser Asn
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222222222227

222222

2?27

22272277
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?222222222222222

160
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2222272222727

??227222292°°7?7°°

Ser Ala Ile His Ala Thr Lys Gln Leu Ala Thr Tyr Asp Arg Ala Val

165

??222272°7

185

?2?22227222272?22°27?°7

190

Met Cys Glu Gly Met Arg Phe Arg Ser Ile Arg Asp Met Phe Ser Ser

2?2?2222
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22222222222 2727

2222227222222

2222222272222

18572722

?y Ala Vval

27222727222222222222222222222222222222222222222222°22?
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Asp Gly Arg Tyr Asn Ser Met Ala Lys His Val

Gl?277272227222272222°222°2°222227222222222227222222222°22222°27°2°2222222°2°2°2°22°22°2°2°2222°272°27

297292727272 27222222722222722°7?2?2?2°??222727272?2?2????????2?%e Ile Asp Phe Leu Leu Arg

275 280 285
Pro Thr Glu Glu Val Asp Thr
Gl’???°°????????????????????????????9’?????????’°????”???????7??????7????9???97
2797292722722 272222272222227222222°2222222°2°°22°222°272°22°27°22727
<223> Popis um&lé sekvence: Primer
<400> 12
ccaagaggtc atgcaaagat acg
??????????????????????.?°???????????????????????????????’??????°°°°°°°°°??°°°°°°

272722222227222222272°222°2°2°°27

-~J
-~
)
-
V]

27222292272222722%er

<400> 13

ctggccatag ccattgatga ct 22

<210> 14

<211> 300

<212> PRT
<2??????????????????????????????????????????????????????77777979977???????°°7°°7

P2727272722222222222222222222222222222222222222222°2° 40 45

Lys His Cys Thr Asp His Lys Gly Ile Phe Gln Pro Val Leu Pro Pro

50
5P2572722722272222722272222222222222222222222222227222222222222222722222°222222222°272°%7
22727222222222222222222222222222°22222222?222222?2? 70 75

5559709095099 922292229922722727227272272227222°22?2722?2?2?2?2?]1 Thr Met

130 135 140

Gly Arg Ala Glu Met Thr Arg Ala Val Asn Asp Leu ??2?2?27?2?2??22?27??277
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