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(57)Anotace:

Regeni se tyka transgennich rostlin ozimé fepky olejky
(Brassica napus), konkrétng paru rostlin ozimé fepky olejky,
ktery je obzvlasté vhodny pro produkci hybridnich semen.
Prvni rostlina je charakterizovana tim, Ze jde o rostlinu se
saméf sterilitou, diky pfitomnosti genu saméi sterility v jejim
genomu, zatimco druhd rostlina je charakterizovana tim, Ze
nese gen obnovujici fertilitu, ktery je schopny zabranit
aktivité genu sami sterility. Par rostlin ozimé fepky olejky
podle feleni spojuje schopnost vytvafet hybridni semena s
optimalnim celkovym agronomickym vykonem, genetickou
stabilitou a adaptibilitou k riznému genetickému pozadi.
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Oblast techniky

Tento vynadlez se tykd rostlin ozimé Ifepky olejky,
konkrétn& dvojice rostlin ozimé Fepky olejky, kterd Jje
obzvlast& vhodnd pro produkci hybridnich semen. Konkrétnéji,
jedna rostlina Jje charakterizovana tim, Ze Jje to rostlina se
sam&i sterilitou, diky pfritomnosti genu sam&i sterility
v jejim genomu, zatimco druha je charakterizovédna tim, Ze nese
gen obnovujici fertilitu, ktery Jje schopny zabranit aktivité-
genu sam&i sterility. Par rostlin ozimé repky olejky podle
vynalezu spojuje schopnost vytvaret hybridni semena
s optimdlnim celkovym agronomickym vykonem, genetickou

stabilitou a adaptabilitou k rlznému genetickému pozadi.

Viechny dokumenty citované v tomto textu jsou formou

odkazu soucdasti predkléddaného popisu.

Dosavadni stav techniky

Fenotypova exprese transgenu V rostlin& je wurcena Jjak
strukturou genu samotného tak Jjeho lokalizaci v rostlinném
genomu. Souasné& pritomnost transgenu Vv odlisnych mistech
genomu ovliviiuje celkovy fenotyp rostliny odlidnym zpusobem.
Agronomicky nebo pramysloveé Uspésné vneseni komeréné
zajimavych znakll do rostliny metodami genovych manipulaci mlZe
byt zna¢n& zdlouhavy postup zavisly na mnoha  ruaznych
faktorech. Skutednd transformace a regenerace geneticky
transformovanych rostlin jsou pouze prvnimi kroky v celé rade

selekénich  kroki, kterd =zahrnuje extenzivni  genetickou




charakterizaci, dalsi &lechtdni a vyhodnoceni v polnich

pokusech.

Repka olejka (Brassica napus, AACC, 2n=38) Jje pfirodni
hybrid vznikly mezidruhovou hybridizaci mezi brukvi zelnou
(Brassica oleracea, CC, 2n = 18) a brukvi tufinem (Brassica
campestris, BAA, 2n = 20). Ozima& Fepka olejka se vysévé
v prub&hu poslednich 10 dnd srpna a prvnich deseti dni zafi a
sklizi se nasledujici rok v ¢ervenci, nebot vyZaduje obdobi
s nizkou teplotou pro vernalizaci. Rychleji rostouci jarni
tepky se seji na konci brezna aZ zadatku dubna a sklizen
probih&d od poloviny srpna do z4%¥i. Hlavni typy Tepky olejky
p&stované v souasnosti Jsou odridy s nizkym a vysokym obsahem
erukové kyseliny. Tzv. Dvojité nizké (00) odrtdy obsahuji
nizkou (typicky méné neZ 1 %) hladinu erukovych kyselin (které
jsou pro Clovéka obtiZné& stravitelné) a nizké hladiny
glukosinolata (které <&ini vedlejsi produkty nestravitelné pro
svitata). B&Zné vyuziti "00" odrud prestavuje olej pro lidskou
spotfebu a krmivo pro zvi¥ata s vysokym obsahem proteina.
K primyslovému vyuZiti pat¥i také zakladni suroviny pro léciva
a hydraulické oleje. Odrudy tepky s vysokym obsahem erukové
kyseliny (HEAR) jsou pé&stované specificky pro jejich obsah
erukové kyseliny - typicky 50 aZ 60 % oleje. Hlavnim konelnym
pouzitim HEAR je vyroba erukamidu, coZ je "kluzné <cinidlo"
pouZivané p¥i vyrob& polyethanu. Maly podil se vyuZivé piIi
vyrobé& behenylalkoholu, ktery se ptidava k voskovitym surovym

mineralnim olejtm pro zlepdeni jejich tekutosti.

Rostliny Fepky olejky Jjsou bisexudlni a typicky ze 60 az
70 % samospra3né. Produkce hybridd a vnégeni genetické
variability jakoZto zakladu pro selekci byly tradiéné zavisle
na adaptaci v prirodé se vyskytujiciho jevu jako Je naptriklad
self-inkompatibilita a cytoplazmatickad samci sterility. Metody

umélé kontroly opyleni jako je napiiklad rué¢ni sterilizace




(emaskulace) nebo pouZitil gametocidnich latek nebyly ve
Slecht&ni Yepky vice rozditeny vzhledem k jejich omezené

praktické pouZitelnosti a vysokym finanénim nakladim.

Byly vyvinuty transgenni metody pro vytvofeni samci nebo
sami&i sterilni rostliny, které poskytuji zajimavé alternativy

k tradid&nim technikam.

EP 0,344,029 popisuje systém pro ziskani Jjaderné samci
sterility, pri¢emZ rostliny Jsou transformovany genem samCi
sterility, ktery obsahuje napfiklad DNA kédujici barnazu,
ktery je fizen promotorem specifickym pro tapetum (specifické
pletivo pradnika), PTAZ9, ktery po vneseni do rostliny
zajistuje selektivni destrukci bun&k tapeta. Transformace
rostlin tabaku a Frepky olejky takovym chimérickym genem vedlo
k rostlinam, u kterych bylo zcela zabradnéno tvorb& pylu

(Mariani et al. 1990, Nature 347: 737-741).

Pro obnovu fertility v potomstvu rostlin se samci
sterilitou byl vytvofen systém, kdy je samci sterilni rostlina
k¥irena s transgenni rostlinou nesouci gen obnovujici
fertilitu, ktery je po expresi schopen sniZit nebo zcela
srudit aktivitu genu samé¢i sterility (viz US 5,689,041, US
5,792,929). Takovy gen obnovujici fertilitu je umistén pod
kontrolu promotoru fidiciho expresi alespoii v bufikdch toho
typu, kde je gen samci sterility exprimovan. Mariani et al.
(1992. Nature 357:384-387) prokazali, Ze u Eepky olejky
sterilita kédovand genem pTA29-barnaza miZe byt obnovena

chimérickym genem pTAZ29-barstar.

Cytochemickd a histochemicka analyza vyvoje pradnikd u
rostlin Brassica napus obsahujicich samotny chiméricky gen
pTA29:barndza nebo pTAZ29:barstar je popséna Vv publikaci De
Block a De Brouwer (1993, Planta 189:218-225).

Uspé&sné transformace rostlin druh® Brassica bylo dosaZeno
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fadou metody v&etné& infekce uzitim Agrobacterium (jak bylo
popséno napfiklad v EP 0,116,718 a EP 0,270,882), ostfelovanim
mikro&asticemi - biobalistickou metodou (jak bylo popséano
naptiklad Chen et al., 1994, Theor. Appl. Genet. 88:187-192) a
pomoci primého p¥ijmu DNA (jak bylo popsano napfiklad De Block
et al. 1989, Plant Physiol. 914:694-701, Poulsen 1996, Plant
Breeding 115:209225).

Avsak 2&4dnd =z citovanych publikaci nepopisovala ani

nenavrhovala Fedeni popsané v pfedkladané pfihlasce.

Podstata vynalezu

Predkladany vyndlez se tykd dvojice rostlin ozimé Ffepky
olejky obzvlasté vhodnych pro produkci hybridnich semen.
Konkrétné&ji se predkladdany vynalez tykd prvni transgenni
rostliny ozimé Frepky olejky nebo jejich semen, bun€k nebo
tkani, obsahujicich, integrovanou do svého genomu, expresni
kazetu, kterad obsahuje gen sam&i sterility, a druhé transgenni
rostliny ozimé ¥Ffepky olejky nebo jejich semen, buné&k nebo
tkani, obsahujicich, integrovanou do svého genomu, expresni
kazetu, kterd obsahuje gen obnovujici fertilitu, a hybridni
semena ziskanad k¥iZenim prvni a druhé rostliny, ktera obsahuji
gen samcCi sterility a/nebo gen obnovuijici fertilitu

integrované do svého genomu.

V jednom provedeni vynalezu prvni rostlina ozimé Ffepky
olejky nebo jeji semena, bunky nebo pletiva, obsahuje expresni
kazetu pTHW107. Ve vyhodném provedeni vynalezu prvni rostlina
ozimé Fepky olejky nebo Jjeji semena, butiky nebo pletiva
obsahuji udadlost MS-BN1. V dalsim provedeni vynadlezu druha
rostlina ozimé #Fepky olejky nebo 3jeji semena, buiky nebo

pletiva, obsahuje expresni kazetu pTHW1118. Ve vyhodném




e LX) L2

XY T RTY
.
o8 "
LXK ]
X X
.
sses
camne
.

.
L4 [ X 2 ] .o o eoese

seocon

provedeni vynélezu rostlina ozimé ‘tepky olejky nebo Jjeji
semena, buiiky nebo pletiva obsahuji ud&lost RF-BNl. V
obzv1adt& vyhodném provedeni vynalezu prvni rostlina ozimé
tfepky olejky obsahuje udalost MS-BN1 a druhd rostlina ozime
tepky olejky obsahuje udalost RF-BN1 a hybridni semena od nich
ziskand obsahuji dokonce MS-BN1 a RF-BNI nebo samotnou RF-BNI.

Vynadlez se tyka transgennich semen ozimé tepky olejky nebo
rostliny, kterd miZe byt =z téchto semen péstovana, Jjejichz
genomova DNA je charakterizovana jednou nebo obé&ma

nasledujicimi vlastnostmi:

a) Genomovd DNA je schopna poskytnout alesponn dva, vyhodné
alespont t¥i, vyhodné&ji alespoit ¢&ty¥i, nejvyhodnéji pét
soubor restrik&nich fragmentld vybranych ze skupiny, kterou
tvori:

i) jeden soubor dvou EcoRI fragment(, jeden délky mezi 2140

a 2450 bp, vyhodn& pribliZné 2266 bp a jeden délky vice
nez 14 kbp,

ii) Jjeden soubor dvou EcCORV fragmentt, kde jeden ma délku
mezi 1159 a 1700 bp, vyhodné priblizné 1,4 kbp a druhy ma
délku vice nez 14 kbp,

iii) jeden soubor dvou Hpal fragmentl, jeden délky mezi 1986 a
2140 bp, vyhodn& délky ptibliZné 1990 bp a jeden délky
mezi 2140 a 2450 bp, vyhodné pfiblizné 2229 bp,

iv) jeden soubor t¥i Af1III fragment, jeden délky mezi 514 a
805 bp, vyhodn& délky ptibliziné 522 bp a jeden délky mezi
2140 a 2450 bp, vyhodn& priblizZné 2250 bp a jeden délky
mezi 2450 a 2838 bp, vyhodn& p¥ibliZné 2477 bp,

) Jeden soubor dvou Ndel fragmentd, oba délky mezi 5077 a
14057 bp, vyhodné jeden delky p¥ibliZné& 6500 bp a jeden
délky pfibliZné 10 kbp,
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kde kaZdy =z restrikénich fragmentd je schopen hybridizace
v podminkdch standardni stringence, s fragmentem o velikosti
3942 bp obsahujicim sekvenci PTA29-barnazy pripravitelnou
$tépenim plazmidu pTHW107 enzymem HindIII, Jjak Jje popsano Vv

tomto textu, a/nebo

b) Genomovd DNA Jje schopna poskytnout alespoil dva, vyhodné
alespofi t¥i, vyhodné&ji ctyfi soubory restrik&nich fragmentl

vybranych ze skupiny, kterou tvori:

i) jeden soubor tfi BamHI fragmentli, kde jeden méa délku mezi
805 a 1099 bp, vyhodn& pfibliZn& 814 bp, jeden m& délku
mezi 1700 a 1986 bp, vyhodn& pfibliZn& 1849 bp, jeden mé
délku mezi 2450 a 2838 bp, vyhodné& pfibliZné 2607 bp a
jeden m& délku mezi 5077 a 14057 bp, vyhodné pfribliZné

6500 bp,

ii) Jjeden soubor &tyf¥ EcoRI fragmentt, jeden délky mezi 805 a
1159 bp, vyhodn& pfiblizZn& 1094 bp, jeden délky mezi 1986
a 2450 bp, vyhodné& pfibliZné 2149 bp a dva délky mezi
5077 a 14057 bp, vyhodn& jeden délky ptiblizZné 7000 bp a
jeden délky ptribliZn& 10 kbp,

iii) jeden soubor dvou EcoRV fragmentt, kde oba maji délku
mezi 5077 a 14057 bp, vyhodné jeden ma délku ptibliZné
5,4 kbp a druhy m& délku pfibliZné 8 kbp,

iv) Jeden soubor t¥i HindIII fragmentd, kde Jjeden ma délku
mezi 1700 a 2140 bp, vyhodn& pfibliZné& 1969 bp a dva maji
délku mezi 2450 a 2838 bp, vyhodné jeden m& délku
p¥ibliZn& 2565 bp a jeden ma délku p¥ibliZné 2635 bp,

kde kaZdy =z restrikénich fragmentd Jje schopen hybridizace
v podminkadch standardni stringence, s fragmentem o velikosti
2182 bp obsahujicim sekvenci PTAZ9-barstar pfipravitelnou
$t&penim plazmidu pTHW118 enzymem Hpal, jak je popséno v tomto

textu.
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Predkléadany vyndlez se tykd semen rostlin ozimé fYepky
olejky nebo rostliny, ktera miZe byt z téchto semen péstovana
nebo jejich bun&k nebo tkani, jejichZ genomova DNA jJe

charakterizovana jednou nebo ob&ma nésledujicimi vlastnostmi:

a) Genomovd DNA je schopna poskytnout alespoii dva, vyhodné
alespoil t¥i, napfiklad alespoil gtyfi, vyhodn&ji pét soubortl
restrik&nich fragmentd vybranych ze skupiny popsané v bodeé
a) vys3e obsahujici soubory restrikénich fragmentd popsané v
bod& a) i), ii), iii), iv) a v) vySe, prifemZ selekce muZe
sahrnovat kteroukoliv kombinaci 1), 4ii), 1iii), iv) a v)

popsanych v bodé& a) vySe, a/nebo

b) Genomovd DNA je schopna poskytnout alesponn dva, vyhodné
alespoii t¥i, nejvyhodné&ji Ctyfi soubory restrikénich
fragment® vybranych ze skupiny popsané v bodé b) vyse
obsahujici soubory restrikénich fragmentl popsané v bodeé b)
i), ii), 41ii) a iv) vyse, prigemZ selekce mlZe zahrnovat
kteroukoliv kombinaci i), ii), iii) a iv) popsanych v bodé
b) vyse.

Vynalez se déle tykad semen ozimé fepky olejky nebo rostlin
pé&stovanych z téchto semen, jejichZ genomovd DNA  jJe

charakterizovana jednou nebo obéma nasledujicimi vlastnostmi:

c) Genomovéa DNA miZe byt pouZita k amplifikaci DNA fragmentu o
velikosti mezi 260 a 300 bp, vyhodné pfibliZné 280 bp,
s pouzitim polymerazové Freté&zové reakce s dvéma primery
majicimi nukleotidové sekvence SEKV. ID. ¢. 12 a SEKV. ID.

o

¢. 19, v daném poradi, a/nebo

d) Genomova DNA miZe byt pouZita k amplifikaci DNA fragmentu o
velikosti mezi 195 a 235 bp, vyhodn& pfiblizné 215 bp,
s pouzitim polymeréazové Feté&zové reakce s dvéma primery
majicimi nukleotidové sekvence SEKV. ID. ¢. 23 a SEKV. ID.

~

¢. 41, v daném poradi.




Vynadlez se dale tykd semen ozimé Ffepky olejky nebo rostlin
péstovanych z  téchto  semen, jejichZ genomova DNA  Je
charakterizovana vlastnostmi popsanymi Vv bodé a) a c) vyse

a/nebo vlastnostmi popsanymi v bodé b) a d) vyse.

Predkladany vyndlez se tyka semen rostliny ozimé fepky
olejky nebo rostliny, ktera miZe byt z té&chto semen péstovana,
jejichZz genomova DNA je charakterizovana jednou nebo obéma

nasledujicimi vlastnostmi:

a) Genomova DNA Jje schopna poskytnout alespon dva, vyhodné
alespoii t¥i, vyhodné&ji alespofi &ty¥i, nejvyhodnéji pet
soubort restrik&nich fragmentd vybranych ze skupiny, kterou
tvofri:

i) Jeden soubor dvou EcoRI fragmentd, jeden délky mezi 2140

a 2450 bp, vyhodn& pfibliZné 2266 bp a jeden délky vice
nez 14 kbp,

ii) Jeden soubor dvou EcoRV fragmentfi, kde Jjeden m& délku
mezi 1159 a 1700 bp, vyhodné pfibliZné 1,4 kbp a druhy ma
délku vice neZ 14 kbp,

iii) Jeden soubor dvou Hpal fragmentti, jeden délky mezi 1986 a
2140 bp, vyhodné délky priblizné& 1990 bp a jeden délky
mezi 2140 a 2450 bp, vyhodn& pfribliZné 2229 bp,

iv) Jeden soubor t¥i AfI1III fragmentt, jeden délky mezi 514 a
805 bp, vyhodné délky priblizné 522 bp, Jeden délky mezi
2140 a 2450 bp, vyhodn& pfibliZné& 2250 bp a jeden délky
mezi 2450 a 2838 bp, vyhodn& pfiblizZné& 2477 bp,

V) Jeden soubor dvou Ndel fragmentu, oba délky mezi 5077 a
14057 bp, vyhodné jeden délky p¥ibliZn& 6500 bp a jeden
délky priblizné 10 kbp,

kde ka?dy z restrikénich fragmentl je schopen hybridizace

v podminkach standardni stringence, s fragmentem O velikosti
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3942 Dbp obsahujicim sekvenci PTA29-barndzy ptripravitelnou
$tépenim HindIII plazmidu pTHW107, Jjak Je popsano Vv tomto

textu, a/nebo,

c) Genomova DNA muZe byt pouZita k amplifikaci DNA fragmentu o
velikosti mezi 260 a 300 bp, vyhodné pfibliZné 280 bp,
s pouZitim polymerdzové TFeté&zové reakce s dvéma primery
majicimi nukleotidové sekvence ze SEKV. ID. ¢. 12 a SEKV.

ID. ¢. 19, v daném potadi.

Ptedkladany vynadlez se tyka semen rostliny ozimé Tepky
olejky, vyhodn& rostliny se samci sterilitou nebo rostliny,
kterd miZe byt z té&chto semen pé€stovana nebo jejich bunék nebo
tkani, jejichz genomovd DNA je charakterizovéna tim, Ze je
schopna poskytnout alespon dva, vyhodn& alespoil t¥#i, vyhodnéji
pét souborl restrik&nich fragmentd vybranych ze skupiny
popsané vy3e obsahujici soubory restrik&nich fragmentl popsané
v bod& i), ii), 4iii), iv) a v) vySe, pricemZ selekce mlZe
sahrnovat kteroukoliv kombinaci i), ii), iii), iv) a v)

popsanych vyse.

Predkladany vynalez se dale tyka semen rostliny ozimé
tepky olejky nebo rostliny p&stované z téchto semen, Jjejichz
genomova DNA je charakterizovéna jednou nebo obé&ma

nasledujicimi vlastnostmi:

b) Genomovd DNA Jje schopna poskytnout alespoil dva, vyhodné
alesponi tfi, vyhodn&ji <&tyri restrikéni fragmenty nebo
soubory restriké&nich fragmentd vybranych ze skupiny, kterou
tvori:

i) Jeden soubor t¥i BamHI fragmentl, kde jeden ma délku mezi
805 a 1099 bp, vyhodné& pfibliZné 814 bp, Jeden m& délku
mezi 1700 a 1986 bp, vyhodn& pfibliZné& 1849 bp, Jjeden ma
délku mezi 2450 a 2838 bp, vyhodné& pfiblizne 2607 bp a
jeden mé& délku mezi 5077 a 14057 bp, vyhodné pfiblizZné
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6500 bp,

ii) Jeden soubor &ty¥ EcoRI fragmentl, jeden délky mezi 805 a
1159 bp, vyhodn& pfriblizn& 1094 bp, jeden délky mezi 1986
a 2450 bp, vyhodn& pfibliZné& 2149 bp a dva délky mezi
5077 a 14057 bp, vyhodn& jeden délky pfibliZné 7000 bp a
jeden délky pfibliZné& 10 kbp,

iii) Jeden soubor dvou ECORV fragment, kde oba maji délku
mezi 5077 a 14057 bp, vyhodn& jeden m& délku pfiblizné
5,4 kbp a druhy m& délku pfibliZné& 8 kbp,

iv) Jeden soubor t¥i HindIII fragmenttd, kde jeden ma& délku
mezi 1700 a 2140 bp, vyhodn& p¥ibliZn& 1969 bp a dva maji
délku mezi 2450 a 2838 bp, vyhodn& Jjeden m& délku
pribliZn& 2565 bp a jeden ma délku pfibliZné 2635 bp,

kde kaZdy =z restrikénich fragmentl je schopen hybridizace
v podminkdch standardni stringence, s fragmentem o velikosti
2182 bp obsahujicim sekvenci PTA29-barstar pripravitelnou

tépenim Hpal plazmidu pTHW11S, popséno v tomto textu,
A/nebo

d) Genomova DNA miZe byt pouZita k amplifikaci DNA fragmentu o
velikosti mezi 195 a 235 bp, vyhodné ptribliZné 215 bp,
s pouZitim polymerdzové fet&zové reakce s dvéma primery
majicimi nukleotidové sekvence ze SEKV. ID. C. 23 a SEKV.

ID. C. 41, v daném potadi.

Predkladany vyndlez se tykd semen rostliny ozimé tfepky
olejky, vyhodn& rostliny obnovujici fertilitu nebo rostliny,
kterd miiZe byt z té&chto semen pé&stovdna nebo jejich bunék nebo
tkani, jejichZz genomovad DNA Jje schopna poskytnout alespon dva,
vyhodné alespon tfi, nejvyhodné&ji <&tyfi soubory restrikcénich
fragment® vybranych ze skupiny popsané vy3e, obsahujici
soubory restriké&nich fragmentd popsané v bodé D) iy, 1ii), iii)

a iv) vyse, pticemZz selekce miZe zahrnovat kteroukoliv
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kombinaci i), ii), 1iii) a iv) popsanych vyse.

Predkladany vyndlez se tyka transgennich rostlin ozimé
tepky olejky, bunék, tkani nebo semen, které Jjsou vyhodné
charakterizovany obéma vlastnostmi popsanymi v bodé& b) a/nebo

d) vyse, v daném pofadi.

Vynalez se dale tyka transgennich, vyhodn& hybridnich
rostlin ozimé Fepky olejky s obnovenou fertilitou, bunék,
tkini nebo semen ziskanych k¥iZenim rostliny se samCi
sterilitou s rostlinou obnovujicil fertilitu podle vynalezu,
charakterizovanou‘ ptislusnymi vlastnostmi popsanymi  vySe,
pr¥i&emZ rostliny s obnovenou fertilitou, bufiky, pletiva nebo
semena Jjsou charakterizovana molekuldrnimi vlastnostmi Jjak
rostliny se sam&i sterilitou, tak vlastnostmi rostliny ozimé
tepky olejky obnovujici fertilitu popsanymi vySe. Vynalez se
dale tyké& transgennich, vyhodné& hybridnich rostlin ozimé fepky
olejky, bun&k, tkani nebo semen ziskanych kfiZenim rostliny se
sam&i sterilitou s rostlinou obnovujici fertilitu podle
vynalezu charakterizovanou molekuldrnimi vlastnostmi popsanymi
vyse, ptilemZz hybridni rostliny, bufiky, pletiva nebo semena
jsou charakterizovéana molekuldrnimi vlastnostmi rostliny ozimé

tepky olejky obnovujici fertilitu popsanymi vySe.

Vyndlez se takeé tyk4 semen uloZenych Vv ATCC pod
pfistupovym &islem PTA-730, rostliny, kterad je vypéstovana z
t&chto semen a bund&k nebo tkéni =z rostliny vypéstované z
t&chto semen. Vynalez se dale tyka rostliny ziskatelné
mnoSenim a/nebo kFiZenim s rostlinou ozimé tTepky olejky
péstovanou ze semen ulo¥enych v ATCC pod piistupovym Cislem

PTA-730.

Vyndlez se dale tyka zpisobu produkce hybridnich semen
ozimé Fepky olejky, ktery zahrnuje kf¥iZeni rostliny ozimé
tepky olejky se samCi sterilitou podle pfedkladaneho vynélezu

s rostlinou ozimé fepky olejky obnovujici fertilitu podle
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vynalezu.

Vynédlez se dale tykd rostliny ozimé Ffepky olejky,
rostlinné buiiky, rostlinné pletiva nebo semen, které obsahuji
rekombinantni DNA obsahujici alespon jeden transgen,
integrovany do Casti chromozdémové DNA charakterizované
sekvenci SEKV. ID. €. 22 a/nebo rekombinantni DNA obsahujici
alespoil jeden transgen, integrovany do casti chromozdémové DNA

charakterizované sekvenci SEKV. ID. C. 34.

Vynalez déle poskytuje =zpusob produkce transgenni Dbunky
rostliny ozimé Fepky olejky nebo rostliny z ni ziskané, ktery
obsahuje  vneseni rekombinantni DNA molekuly do ¢asti
chromozémové DNA buiiky ozimé Fepky olejky charakterizovaneé
sekvenci SEKV. ID. &. 22 a, voliteln&, regeneraci rostliny

ozimé Fepky olejky z transformované bufiky ozimé fepky olejky.

Vynadlez déle poskytuje zplsob produkce transgenni bunky
rostliny ozimé Fepky olejky nebo rostliny z ni ziskané, ktery
obsahuje vneseni rekombinantni DNA molekuly do Casti
chromozémové DNA buiky ozimé Fepky olejky charakterizovaneé
sekvenci SEKvV. ID. &. 34 a, voliteln&, regeneraci rostliny

ozimé Yepky olejky z transformované bufiky ozimé fepky olejky.

Vyndlez se dale tykd zpGsobu identifikace transgenni
rostliny nebo jejich bun&k nebo tkéni, obsahujicich elitni
udadlost MS-BN1 podle vyndlezu, pEi¢emZ tento zplsob =zahrnuje
zjist&ni jedné nebo obou nasledujicich charakteristickych
vlastnosti genomové DNA transgenni rostliny nebo jejich bunék

nebo tkéani:

a) Genomova DNA Jje schopna poskytnout alespon dva, vyhodné
alespoi tfi, vyhodn&ji alesponl <&tyf¥i, nejvyhodnéji pét
soubortl restrik&nich fragmentd vybranych ze skupiny, kterou

tvori

i) Jeden soubor dvou EcoRI fragmentd, jeden délky mezi 2140
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a 2450 bp, vyhodn& p¥ibliZné 2266 bp a jeden délky vice
nez 14 kbp,

ii) Jeden soubor dvou EcoRV fragmentd, kde jeden m& délku
mezi 1159 a 1700 bp, vyhodn& pf¥ibliZné& 1,4 kbp a druhy mé
délku vice neZ 14 kbp,

iii) Jeden soubor dvou Hpal fragment®, jeden délky mezi 1986 a
2140 bp, vyhodné& délky pfibliZn& 1990 bp a jeden délky
mezi 2140 a 2450 bp, vyhodné pribliZné 2229 bp,

iv) Jeden soubor t¥i AflIII fragmentd, jeden délky mezi 514 a
805 bp, vyhodn& délky p¥ibliZné 522 bp, jeden délky mezi
2140 a 2450 bp, vyhodn& piiblizné& 2250 bp a Jeden délky
mezi 2450 a 2838 bp, vyhodné& pfibliZné& 2477 bp,

V) Jeden soubor dvou Ndel fragmentl, oba délky mezi 5077 a
14057 bp, vyhodné& jeden délky pribliZzné 6500 bp a jeden
délky p¥iblizn& 10 kbp,

kde kazdy z restrik&nich fragmentl je schopen hybridizace
v podminkéch standardni stringence, s fragmentem o velikosti
3942 bp obsahujicim sekvenci PTA29-barndzy pripravitelnou
$t&penim HindIII plazmidu pTHW107, jak popséno v tomto textu,

a/nebo

c) Genomova DNA miZe byt pouZita k amplifikaci DNA fragmentu o
velikosti mezi 260 a 300 bp, vyhodné pfibliZné& 280 bp,
podle PCR identifikaéniho protokolu, popsaného v tomto
textu, s dvéma primery identifikujicimi elitni wudalost
majicimi nukleotidovou sekvenci ze SEKV. ID. C. 12 a SEKV.

1D. ¢. 19, v daném pofadi.

Vynalez se dale tykd zpusobu identifikace transgenni
rostliny nebo Jjejich bun&k nebo tkédni, obsahujici elitni
udalost RF-BN1 podle vynalezu, tento zpisob zahrnuje zjisténi
jedné nebo obou nésledujicich charakteristickych vlastnosti

genomové DNA transgenni rostliny nebo jejich bun&k nebo tkani:
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b) Genomovd DNA je schopna poskytnout alespoii dva, vyhodné
alespoit t¥i, vyhodné&ji <tyfri restrik&ni fragmenty nebo
soubory restrikcénich fragment®@ vybranych ze skupiny, kterou
tvori:

i) Jeden soubor t¥i BamHI fragmentl, kde jeden méd délku mezi
805 a 1099 bp, vyhodn& p¥ibliZ?n& 814 bp, jeden ma délku
mezi 1700 a 1986 bp, vyhodn& pfibliZné& 1849 bp, jeden ma
délku mezi 2450 a 2838 bp, vyhodné p¥ibliiné 2607 bp a
jeden ma& délku mezi 5077 a 14057 bp, vyhodn& pifibliZné
6500 bp,

ii) Jeden soubor ¢&tyf EcoRI fragment®, jeden délky mezi 805 a
1159 bp, vyhodn& pfibliZné& 1094 bp, jeden délky mezi 1986
a 2450 bp, vyhodn& pfibliZné 2149 bp a dva délky mezi
5077 a 14057 bp, vyhodné jeden délky pribliZné 7000 bp a
jeden délky pfribliZné& 10 kbp,

iii) Jeden soubor dvou EcoRV fragmentd, kde oba maji délku
mezi 5077 a 14057 bp, vyhodné& jeden mé& délku pfiblizZné
5,4 kbp a druhy m& délku pfibliZné 8 kbp,

iv) Jeden soubor t¥i HindIII fragment, kde jeden ma& délku
mezi 1700 a 2140 bp, vyhodn& p¥ibliZné& 1969 bp a dva maji
délku mezi 2450 a 2838 Dbp, vyhodné jeden mad délku
pribliZn& 2565 bp a jeden m& délku p¥ibliZné 2635 bp,

kde kazdy z restrik&nich fragmentd je schopen hybridizace
v podminkidch standardni stringence, s fragmentem o velikosti
2182 Dbp obsahujicim sekvenci PTA29-barstar pfipravitelnou
Stépenim Hpal plazmidu pTHW118, jak popséno v tomto textu

a/nebo

d) Genomova DNA miZe byt pouZita k amplifikaci DNA fragmentu o
velikosti mezi 195 a 235 bp, vyhodné& pZibliZné 215 bp, s
pouzitim PCR identifikacniho protokolu, popsaného v tomto

textu, s dvéma primery identifikujicimi elitni wudélost
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majicimi nukleotidovou sekvenci SEKV. ID. C. 23 a SEKV. ID.

&. 41, v daném potradi.

Vynadlez se také tykd soupravy pro identifikaci rostliny
obsahujici elitni uddlost MS-BNI1 podle predkladaného vynalezu,
souprava obsahuje PCR sondy majici nukleotidovou sekvenci

SEKV. ID. ¢. 12 a SEKV. ID. C. 19.

Vynadlez se dale tyka soupravy Ppro identifikaci rostliny
obsahujici elitni uddlost RF-BN1 podle predkléddaného vynalezu,
souprava obsahuje PCR sondy majici nukleotidovou sekvenci

SEKV. ID. &. 23 a SEKV. ID. C. 41.

Vyndlez se také tykd soupravy pro identifikaci elitni
udalosti MS-BN1 a/nebo RF-BN1 v biologickych vzorcich, tato
souprava obsahuje alesponi Jjeden specificky primer nebo sondu
majici sekvenci, kterd odpovida (nebo je komplementarni k)

a 100

oo
o

sekvenci majici identitu sekvence mezi 80 se
specifickym (sekem MS-BN1 a/nebo alespon jeden specificky
primer nebo sondu majici sekvenci, kterd odpovida (nebo je
komplementarni k) sekvenci majici identitu sekvence mezi 80 %
a 100 % se specifickym tusekem RF-BN1l. Vyhodné sekvence sondy
odpovidé specifickému useku obsahujicimu <¢&ast 5' nebo 3
sousediciho tseku MS-BN1 a/nebo RE-BN1. Nejvyhodnéji
specifickd sonda ma& (nebo je komplementarni k) sekvenci majici
identitu sekvence mezi 80 % a 100 % s rostlinnou DNA sekvenci
v SEKV. ID. ¢. 36 nebo SEKV. ID. C. 38 pro MS-BN1 nebo s
rostlinnou DNA sekvenci v SEKV. ID. €. 39 nebo SEKV. ID. C. 40

pro RE-BNL.

vyhodné& souprava podle vyndlezu obsahuje, kromé& primeru,
ktery specificky rozpozndva 5' nebo 3' sousedici Usek MS-BN1
a/nebo RF-BN1, druhy primer, ktery specificky rozpoznéva
sekvenci z MS-BN1 a/nebo RF-BN1 v cizorodé DNA, pro pouziti v
PCR identifikadnim protokolu. Vyhodné&, souprava podle vynédlezu

obsahuje dva (nebo . vice) specifické primery, jeden, ktery
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rozpoznavé sekvenci ve 3' hranicnim tseku MS-BN1 a/nebo
RF-BN1, nejvyhodn&ji sekvenci v rostlinné DNA tuseku SEKV. ID.
. 36 nebo SEKV. ID. €. 38 pro MS-BN1 nebo v rostlinné DNA
sekvenci SEKV. ID. C. 39 nebo SEKV. ID. C. 40 pro RF-BNLl a
daldi, ktery rozpoznadvé sekvenci MS-BN1 a/nebo RF-BN1 v
cizorodé DNA, v daném pofadi. Obzvlasté& vyhodné primer
rozpoznavajici rostlinnou DNA sekvenci v 5' hrani¢nim useku
MS-BN1 obsahuje nukleotidovou sekvenci ze SEKV. ID. C. 19.
Konkrétné&, primer rozpoznavajici rostlinnou DNA sekvenci v 5'
hrani&nim Usek MS-BN1 obsahuje nukleotidovou sekvenci ze SEKV.
ID. &. 19 a primer rozpoznavajici cizorodou DNA MS-BNI
obsahuje nukleotidovou sekvenci ze SEKV. ID. C. 12, popséno v
tomto textu. Obzvlaste vyhodné&, primer rozpoznavajici
rostlinnou DNA sekvenci v 5' hrani&nim uUseku RF-BN1 obsahuje
nukleotidovou sekvenci ze SEKV. ID. C. 41. Konkrétn&, primer
rozpoznavajici rostlinnou DNA sekvenci v 5' hranic¢nim useku
MS-BN1 obsahuje nukleotidovou sekvenci ze SEKV. ID. C. 41 a
primer rozpozndvajici cizorodou DNA  z RF-BN1 obsahuje
nukleotidovou sekvenci ze SEKV. ID. C. 23, popséno v tomto
textu.

Zpisoby a soupravy podle pfedkladaného vyndlezu mohou byt
pouzity pro odlidné ucely, Jjako jsou napfiklad, ale bez
omezeni, nésledujici: k identifikaci MS-BN1 a/nebo RF-BN1
v rostlinach, rostlinném materidlu nebo v produktech, jako
jsou napriklad, ale bez omezeni, potraviny nebo krmné produkty
(Cerstvé nebo zpracované) obsahujici nebo pochézejici
7z rostlinného materidlu, dodate&n& nebo alternativné mohou byt
pouZity zplsoby a soupravy podle predkléddaného vynalezu
k identifikaci transgenniho rostlinného materidlu pro ucCely
segregace mezi transgennim a netransgennim materialem,
dodate&né nebo alternativn& mohou byt pouZity zpusoby a

soupravy podle predklddaného vynadlezu k uréovani kvality (tj.
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procento &istého materidlu) rostlinného materidlu obsahujiciho

MS-BN1 a/nebo RF-BN1.

Je tfeba mit na mysli, Ze konkrétni provedeni vynalezu

jsou popsana zavislymi patentovymi naroky.

Popis obrazku

Nasledujici detailni popis vynadlezu uvadény jako pEiklad,
ani? by omezoval vynalez na popsana specifickd provedeni,
miZe/mohou byt lépe pochopen ve spojeni s doprovazejicimi

obrazky, jejichZ seznam je nasledujici:

Obr. 1. Plazmidova mapa pVE1l3

Obr. 2. Restrikéni mapa ziskand po Stépeni MS-BN1 genomové DNA

Sekvence analyzované metodou ,Southern blot“: drdha 1, MS-BN1
DNA $t&penad EcoRI, dréha 2, MS-BN1 DNA 3tépena ECORYV, draha 3,
MS-BN1 DNA &t&pend Hpal, dradha 4, MS-BN1 DNA 3tépend Afl1III,
driaha 5, MS-BN1 DNA 3té&penéd Ndel, dridha 6, netransgenni ozimé
tepky olejky DNA Stépena BamHI, drdha 7, netransgenni ozimé
tepky olejky &tépend BamHI + DNA kontrolniho plazmidu pTHW1O07

Stépend BamHI.

Obr. 3. Restrikéni mapa ziskana po 3$tépeni RF-BN1 genomové DNA

Sekvence analyzované metodou ,Southern blot“: drédha 1, RF-MS1
DNA §tépenéd BamHI, draha 2, RF-BN1 DNA 3té&pena EcoRI, draha 3,
RF-BN1 DNA 3té&pend EcoRV, draha 4, RF-BN1 DNA 3tépena HindIII,
draha 5, netransgenni ozimé FZepky olejky DNA 3tépend BamHI,

drdha 6, netransgenni ozimé Fepky olejky 3tépend BamHI + DNA
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kontrolniho plazmidu pTHW118 3tépena BamHI.

Obr. 4. PCR analyza odliinych linii s pouzZitim MS-BN1 PCR
identifika&niho protokolu. Naneseni sekvenci na gel: draha 1,
vzorek DNA =z Fepky olejky rostliny obsahujici transgenni
udidlost MS-BN1, draha 2, vzorek DNA z Fepky olejky rostliny
obsahujici dalsi transgenni uddlost, draha 3, DNA z divokého
typu fFepky olejky, dréha 4, negativni kontrola (voda), draha

5, standard molekuldrni hmotnosti (100 bp ,Zebf¥ik"™).

Obr. 5. PCR analyza odliZnych 1linii s pouZitim RF-BN1 PCR
identifika&niho protokolu. Naneseni sekvenci na gel: dréha 1,
vzorek DNA =z Yepky olejky rostlin obsahujici transgenni
udalost RF-BN1, draha 2, vzorek DNA z fepky olejky rostlin
obsahujici dal3i transgenni udélost, dradha 3, DNA z divokého
typu fepky olejky, drédha 4, negativni kontrol (voda), draha 5,

standard molekuldrni hmotnosti (100 bp ,Zeb¥ik™).

Detailni popis

Termin "gen", Jjak se v tomto textu pouZiva, se tyka
kterékoliv DNA sekvence obsahujici nékolik operativné
spojenych DNA fragmentl, jako Je napfiklad promotor a 5
netranslatovany  usek (5'UTR), které spolu tvori usek
promotoru, kédujici tusek (ktery miZe nebo nemusi kddovat
protein) a netranslatovany 3' usek (3'UTR) obsahujici
polyadenylaéni misto. Typicky v rostlinnych bunkach 5'UTR,
kédujici usek a 3'UTR Jsou transkribovdny na RNA, ktera, v
pripadé genu kédujiciho protein, Jje translatovéna na protein.
Gen mtse obsahovat dal3i DNA fragmenty, Jjako Jsou naptriklad
introny. Jak se pouzivd v tomto textu, geneticky lokus Je

poloha daného genu v _genomu rostliny.
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Termin "chimericky" p¥i popisu genu nebo DNA sekvence Jje
pouzit k oznaleni toho, e gen nebo DNA sekvence obsahuje
alespon dva funk&né relevantni DNA fragmenty (jako Je
napfiklad promotor, 5'UTR, koédujici usek, 3'UTR, intron),
které nejsou prirozené& spojeny jeden s druhym a pochézeji

napriklad z odlisnych zdroju.

Termin "cizorody"™ pfi popisu - genu nebo DNA sekvence
vzhledem k rostlinnym druhlm je pouzit k ozna&eni toho, Ze gen
nebo DNA sekvence neni prirozené& nalézéna v té&chto rostlinnych
druzich nebo neni p¥irozen& nalézéna v tomto genetickém lokusu
v tdchto rostlinnych druzich. Termin "cizorodd DNA" je pouZit
v tomto textu pri popisu DNA sekvence, kterd byla vnesena do

genomu rostliny Jjako vysledek transformace.

Termin "transformujici DNA", jak se v tomto textu pouziva,
se tykd rekombinantni DNA molekuly pouZité pro transformace.

Transformujici DNA obvykle obsahuje alespon jeden "poZadovany

gen" (napt. chiméricky gen), ktery Jje schopen poskytnout
transformované rostliné jednu nebo vice specifickych
vlastnosti.

Termin "rekombinantni DNA molekula" Jje pouzit jako priklad
a tedy mQZe zahrnovat izolovanou molekulu nukleové kyseliny,
kterd miZe byt DNA a kterd miZe byt ziskana rekombinantnimi

nebo i dalsimi postupy.

Termin "transgen", jak se pouziva v tomto textu, se tyka
termin poZadovaného genu, ktery byl wvnesen do genomu rostliny.
Termin "transgenni rostlina" se tykd rostliny obsahujici

alespofl jeden transgen v genomu viech svych bunék.

Cizorodd DNA pFritomnd v rostlinach podle predkladaneho
vynalezu vyhodné obsahuje dva poZadované geny, konkrétnéji,
pudto gen sam&i sterility a gen rezistence k herbicidu, nebo

gen obnovujici fertilitu a gen rezistence k herbicidu.
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Termin "gen samCi sterility", Jjak se v tomto textu
pouziva, se tyka genu, ktery po expresi V rostliné ¢&ini
rostlinu neschopnou produkce fertilniho, 2Zivotaschopného pylu.
pfikladem genu sam&i sterility je gen obsahujici DNA sekvenci
kédujici barndzu pod kontrolou promotoru smé&rujiciho expresi
do bundk tapeta. Konkrétn&ji, gen sam&i sterility podle
predkladaného vynalezu je gen "pTA29-barnidza" popsany v tomto

textu.

Termin "gen obnovujici fertilitu", Jjak se v tomto textu
pouziva, se tykd genu, ktery svou expresi v rostliné
obsahujici gen samli sterility, je schopny zabranit fenotypove
expresi genu samci sterility, ¢&ili obnovit fertilitu rostliny.
Konkrétn&ji gen obnovujici fertilitu obsahuje DNA kédujici
protein nebo polypeptid schopny zabranit fenotypové expresi
genu samci sterility pod kontrolou promotoru sm&fujiciho
expresi alespofi do bundk, ve kterych je gen sam&i sterility
exprimovan. Konkrétnéji, gen obnovujici fertilitu podle
pfedkladany vynalezu je gen "Ta29-barstar", jak Jje popsan v

tomto textu.

Inkorporace rekombinantni DNA molekuly v rostlinném genomu
je typicky vysledkem transformace bufiky nebo pletiva (nebo
dalsdich genetickych manipulaci). Konkrétni misto inkorporace
je budto n&hodné nebo je v ptedem urcené lokalizaci (pokud je

pouzit zpusob cilené integrace).

Cizorodd DNA mbZe byt charakterizovana lokalizacil a
konfiguraci v misté& inkorporace rekombinantni DNA molekuly Vv
rostlinném genomu. Misto v rostlinném genomu, kde byla vloZena
rekombinantni DNA, se také oznacCuje jako "inzeréni misto" nebo
"~ilové misto". Inzerce (vloZeni) transgenu do rostlinného
genomu muZe byt spojena s deleci rostlinné DNA, oznacovanou

jako " delece cilového mista”.

Terminy "sousedici  Usek" nebo "sousedici  sekvence"
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(,flanking region“ a ,flanking sequence“), Jjak se v tomto
textu pouZivaji, se tykaji sekvence alesponi délky 20 bp,
vyhodné alespoil 50 bp aZz 5000 bp rostlinného genomu, ktera je
lokalizovéana budto v protisméru a je bezprostfedné
ptiléhajici, nebo po sméru a je bezprostfedné p¥iléhajici k
cizorodé  DNA. Transformaéni postupy vedouci k ndhodné
integraci cizorodé DNA poskytuji transformanty s odlidnymi
sousedicimi useky, které jsou charakteristické a unikatni pro
kasdou transformantu. KdyZz Je transgen vnesen do rostliny
metodou tradi&niho k¥iZeni, jeho inzerlni misto v rostlinném
genomu nebo Jjeho sousedici uUseky se obecné nezméni. Termin
"inzerdni usek", jak se v tomto textu pouzivéa, se tykd useku
odpovidajicimu alesponn 40 bp, vyhodn& alespoit 100 bp az vice
ne? 10000 bp, obsaZenému Vv protism&ru a po smeéru sousedicich
Gsecich transgenu (tj. obklopujicich transgen) v rostlinném
genomu (netransformovaném) vEetné inzer&niho mista (a pfipadné
delece cilového mista). S ohledem na malé rozdily v ramci
biologického druhu zptsobeného mutacemi, inzer&ni Usek si
zachovd alespon 85%, vyhodné& 90%, vyhodn&ji 95% a nejvyhodnéji
100% sekvencni identitu se sekvenci obsahujici duseky Vv
protisméru a po sméru sousedici s cizorodou DNA v rostliné

tohoto druhu.

Exprese pozZadovaného genu se tykd skuteénosti, Ze gen
ud&luje rostliné& jeden nebo vice fenotypovych znakll (napt.
tolerance k herbicidu), které Dbyly zamy3leny, Ze budou
pfeneseny tim, Ze se vnesen rekombinantni DNA molekula -
transformujici DNA - pouZitd pri transformaci (na =zéakladé

struktury a funkce &asti nebo vsech pozadovanych genl ).

Termin "udalost" Jje definovédn jako (umély) geneticky
lokus, ktery v dasledku genetické manipulace nese cizorodou
DNA obsahujici alespofl Jjednu kopii pozZadovaného genu. Typické

alelové stavy uddlosti jsou pEitomnost nebo absence cizorodé
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DNA. Jak se v tomto textu specificky pouziva "MS" udalost a
"RF" uddlost se tykaji udélosti nesouci gen "TAZ29-barnazy" a
gen "TAZ9-barstar”, \% uvedeném poradi. Udé&lost je
charakterizovéana fenotypové expresi jednoho nebo vice

transgenti. Na genetické udrovni, uddlost Jje <&ast genetické

vybavy rostlin. Na molekuléarni urovni je udélost
charakterizovdna restrik&ni mapou (napf. urcenou metodou
Southern blotting) a/nebo v protisméru a/nebo po sméru

sousedici sekvenci transgenu a/nebo molekularni konfiguraci
transgenu. Obvykle transformace rostlin transformujici DNA
obsahujici alespofi jeden poZadovany gen vede k mnohoCetnym

uddlostem, z nichZ kaZdi je jedinecna.

Termin "elitni udé&lost", jak se v tomto textu pouiZiva, je
udédlost, kterd je vybrédna ze skupiny, kterou tvori udalosti,
ziskané transformaci stejnou transformujici DNA nebo zpétnym
k¥iZenim s rostlinou ziskanou takovou transformaci, na zadkladé
exprese a stability transgenu a Jjeho kompatibility . s
optimdlnimi agronomickymi charakteristikami rostlin, které ho
obsahuji. Tedy kritéria pro vybér elitni udalosti jJsou jJjedno
nebo vice, vyhodné dvé nebo vice, nejvyhodné&ji vSechna
nasledujici:

a) pritomnost transgenu neohroZuje dal3i poZadované vlastnosti
rostlin, jako jsou naptiklad vlastnosti souvisejici

s agronomickym vykonem nebo komer&ni hodnotou,

b) uddlost Jje charakterizovdna dobfe definovanou molekularni
konfiguraci, kterd Jje stabilné dédéna a pro kterou lze

vyvinout vhodny diagnosticky ndstroj ke kontrole identity,

c) pozadovany gen (nebo geny) Vv transgenu projevuje spravnou,
vhodnou a prostorové i Casové trvalou expresi fenotypu, jak
p¥i heterozygotnim (nebo hemizygotnim) tak i homozygotnim
vyskytu udalosti, v komeréné p¥ijatelném stupni v rozmezi

environmentalnich .podminek, ve kterych se rostliny nesouci
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udalost budou pravd&podobné vyskytovat pEi jejich normé&lnim

agronomickém pouziti.

Je vyhodné, kdyZ Jje cizorodd DNA asociovana s polohou v
rostlinném genomu, kterd dovoluje introgresi do poZadovaného

komerdniho genetického pozadi.

Status ud&losti jako elitni udalosti Jje potvrzen
introgresi elitni udélosti do odli3ného relevantniho
genetického pozadi a pozorovanim shody s jednim, dvéma nebo

véemi z vyS$e uvedenych kritérii a), b) a c).

Navic pro transgeny kédujici samCi sterilitu a obnovu
fertility popsané vy$e v tomto textu, vyb&r elitni udélosti
je také ur&en kompatibilitou mezi témito udélostmi, konkrétné
tim, %e potomstvo pochadzejici z k¥iZeni mezi rostlinou nesouci
udalost sam&i sterility a rostlinou nesouci uddlost obnovitele
fertility, ve kterém jsou obé& uddlosti pfitomny, ma

nidsledujici vlastnosti:

a) adekvatni fenotypovou expresi fenotypu obnovitele

fertility, tj. samci fertility, a

b) fenotypovou expresi v komer&né pfijatelném stupni v rozmezi
environmentalnich podminek, ve kterych se rostliny nesouci
udalost budou pravd&podobné& vyskytovat pfi jejich normalnim

agronomickém pouziti.

Termin "elitni udélost" se tedy tykd genetickeého lokusu
obsahujiciho transgen, ktery odpovida vySe popsanym kritériim.
Rostliny, rostlinny materiél nebo potomstvo, jako je napfiklad
semeno, mohou obsahovat jeden nebo vice elitnich uddlosti ve

svém genomu.

"Diagnosticky néstroj“ vyvinuty k identifikaci elitni
udalosti rostlin nebo rostlinného materialu obsahujicich
elitni udélost, je zalo¥en na specifickych  genomovych

charakteristikach elitni uddlosti, jako je napriklad
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specifickd restrikéni mapa genomového Useku obsahujiciho

cizorodou DNA a/nebo sekvence uUsekid sousedicich s transgenem.

Termin "restrik&ni mapa", jak se v tomto textu pouZiva, se
tyk4d souboru ,Southern blot“ profild ziskanych po 3tépeni
rostlinné genomové DNA konkrétnim restrikénim enzymem nebo
souborem restrik&nich enzyml a hybridizaci se sondou
sdilejici sekven&ni podobnost s transgenem Vv podminkach
standardni stringence. Podminky standardni stringence, jak se
v tomto textu pouZiva, oznaduji podminky pro hybridizaci
popsané zde nebo jako podminky obvyklé pro hybridizaci Jjak
byly popsany v pfirulce Sambrook et al. (1989) (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring
Harbour Laboratory Press, NY), které napfiklad mohou zahrnovat
nasledujici kroky: 1) imobilizace fragmentd rostlinné genomové
DNA na filtru, 2) prehybridizace filtru po dobu 1 aZ 2 hodin
v podminkdch: 42 °C v 50% formamidu, 5X SSPE, 2X Denhardtova
reagencie a 0,1% SDS nebo po dobu 1 aZ 2 hodin v 68 °C v 6X
Ssc, 2¥X  Denhardtova reagencie a 0,1% SDS, 3) pfidani
hybridiza&ni sondy, kterd byla oznagena, 4) inkubace po dobu
16 aZ 24 hodin, 5) promyvani filtru po dobu 20 minut pfi
teploté& mistnosti v 1X SsC, 0,1 %SDS, 6) promyvani filtru
trikrat po dobu 20 minut, viZdy v 68 °C v 0,2 X ssC, 0,1% SDS a
7) expozice filtru po dobu 24 aZ 48 hodin na rentgenovy film v

-70 °C s intenzifikad&nim stinitkem.

Vzhledem k pfitomnosti (endogennich) restrikénich mist v
rostlinném genomu pred inkorporaci cizorodé DNA, inzerce
cizorodé DNA zméni specifickou restrikéni mapu tohoto genomu.
Tedy, konkrétni transformanta nebo z ni pochazejici potomstvo
mohou byt identifikovany pomoci jednoho nebo vice specifickych
restrikéni profilli. Podminky pro stanoveni restrik&ni mapy
udadlosti jsou popsany v "protokolu pro identifikaci restrikéni

mapy". Alternativné&, Jjakmile jeden nebo oba useky sousedici s
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transgenem byly sekvencovany, mohou byt vyvinuty PCR sondy,
které specificky rozpoznadvajl tyto sekvence podle "PCR
identifika¢niho protokolu". Rostliny nebo rostlinny materidl
obsahujici elitni udalost mohou byt identifikovany testovanim
podle PCR identifikac&niho protokolu pouZitim téchto

specifickych primert.

Jak se pouzivd v tomto textu, "biologicky vzorek" je
vzorek rostliny, rostlinny materidl nebo produkty obsahujici
rostlinny materidl. Termin "rostlina" zahrnuje také rostlinné
pletiva, v jakémkoliv stadiu dospélosti, ozimé <fepky olejky
(Brassica napus), a také jakékoliv bunky, pletiva nebo orgéany
odebrané nebo pochdzejici =z takovych rostlin, vcetné, avsak
bez omezeni, jakychkoliv semen, listl, stonka, kvétl, kofenf,
jednotlivych  bunék, gamete, bunéénych kultur, tkanovych
kultur nebo protoplastl. "Rostlinny material", jak se v tomto
textu pouZiva, se tykd materialu, ktery 3je ziskdn nebo
pochazi z rostlin. Produkty obsahujici rostlinny materidl jsou
potraviny, krmiva, a nebo dal$i produkty, které jsou vyrédbény
s pouzitim rostlinného materidlu nebo mohou byt kontaminovany
rostlinnym materidlem. Je t¥feba rozumét, Ze v kontextu
pfedkléddaného vyndlezu, takové biologické vzorky jsou vyhodné
testovany na pfitomnost nukleovych kyselin specifickych pro
MS-BN1 a/nebo RF-BN1, wukazujicich na pfitomnost nukleovych
kyselin ve vzorcich. Tedy metody oznacované zde jako metody
pro identifikaci elitni ud&losti MS-BN1 a/nebo RF-BN1 v
biologickych vzorcich, se vyhodné tykaji identifikace
nukleovych kyselin, které obsahuji elitni udélost, \4

biologickych vzorcich.

Termin "souprava", Jjak se v tomto textu pouZiva, se tyké
souboru reagencii pro ucely provadéni zpusobu podle vynélezu,
konkrétnéji, identifikace elitni uddlost MS-BN1 a/nebo RF-BN1

v biologickych vzorcich. Konkrétnéji, vyhodné provedeni
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soupravy podle vyndlezu obsahuje alespon Jjeden nebo dva
specifické oligonukleotidové primery, jak bylo popsano vyse.
Voliteln&, souprava miZe dale obsahovat jakékoliv dalsi
reagencie ©popsané v tomto textu v PCR identifikacnim
protokolu. Alternativné, podle dalSiho provedeni vynalezu,
souprava miZe obsahovat specifické sondy, Jjak bylo popséano
vySe, které specificky hybridizuji s nukleovou kyselinou
biologického vzorku k identifikaci p¥itomnost MS-BN1 a/nebo
RF-BN1 ve vzorku. Voliteln&, souprava mlZe Jjes3té dale
obsahovat jakékoliv dal3i reagencie (jako je napfiklad, ale
bez omezeni, hybridizaéni pufr, znac¢ka) pro identifikaci
MS-BN1 a/nebo RF-BN1 v biologickych vzorcich, s pouZitim

specifickych sond.

Souprava podle vyndlezu miZe byt pouZita a jeji slozZky
mohou byt specificky upraveny, pro ucely kontroly kvality
(nap¥., d&istota Jjednotlivych SarZii semen), detekce elitni
udédlosti v rostlinném materidlu nebo materidlu obsahujicim
rostlinny materidl nebo pochézejicim z rostlinného materialu,
jako jsou naptriklad, ale bez omezeni, potravindfké produkty

nebo krmiva.

Predklddany vynalez se tykd vyvoje souboru elitnich
udédlosti u ozimé Fepky olejky, MS-BN1 a RF-BN1l, rostlin,
obsahujicich tyto ud&losti, potomstva =ziskaného kfiZenim
téchto rostlin a také rostlinnych bunék nebo rostlinného
materidlu =ziskaného =z té&chto wudalosti. Rostliny obsahujici
elitni udalost MS-BN1 byly ziskany prostfednictvim
transformace plazmidem pTHW107, jak bylo popséno v pfikladu 1.
Rostliny obsahujici elitni udélost RF-BN1 Dbyly =ziskény
prostfednictvim transformace plazmidem pTHW118, Jjak je také

popséano v prikladu 1.

Rekompinantni DNA molekula pouZitd pro vytvofeni elitni

udalosti MS-BN1 obsahuje DNA sekvenci kédujici molekulu
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barndzy pod kontrolou promotoru smérujiciho expresi selektivné
do bunék tapeta (nazvand "TA29-barnaza"). TA29 promotor ma
"tapetum selektivni" expresni profil u Frepky olejky (De Block
a Debrouwer, Planta 189:218-225, 1993). Exprese genu TA29-
barnazy v rostlindch ozimé fepky olejky vede k destrukci
tapeta, coZ &ini rostliny sterilni - jde o rostliny se samci
sterilitou (Mariani et al, 1990, vySe). Rekombinantni DNA
molekula pouZitd pro vytvofeni elitni udalosti RF-BN1 obsahuje
DNA sekvenci kdédujici molekulu barstar pod kontrolou promotoru
specifického pro tapetum (nazvana "PTA29-barstar"). Exprese
genu TA29-barstar v  rostlindch ozimé fepky olejky v
pfitomnosti genu "TA29-barndzy" zabranuje aktivité Dbarnazy
v buikdch tapeta, a tim zabranuje destrukci tapeta, a tudiz

obnovuje fertilitu té&chto rostlin (Mariani et al. 1992, vys3e).

Ob& rekombinantni DNA, které se uzZivajli pro vytvoreni
elitni uddlost MS-BN1 a RF-BN1l, navic obsahuji DNA sekvence
kédujici enzym fosfinotricinacetyltransferdzu a 35S promotor
z viru mozaiky kvétaku (CMV), kde sekvence kédujici
fosfinotricinacetyltransferdzu je pod kontrolou 35S promotoru
(nazvana "35S-bar"). 35S promotor ma& konstitutivni expresni
profil u Ffepky olejky, coZ znamend vyznamnou expresi ve
vé&t3in& bun&cnych typd v pribéhu vét3iny Zivotniho cyklu
rostliny. Exprese genu 35S-bar v rostliné& fepky olejky
poskytuije rostliné rezistenci k herbicidnim slou&eninam
fosfinotricinu, bialafosu nebo glufosinatu, nebo obecnéji,
inhibitorim glutaminsyntetdzy nebo jejich solim nebo optickym

izomerum.

Rostliny ozimé #epky olejky nebo rostlinny material
obsahujici MS-BN1 mGZe byt identifikovan podle protokol
identifikace restrik&ni mapy popsaného pro MS-BN1 v pfikladu 5
v tomto textu. Strudéng, genomovd DNA ozimé ZYepky olejky Je

Stépena vybérem  nékolika (vyhodné dvou az péti) z
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nasledujicich restrik&nich enzyml: EcoRI, EcoRV, Ndel, Hpal,
Af1III, pak je prenesena na nylonovou membranu a hybridizovana
s 3942 bp HindIII fragmentem plazmidu pTHW107 (nebo T-DNA
v ném obsaZenou). Pro kaZdy restrikéni enzym, ktery byl
pouZit, se wurci, zda mohou byt identifikovény nésledujici

fragmenty:

- EcoRI: jeden fragment velikosti mezi 2140 a 2450 bp, vyhodné
pribliZn& 2266 bp a jeden fragment vice nez 14 kbp,

- EcoRV: jeden fragment velikosti mezi 1159 a 1700 bp, vyhodné
p¥ibliZné& 1,4 kbp a jeden fragment vice nez 14 kbp,

- HpaI: jeden fragment velikosti mezi 1986 a 2140 bp, vyhodné
priblizn& 1990 bp a Jjeden fragment velikosti mezi 2140 a
2450 bp, vyhodné pribliZné 2229 bp,

- Af1III: jeden fragment velikosti mezi 514 a 805 bp, vyhodné
pribliZné& 522 bp, jeden fragment velikosti mezi 2140 a 2450
bp, vyhodn& p#ibliZn& 2250 bp a Jjeden fragment velikosti
mezi 2450 a 2838 bp, vyhodné pribliZné 2477 bp,

- NdeI: dva fragmenty délky mezi 5077 a 14057 bp, vyhodné
jeden délky p¥ibliZn& 6500 bp a jeden délky pfiblizné 10
kbp.

Délky DNA fragmentl jsou urceny srovnanim se souborem DNA
fragmentt znamé délky, konkrétné Pstl fragmenty DNA féga
lambda. Fragment del%i neZ 14 kbp byl urlen jako fragment
délky mezi 14 kbp a 40 kbp, kdyZ extrakce DNA byla provedena
zplisobem podle Dellaporta et al. (1983, Plant Molecular
Biology Reporter, 1, vol. 3, p. 19-21).

JestliZe rostlinny materidl po Stépeni s alespon dvéma,
vyhodné alespotl tFfemi, konkrétné s alespon Ctyfmi, a zejména
pak se vSemi uvedenymi restrikéni enzymy, poskytuje DNA
fragmenty se stejnou délkou, jak byly popsany vySe, rostlina

ozimé fepky olejky Jje identifikovana jako rostlina nesouci
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elitni uddlost MS-BNI1.

Rostliny nebo rostlinny material obsahujici MS-BN1 mohou
také byt identifikovany podle PCR identifikacdniho protokolu
popsaného pro MS-BN1 v pfikladu 5 v tomto textu. Strucné,
genomovd DNA ozimé Ffepky olejky Je amplifikovédna  PCR
(polymerdzovou Fet&zovou reakci) s pouZitim primerua, které
specificky rozpoznavaji sousedni sekvence MS-BN1l, vyhodné
rozpoznavajici 5' nebo 3' sousedni sekvence MS-BN1 popsané v
tomto textu, konkrétné primer majici sekvenci SEKV. ID. C. 19
a primer, ktery rozpozndvd sekvence Vv transgenu, konkrétné
primer majici sekvenci SEKV. 1ID. ¢. 12. Endogenni primery
ozimé Fepky olejky Jsou pouZity Jjako kontroly. Jestlize
rostlinny materidl poskytne fragment mezi 260 a 300 bp,
vyhodné& pf¥ibliZné& 280 bp, rostliny ozimé fepky olejky byly

identifikovany jako rostliny nesouci elitni udélost MS-BNI.

Rostliny obsahujici MS-BN1 jsou fenotypoveé
charakterizovany tim, Ze za absence genu obnovitele fertility
v jejich genomu projevuji saméi sterilitu. Rostliny se samci
sterilitou Jjsou definovény Jjako rostliny, které nejsou

schopné vytvaret fertilni, Zivotaschopny pyl.

Rostliny obsahujici MS-BN1 mohou byt napfiklad ziskéany ze
semen obsahujicich MS-BN1 uloZenych v ATCC pod pIistupovym
&islem PTA-730. Takové rostliny pak mohou byt dale mnoZeny
pro preneseni elitni uddlosti podle vyndlezu na dalsi

kultivary stejného rostlinného druhu.

Rostliny ozimé Ffepky olejky nebo rostlinny material
obsahujici RF-BN1 mohou byt identifikovany podle protokolu
identifikace restrik&ni mapy popsaného pro RF-BN1 v p¥ikladu 5
v tomto textu. Strudné&, genomovd DNA ozimé fepky olejky Je
3tépena vyb&rem (vyhodné& dvéma aZ <&tyfmi) =z nésledujicich
restrikénich enzymd: BamHI, EcoRI, EcoRV a HindIII, pak je

pfenesena na nylonovou membrdnu a hybridizovana s 2182 bp Hpal
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fragmentem plazmidu pTHW118 (nebo T-DNA v ném obsaZenou). Pro
kazdy  restrikéni enzym se pak urci, zda  mohou byt

identifikovany nésledujici fragmenty:

- BamHI: jeden fragment délky mezi 805 a 1099 bp, vyhodné
pribliZn& 814 bp, jeden fragment délky mezi 1700 a 1986 bp,
vyhodné p¥ibliZn& 1849 bp, jeden fragment délky mezi 2450 a
2838 bp, vyhodn& pfibliZné& 2607 bp a jeden fragment délky
mezi 5077 a 14057 bp, vyhodné pfibliZné 6500 bp,

- EcoRI: jeden fragment délky mezi 805 a 1159 bp, vyhodné
pribliZn& 1094 bp, jeden fragment délky mezi 1986 a 2450 bp,
vyhodné& p¥ibliZn& 2149 bp a dva fragmenty délky mezi 5077 a
14057 bp, vyhodn& jeden délky p¥ibliZné& 7000 bp a jeden
priblizZné 10 kbp,

- EcoRV: dva fragmenty délky mezi 5077 a 14057 bp, vyhodné
jeden p¥ibliZné 5,4 kbp a p¥fiblizné 8 kbp,

- HindIII: jeden fragment délky mezi 1700 a 1986 bp, vyhodné
ptibliZné 1969 bp a dva fragmenty mezi 2450 a 2838 bp,
vyhodné jeden p¥iblizZné& 2565 bp a jeden pfibliZné 2635 bp,

Délky DNA fragmentd jsou ureny srovnanim se souborem DNA
fragmentd znamé délky, konkrétné& PstI fragmenty DNA faga
lambda.

Jestli?e rostlinny materidl po 3tépeni s alespon dvéma,
vyhodn& alespoii tfemi, a =zejména pak se vSemi uvedenymi
restrikéni enzymy, poskytuje DNA fragmenty se stejnou délkou,
jak byly popsany vy3e, rostlina ozimé fepky olejky je

identifikovéna jako rostlina nesouci elitni uddlost RF-BNI.

Rostliny nebo rostlinny materidl obsahujici RF-BN1 mohou
také byt identifikovdny podle PCR identifikacniho protokolu
popsaného pro RF-BN1 v pfikladu 5 v tomto textu. Strucné,
genomovad DNA ozimé Ffepky olejky Je amplifikovédna PCR s

pouZitim  primeru, ktery specificky rozpoznavé sousedni
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sekvence RF-BN1, vyhodn& 5' nebo 3' hraniéni sekvence RF-BNI
popsané v tomto textu, konkrétné primer majici sekvenci SEKV.
Ip. ¢. 41, a primer, ktery rozpoznava sekvence v transgenu,
konkrétn& primer majici sekvenci SEKV. ID. C. 23. Endogenni
primery ozimé Fepky olejky Jjsou pouZity jako kontroly.
Jestli?e rostlinny materidl poskytuje fragment mezi 195 a 235
bp, vyhodn& pf¥iblizn& 215 bp, rostliny ozimé Fepky olejky jsou

identifikovany jako rostliny nesouci elitni uddlost RF-BNI.

Rostliny obsahujici RF-BN1 jsou charakterizovéany tim, Ze
gen barstar je exprimovdn v buiikach tapeta. Produkce genu
v bufikdch tapeta rostlin nem& ani prospé&Sny ani Skodlivy
G&inek na tvorbu pylu, jak bylo ukdzéno (Mariani et al. 1992,
vyse). Tedy za absence genu sam¢i sterility v genomu rostliny,
gen TA29-barstar nem& =za nasledek pozorovatelny fenotyp. V
pritomnosti genu sam&i sterility v genomu rostliny, gen TA29-
barstar poskytuje rostlinu s obnovenou fertilitou, tedy
fertilni fenotyp. Fenotyp rostliny s obnovenou fertilitou je
definovén jako rostlina, kterd, i pfes pritomnost genu samci
sterility ve svém genomu, Je schopna produkce fertilniho,

Zivotaschopného pylu.

Rostliny obsahujici RF-BN1 mohou byt napfiklad ziskany ze
semen uloZenych v ATCC pod pEistupovym &islem PTA-730. Takové
rostliny mohou byt dale mnoZeny a/nebo pouZity v obvyklych
&lechtitelskych postupech k pfeneseni elitni udalosti podle

vynédlezu na dal3i kultivary stejného rostlinného druhu.

Rostliny obsahujici MS-BN1 a/nebo  RF-BN1 jsou také
charakterizovany jejich toleranci ke glufosinatu, cozZ
v kontextu predkladaného vynadlezu zahrnuje rostliny, ktere
jsou tolerantni k herbicidu Liberty™. Tolerance k herbicidu
Liberty™ je definovana kritériem, Ze post¥ik rostlin ve stadiu
t#i az &tyfech listd (3V aZ 4V) davkou alespoii 200 gramu

4&inné sloiky/hektar (g.a.i./ha), vyhodné 400 g.a.i./ha a
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pripadné aZ 1600 g.a.i./ha, nezahubi rostliny. Rostliny
obsahujici MS-BN1 a/nebo RF-BN1 mohou byt déle
charakterizovany pfitomnosti fosfinotricinacetyltransferazy

v bunikdch, kterd se stanovi PAT testem (De Block et al, 1987,

supra) .

Rostliny ozimé Yepky olejky podle vynadlezu mohou byt
péstovany obvyklym zplisobemn. Pritomnost genu 35S-bar
zajidtuje, #Ze jsou tolerantni ke glufosinatu. TudiZ plevele na
polich, kde jsou tyto rostliny ozimé Fepky olejky péstovéany,
mohou byt plevely hubeny aplikaci herbicidl obsahujicich

glufosinat jako G&innou sloZku (jako je napfiklad Liberty™).

Rostliny obsahujici MS-BN1 a/nebo RF-BN1 jsou také
charakterizovany tim, Ze maji agronomickeé vlastnosti, které
jsou srovnatelné s komercné dostupnymi odridami ozimé Zfepky
olejky v USA. Relevantni agronomické vlastnosti Jjsou: vyska
rostliny, sila/pevnost stonku, tendence k poléhéni,
zimuvzdornost, odolnost k rozpraskdvéni, tolerance k suchu, a
rezistence k nemocem (&ernd hniloba, skvrnitost listd,

Sclerotinia), produkce semen a vynos.

Bylo pozorovano, Ze pIitomnost cizorodé DNA v inzercnich
Usecich v genomu rostlin ozimé fepky olejky (Brassica napus)
popsanych v tomto textu, konkrétnéji v inzerénich mistech
genomu rostlin ozimé Ffepky olejky, poskytuji zvlasté zajimavé
fenotypové a molekuldrni vlastnosti rostlinam, které obsahuji
tyto udalosti. Konkrétn&ji, pEitomnost cizorodé DNA v téchto
konkrétnich usecich genomu té&chto rostlin vede k trvale
fenotypové expresi transgenl, aniZz by se vyznamné zhor3il
kterykoliv z aspektl pozadované agronomické vykonnosti
rostliny, coZ ¢&ini tyto rostliny zejména vhodné pro produkci
hybridni ozimé ¥epky olejky. Tedy, inzercni useky odpovidajici
sekvencim SEKV. ID. &. 22 a SEKV. ID. C. 34, a v nich

konkrétn& inzerdni misto MS-BN1 a RF-BN1, jsou zejména vhodné
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pro vneseni poZadovanych gent. Konkrétnéji, inzercni useky
MS-BN1 (SEKV. ID. ¢. 22) a RF-BN1 (SEKV. 1ID. C. 34) nebo
inzerdni mista MS-BN1 a RF-BN1, v daném pofadi, jsou zvlaste
vhodn4d pro vneseni plazmidl obsahujicich gen samci sterility a
gen obnovujici fertilitu, v daném pofadi, a zajistujl
optimdlni expresi kaZdého =z té&chto gend nebo obou genQ

v rostlin& aniZ by se zhorZila jeji agronomickéd vykonnost.

Rekombinantni DNA molekula mbZe byt specificky vloZena do
inzer&niho useku metodou cilené inzerce. Tyto metody Jsou
odbornikam dob¥e znadmy a patfi k nim napfiklad homologni
rekombinace s pouZitim rekombindzy, Jjako napfiklad, ale bez
omezeni, FLP rekombindza ze Saccharomyces cervisiae (US Patent
5,527,695), CRE rekombindza z faga Pl Escherichia coli
(publikovand PCT pfihlaSka WO 9109957, rekombindza 2z pSRI
Saccharomyces rouxii (Araki et al. 1985, J. Mol. Biol.
182:191-203) nebo rekombinaéni systém faga lambda jak byl
popsan napfiklad v US Patentu 4,673,640.

Termin "sekvendni identita”, ve vztahu k nukleotidové
sekvenci (DNA nebo RNA), se tykd hodnoty poctu poloh s
identickym nukleotidem d&leného poltem nukleotidd v kratsi ze
dvou srovnavanych sekvencich. Porovnadni dvou nukleotidovych
sekvenci se provaddi algoritmem podle Wilbura a Lipmanna
(Wilbur a Lipmann, 1983) s pouZitim parametrd: velikost okna
20 nukleotid®, délka slova 4 nukleotidy a penalta za mezeru 4.
Po&itadovd provaddénd analyza a interpretace sekvencnich dat,
véetné& srovnani sekvenci jak bylo popsédno vySe, muZe byt
napf. vyhodn& provadéna pomoci programi Intelligenetics™
Suite (Intelligenetics Inc., CA). Sekvence jsou "v podstaté
podobné"™ kdyZ tyto sekvence maji sekvencni identitu alespon
priblizZn& 75 %, zejména alesponi pfibliZné 80 %, konkrétnéji
alespoit ptribliZné& 85 %, a zvla3té piiblizZné 90 %, obzvl4asté

pfibliZné 95 %, a obzvlasté priblizn& 100%, a zejména
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obzvlasté jde o sekvence zcela identické. Je jasné, Ze kdyz
jsou RNA sekvence v podstaté& podobné, nebo maji jisty stupeil
sekvendni identity s DNA sekvenci, thymin (T) v DNA sekvenci

se povazuje za shodny s uracilem (U) v RNA sekvenci.

Jak se pouZiva v tomto textu, termin "obsahujici" je tfeba
chipat jako specifikujici pfritomnost dané vlastnosti,
hodnoty, kroku nebo sloZky, coZ pfitom nevylucuje pritomnost
nebo pridédni jedné nebo vice dalSich vlastnosti, hodnot,
kroki nebo sloZek nebo jejich skupin. Tedy napf. nukleova
kyselina nebo protein obsahujici sekvenci nukleotidd nebo
aminokyselin miiZe obsahovat vice nukleotidl nebo aminokyselin,
ne? které jsou uvedeny, tj. miZe byt napf. vloZena ve vétsi
nukleové kyselin& nebo proteinu. Chiméricky gen obsahujici DNA
sekvenci, ktera je funk&n& nebo strukturné definovéna, mlZe

obsahovat je3t& dalsi DNA sekvence, atd.

Nasledujici p¥iklady popisuji vyvoj a charakteristické
vlastnosti rostlin ozimé Fepky olejky obsahujici elitni

udalosti MS-BN1 a RF-BN1.

Pokud neni uvedenou jinak, v8echny techniky rekombinantni
DNA byly provaddény podle standardnich protokold popsanych
v prirucce Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbour
Laboratory Press, NY, a nebo v dilech 1 a 2 pfirucky Ausubel
et al. (1994) Current Protocols in Molecular Biology, Current
Protocols, USA. Standardni materidly a metody pro rostlinnou
molekularni genetiku byly popsény v pfirucce Plant Molecular
Biology Labfax (1993) R.D.D. Croy, publikované v BIOS
Scientific Publications Ltd (UK) a Blackwell Scientific

Publications, UK.
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V popisu a pfikladech se odvolava na nadsledujici sekvence:

SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.

SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.

SEKV.
SEKV.
SEKV.

SEKV.
SEKV.
SEKV.

SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.
SEKV.

ID.
ID.
ID.
ID.
ID.
ID.
ID.
ID.
ID.
ID.
ID.
ID.
ID.

ID.
ID.
ID.
ID.
ID.

ID.
ID.
ID.

ID.
ID.
ID.

ID.
ID.
ID.
ID.
ID.

O O x x (X (x (x (x (x (x (x (x (x

x (x Ox x (Xx

% (x (x

Cx (x (x

O x x x (X

0 1 oy oW N

10:
11:
12:
13:

14:
15:
16:
17:
18:

19:
20:
21:

22:
23:
24:

25:
27:
28:
29:
30:

plazmid pTHW107
plazmid pTHW118
primer 248
primer 249
primer 247
primer 250
primer 251
primer 254
primer 258
primer SP6
primer T7
primer 201 (BNAOL)

sekvence obsahujici 5' sousedici usek
MS-BN1

primer 611

primer 259

primer 260

primer 24

sekvence obsahujici 3' sousedici usek
MS-BN1

primer 51 (BNAC2)

primer 48

sekvence obsahujici deleci cilového
mista MS-BN1

inzeréni Gsek MS-BN1

primer 193 (BNAO3)

sekvence obsahujici 5' sousedici usek
1ZP-BN1

primer 286

primer 315

primer 316

primer 288

sekvence obsahujici 3' sousedici
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Usek RF-BN1

SEKV. ID. C. 31: primer 269

SEKV. ID. C. 32: primer 283

SEKV. ID. C. 33: primer 284

SEKV. ID. C. 34: integra&ni usek RF-BN1

SEKV. ID. C. 35: primer 57

SEKV. ID. C. 36: sekvence obsahujici 5' sousedici usek
MS-BN1 v rostliné ozimé fepky olejky

SEKV. ID. C. 37: primer 68

SEKV. ID. C. 38: sekvence obsahujici 3' sousedici usek
MS-BN1 v rostliné ozimé fepky olejky

SEKV. ID. C. 39: sekvence obsahujici 5' sousedici usek
RF-BN1 v rostlin& ozimé fepky olejky

SEKV. ID. C. 40: sekvence obsahujici 3' sousedici usek
RF-BN1 v ozimé fepky olejky

SEKV. ID. C. 41: primer 268 (BNAO4)

SEKV. ID. C. 42: primer BNAOS

SEKV. ID. C. 43: primer BNAOG

pPriklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Transformace rostlin Brassica napus genem saméi sterility

a genem obnovitele fertility

a) konstrukce chimérické DNA obsahujici gen barnidzy pod

kontrolou promotoru specifického pro tapetum (pTHW107) .

Plazmid pTHW107 (SEKV. ID. C. 1) byl v podstaté ziskan
» intermedidtniho vektoru pGSV1. PGSV1 je sé&m odvozen z pGSC
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1989), ale obsahuje umély

levd a pravd hranic¢ni sekvence TL-DNA

klonovacich mist umozZiujici

genu mezi T-DNA hranicni repetice.

s genem barstar v hlavnim <ctecim

réamci plazmidu, s regulacénimi signély pro expresi v E. coli.

Uplny popis

DNA obsazené mezi hraniénimi repeticemi v

pTHW107 je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: T-DNA plazmidu pTHW107

nt polohy [Orientace Popis a odkazy

1-25 Repetice pravé hranice z TL-DNA z pTiB6S3
(Gielen et al (1984) The EMBO Journal 3:
835-846).

26-97 Sekvence odvozené ze syntetického
polylinkeru

309-98 Proti 3' netranslatovany konec z TL-DNA genu 7

smeéru (3'g7)z pTiB6S3 (Velten a Schell. (1985)

Nucleic Acids Research 13: 6981-6998,
Dhaese et al. (1983) The EMBO Journal 3:
835-846) .

310-330 Sekvence odvozena ze syntetického
polylinkeru
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882-331

Proti

sméru

Kédujici sekvence genu bar ze

(Thompson et
2519~

Streptomyces hygroscopicus
al. (1987)
2523).

The EMBO Journal 6:

Dva N-koncové kodony kédujiciho

Useku bar divokého byly]

v daném

typu
substituovany kodony ATG a GAC,

poradi.

2608-883

Proti

sméru

|Arabidopsis thaliana

Promotor genu malé podjednotky ribuldza-
1,5-bifosfatkarboxylazy atSlAa z

(PssuAra) (Krebbers
et al. (1988)

745-759) .

Plant Molecular Biology 11:

2609-2658

Sekvence odvozena ze syntetického

polylinkeru

2919-2659

Proti

sméru

260 bp Taqgl fragment z 3!
konce

z T-DNA pTiT37 a

netranslatovaného genu

nopalinsyntazy (3'nos)
polyadenylacéni

(1982)

obsahujici rostlinny

signal (Depicker et al. Journal

of Molecular and Applied Genetics 1:

561-573).

2920-3031

(downstream)

3'netranslatovany

od

usek po

kédujici

barndzy z B. Amyloliquefaciens

sméru

sekvence

3367-3032

Proti

sméru

Kédujici

Journal

915).

amyloliguefaciens

of Molecular

usek genu barndzy =z

(Hartley
Biology

Bacillus
(1988)
202:913-




(2] e .

-
L]
esenos
[
o0d0 o3
XX R
[ EX R ]
L]
*99 8
[ X X4
*

*
* . o s000

39

4877-3368 |Proti Promotorovy usek anther-specifického
sméru (prasnikové specifického) genu TA29
z Nicotiana tabacum. Promotor obsahuje
1,5 kb sekvenci v protisméru (upstreamn)
od ATG inicia&niho kodonu (Seurinck et

al. (1990) Nucleic Acids Research 18:

3403).

4878-4921 Sekvence odvozena ze syntetického
polylinkeru

4922-4946 Repetice levé hranice z TL-DNA z pTiB6S3

(Gielen et al (1984) EMBO Journal 3:
835-8406) .

b) Konstrukce chimérické DNA obsahujici gen Dbarstar pod

kontrolou konstitutivniho promotoru (pTHW118)

Plazmid pTHW118 (SEKV. ID. C. 2) byl také v podstaté
odvozen z intermediatniho vektoru pGSV 1 (popséan vyse).
Kompletni popis DNA obsaZené mezi hraniénimi repeticemi v

pTHW118 je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: T-DNA plazmidu pTHW118

nt polohy [Orientace [Popis a odkazy

1-25 Repetice pravé Thranice =z TL-DNA z
oTiB6S3 (Gielen et al (1984) The EMBO
Journal 3: 835-846).

26-53 Sekvence odvozena ze syntetického

polylinkeru
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54-90 Rezidudlni sekvence z TL-DNA v repetici
pravé hranice.
91-97 Sekvence odvozena ze syntetického
polylinkeru
309-98 Proti 3' netranslatovany konec z TL-DNA genu 7
sméru (3'g7)z pTiB6S3 (Velten a Schell. (1985)
Nucleic Acids Research 13: 6981-6998,
Dhaese et al. (1983) The EMBO Journal 3:
835-846) .
310-330 Sekvence odvozené ze syntetického
polylinkeru
883-331 Proti Kédujici sekvence genu rezistence
sméru k bialafosu (bar) ze Streptomyces
hygroscopicus (Thompson et al. (1987)
The EMBO Journal 6: 2519-2523). Dva
kodony N-konce kédujiciho Useku bar
divokého typu byly nahrazeny kodony ATG
a GAC, v daném porfadi.
2608-883 Proti Promotor genu malé podjednotky ribuldza-
sméru 1,5-bifosfatkarboxyléazy atS1A z
Arabidopsis thaliana (PssuBAra) (Krebbers
et al. (1988) Plant Molecular Biology
11: 745-759).
2609-2658 Sekvence odvozena ze syntetického

polylinkeru
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2919-2659 |Proti 260 bp Taqgl fragment z 3!
sméru netranslatovaného konce geny
nopalinsyntézy (3'nos) z T-DNA pTiT37 a
obsahujici rostlinny polyadenylaéni
signdl (Depicker et al. (1982) Journal
of Molecular and Applied Genetics 1:
561-573) .
2920-2940 Sekvence odvozené ze syntetického
polylinkeru
2941-2980 3'netranslatovany usek po smeru
(downstream) od barstar kédujici
sekvence z Bacillus amyloliguefaciens
3253-2981 [Proti Kédujici tsek genu barstar z Bacillus
smeéru amyloliguefaciens (Hartley (1988)
Journal of Molecular Biology 202:913-
915).
4762-3254 |Proti Promotorovy Usek anther-specifického
sméru (pradnikové&  specifického) genu  TA29
2 Nicotiana tabacum. Promotor obsahuje
1,5 kb sekvenci v protisméru (upstream)
od ATG inicia&niho kodonu (Seurinck et
al. (1990) Nucleic Acids Research 18:
3403).
4763-4807 Sekvence odvozené ze syntetického
polylinkeru
4808-4832 Repetice levé hranice z TL-DNA z pTiB6S3

(Gielen et al (1984) EMBO Journal 3:
835-8406) .
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c) Transformace rostlin Brassica napus

Pro transformaci rostlin Brassica napus byl uZit vektorovy
systém, ktery byl popsédn v Deblaere et al. (1985, 1987).
Vektorovy systém sestdvd z kmene Agrobacterium a dvou
plazmidovych slozek: 1) non-onkogenni Ti-plazmid (pGV400) a
2) intermediatni klonovaci vektor zaloZeny na plazmidu pGSV 1.
Non-onkogenni Ti-plazmid z né&hoZ byla odstranéna T-oblast
nese geny vir nezbytné pro prenos um&lé T-DNA klonované do
druhého plazmidu do rostlinného genomu. Kmeny Agrobacteria
vzniklé triparentdlni konjugaci mezi uvedenymi sloZkami pak

mohou byt pouZity pro transformaci rostlin.

Selekce byla provadéna na fosfinotricinu (PPT) ve vSech
staddiich, s vyjimkou regenerace rostlinek, kterd probihala bez
pritomnosti PPT, aby se urychlil rist. Tak byl pripraven

soubor primdrnich transformant (rostliny generace To) .

Priklad 2

Vyvoj genetickych udadlosti

2.1. Charakterizace transgenni udalosti

2.1.1. Analyza MS udélosti metodou Southern blot

P¥itomnost transgenu a polet genovych inzerci byly
kontrolovany standardni metodou analyzy Southern blot. Celkova
genomovd DNA byla izolovéna z 1 g pletiva nadzemnich Ccastil
rostlin podle Dellaporta (1983, Plant Molecular Biology
Reporter, 1, vol,3, p,19-21 nebo Doyle et al. 1987, Phytochem.
Bull. 19:11) a &t&pena restrikénim enzymem SacI. Sacl ma

unikatni restrik&ni misto v T-DNA fragmentu, lezici mezi
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konstrukty s geny barndzy a bar. Southern analyza byla

provadéna s nésledujicimi dvéma sondami:

Sonda "barnaza": 478 bp PstI-EcoRI fragment plazmidu pPVE11l3
Sonda "bar": 546 bp NcoI-BgIII fragment plazmidu pDE110

Plazmidy pVE113 a pDE110 jsou popsany na obrazku 1 a
v dokumentu WO 92/09696, v uvedeném poradi. Hybridizace MS
udalosti se sondou ,barndza“ poskytla 12 Kb pas, zatimco
hybridizace se sondou ,bar™ poskytla 14 Kb fragment. Relativni
intenzita past poskytla indikaci toho, zda rostliny byly
homozygotni nebo hemizygotni pro transgenni lokus. U obou
udalosti byla zjidténa jednoducha inzerce. To bylo potvrzeno
skute&nosti, e segregaéni profil transgenu mohl byt vysvétlen

na principu mendelovské dédicnosti jednoho lokusu.

2.1.2. BAnalyza RF udalosti metodou Southern blot

PFitomnost transgenu a pocet genovych inzerci byly
kontrolovany standardni metodou analyzy Southern blot. Celkova
genomovd DNA byla izolovéana z 1 g pletiva nadzemnich <&éasti
rostlin podle Dellaporta (1983, Plant Molecular Biology
Reporter, 1, vol,3, p,19-21 nebo Doyle et al. 1987, Phytochem.
Bull. 19:11) a 3&tépena restrikénim enzymem SacI. Sacl ma
unikatni restrik&ni misto v T-DNA fragmentu, leZici mezi
konstrukty s geny barnadzy a bar. Southern analyza byla

provad&na s nasledujicimi dvéma sondami:

Sonda "barnaza": 436 bp HindIII-PstI fragment plazmidu pVE11l3
Sonda "bar": 546 bp NcoI-BgIII fragment plazmidu pDE110

Hybridizace MS udalosti se sondou ,barnidza“ poskytla 3 Kb
pas, zatimco hybridizace se sondou bar poskytla 14 Kb
fragment. Relativni intenzita pasd poskytla indikaci toho, zda
rostliny byly homozygotni nebo hemizygotni pro transgenni

lokus. U nékolika udélosti byla zjist&na jednoducha inzerce.
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To bylo potvrzeno skuteénosti, Ze segregac¢ni profil transgenu
mohl byt vysvétlen na principu mendelovské d&dic¢nosti jednoho

lokusu.

2.1.3. Obecny fenotyp a agronomicka vykonnost rostlin

Rostliny T, generace u obou uddlosti MS a RF byly
vyhodnoceny na Zfradu fenotypovych znakl, jako Je napf. vyska
rostliny, sila/pevnost stonku, tendence k poléhani,
zimuvzdornost, odolnost k rozpraskavani, tolerance k suchu, a
rezistence k nemocem (ternd hniloba, skvrnitost  listua,

Sclerotinia), produkce semen a vynos.

Linie byly hodnoceny Jjako podobné (nebo zlepSené)
v uvedenych agronomickych charakteristikach ve srovnani
s netransformovanou odradou a také s fadou kultivard Fepky
olejky. V né&kterych pfipadech rostliny segregovaly =z duvodu
somaklondlni variace pro jeden nebo vice z vy3e uvedenych
znakt. Pokud to nevedlo k vneseni komeréné& zajimavého

fenotypového znaku, takové rostliny byly odstranény.

2.2. vyvoj linii nesoucich znaky MS nebo RF

Rtzné hemizygotni rostlinky To generace ("Ms/-" nebo
"Rf/") byly pfeneseny 2z pletivoovych kultur do pudy ve
skleniku. P¥itomnost transgenu a polet genovych kopii byly

kontrolovany Southern blot analyzou, jak bylo popsé&no vyse.
Rostliny byly ponechany do kvétu, a pak byla vyhodnocena
sterilita nebo fertilita kvé&td. Rostliny TO generace byly
k¥iZeny s rostlinami divokého typu rostliny (=/-) pro
vytvoteni Tl semen (MsTl a RfT1). Tl semena byla vyseta a dale
péstovana ve skleniku. Rostliny byly pak hodnoceny na
toleranci ke glufosindtu amonnému. Ms-T1 rostliny byly také

hodnoceny na segregaci sterility/fertility (u nepostf¥ikanych
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rostlin), zatimco REf-T1 rostliny Dbyly kontrolovany na

fertilitu kvétu.

Ms-T1 rostliny obsahujici transgen byly k¥iZeny
s testovacimi rostlinami homozygotnimi pro gen obnovujici
fertilitu (Rf/Rf), pro produkci MsRf-Fl semen. Tato semena
(Ms/-, Rf/- a -/-, Rf/-) byla vyseta ve skleniku a oSetfena
posttikem Liberty™. Zbylé F1 potomstvo bylo vyhodnoceno na
segregaci fertility/sterility pro ové¥eni toho, zda znak
sam&i sterility mtZe byt adekvdtné obnoven u Brassica napus

(fertilita blizkad 100 %).

 Nejlep8i udalosti byly vybrany pro dal3i testovéani. Ms-T1
rostliny byly k¥iZeny s homozygotnim obnovitelem fertility a
semena byla vyseta na poli. Rostliny pak byly hodnoceny na
toleranci k herbicidu Liberty™ (800 gramd u¢inné sloZky na
hektar (g.a.i./ha), ptiemZ doporucend davka pro rolniky je
400 g.a.i./ha), segregaci fertility/sterility a na obecné
fenotypové vlastnosti. Linie, u kterych doslo ke 100% obnoveni
fertility a u kterych nebyly pozorovany 74dné negativni zmény
ve fenotypu nebo agronomické vykonnosti (podrobné viz (d)) ve

srovnani s isogenni kontrolou divokého typu, byly selektovéany.

Rf-T1 rostliny obsahujici transgen byly k¥iZeny
s testovacimi rostlinami obsahujicimi gen sam€i sterility
(Ms/-) pro produkci F1l semen. Tato semena byla péstovéna ve
skleniku, postfikédna herbicidem Liberty™ a pak byla

vyhodnocena obnova fertility (blizko ke 100 %).

Mezitim byl Rf-T1 rostliny samospraseny pro ziskani
generace Sl. S1 rostliny byly péstovany ve skleniku, oSetfeny
postfikem herbicidu Liberty™ a opé&t samosprésSeny pro vytvoreni

generace S;, z Sz pak byly vybrany homozygotni rostliny.
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2.3. Kombinace uddlosti MS a RF.

Vybrané Ms-T1 rostliny byly kEiZeny s vybranymi Rf-S,
udadlostmi ve skleniku pro otestovéni obnovy fertility. Semena
byla vyseta ve skleniku, na rostliny byl aplikovan postrfik

Liberty™ a byla kontrolovana fertilita kvétdu.

2.4, Testovadni MS a RF udédlosti v odli3ném genetickém zakladu

a v odlidny lokalizaci

Vybrané udadlosti byly vneseny do dvou odlisnych
genetickych zakladi, které jsou heteroticky odlisné,
k prokdzani toho, Ze MS a RF udalosti jsou plné funkéni a
nemé&ly ?adné negativni G&¢inky na vynos nebo kvalitu u Zadného

z testovanych zaklada.

Soucasn& byly vybrané MS a RF udalosti testovany ve
&tyYech a? pé&ti odlidnych prostfedich ke zjisténi toho, zda
neni negativni interakce mezi prostfedim a MS nebo RF

udédlosti.

V dal&im stadiu byla produkce hybridnich semen s pouZitim
vybranych MS a RF udadlosti testovana extenzivné&ji v polnich
podminkdch. Vybrand MS udalost ve svém pivodnim genetickém
zdkladu a ve dvou odlisnych a heteroticky odlisnych zakladech
byly kfiZeny s vybranou RF udélosti, také ve svém puavodnim
genetickém zakladu a ve dvou odliSnych a heteroticky odlisnych
zdkladech. F1 hybridi byly hodnoceni na rezistenci k herbicidu
Liberty™, fertilitu a také celkovou agronomickou vykonnost

(vynos a kvalita).

2.5. Selekce elitni udalosti

Vyse popsany postup selekce pfi vyvoji transgennich MS
linii poskytl n&kolik elitnich wudalosti, které vykazovaly
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optimdlni expresi transgenu, tj. rezistenci ke glufosinatu
amonnému, fenotyp sam&i sterility a schopnost kompletni obnovy
fertility s homozygotni  obnovitelskou linii, konkrétné

s vybranou RF elitni udélosti.

Vyse popsany selekéni postup pfi vyvoji transgennich RF
linii poskytl né&kolik elitnich udélosti, které vykazovaly
optimadlni expresi transgenu, tj. rezistenci ke glufosinatu
amonnému, a schopnost obnovy fertility F1, kdyZ se ktizi s
rostlinou nesouci gen sam&i sterility, konkrétné s vybranou

MS elitni udélosti.

Priklad 3

Vneseni vybranych kandidatnich elitnich uddlosti do rostlin
ozimé fepky olejky

N&kolik MS a RF elitnich udalosti, které byly vyvinuty u
rostlin B. napus, jak bylo popséno vyse, bylo vneseno do
kultivaru ozimé fepky olejky opakovanym zpétnym kEiZenim
rostlin odrtdy Drakkar.

Rostliny byly vySetfeny a bylo zjisténo nadsledujici:

a) Pritomnost cizorodé DNA nijak neposkozuje dal&i poZadované

charakteristiky rostlin, Jjako Jjsou napfiklad vlastnosti

souvisejici s agronomickou vykonnosti nebo komercni
hodnotou,
b) udalost byla charakterizovéna dobrte definovanou

molekularni konfiguraci, kterd byla trvale dédéna,

c) pozadované geny v cizorodé DNA vykazuji spravnou, vhodnou a
trvalou prostorovou i <&asovou fenotypovou expresi, jak v
heterozygotnim (nebo hemizygotnim) tak 1 homozygotnim

vyskytu udélosti, v komeréné& pfijatelném stupni a v rozsahu
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environmentélnich podminek, kterym rostliny nesouci udalost
budou pravdépodobné vystaveny  pfi jejich normalnim

agronomickém pouziti.

Dale, rostliny byly vyhodnoceny na Jjejich agronomicky
vyznamné vlastnosti a vykonnost ve srovnadni s divokym typem

ozimé Fepky olejky.

Extenzivni testovani v polnich podminkdch wukézalo, Ze
uréité kandidatni elitni udalosti u jarni Fepky olejky, kdyZ
byly pfeneseny na ozimé fepky olejky, vedly ke wvzniku rostlin,
které vykazovaly adekvatni expresi poZadovanych genu Vv
cizorodé DNA ve spojeni s optimdlni agronomickou vaonnosfi.
Tyto udalosti byly vybrény jako MS a RF elitni wuddlosti u
ozimé ¥epky olejky a byly nazvény MS-BN1 a RF-BN1, v uvedeném

pofadi.
P¥iklad 4

Charakterizace elitnich uddlosti MS-BN1 a RF-BN1

Jakmile byly jednou udélosti MS-BN1 a RF-BN1
identifikovany jako elitni udélosti, kdy exprese poZadovanych
transgena a také celkové agronomické vykonnost byly
optimadlni, lokusy transgenl byly analyzovany podrobné&ji na
molekuldrni dGrovni. To zahrnovalo detailni analyzu metodou
Southern blot (s pouZitim vicecetné sady restrik&nich enzyma)

a sekvencovani usekl sousedicich s transgenem.

4.1. Southern blot analyza s pouZitim vice restrikénich enzymui

Pletivo list@ bylo odebrdno z transgennich a kontrolnich
rostlin. Celkova genomovd DNA byla izolovéna z pletiva listl

metodou podle Dellaporta et al. (1983, Plant Molecular Biology
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Reporter, 1, wvol. 3, p,19-21). DNA koncentrace kazZzdého
preparadtu pak byla uréena méfenim optické denzity na

spektrofotometru pfi vlnové délce 260 nm.

10 ng genomové DNA bylo Stépeno restrikénim enzymem
v reakci o celkovém objemu 40 pl, a sice v podminkdch podle
doporu&eni vyrobce enzymu. Doba §té&peni a/nebo mnoZstvi
restrik&niho enzymy byly upraveny tak, aby bylo zajisténo
aplné Stépeni vzorkd genomové DNA bez nespecifické degradace.
Po 3t&peni bylo k nadtépené DNA pridano 4 pl nandseciho barviva

a vzorky byly naneseny na 1% agarézovy gel.
Nasledujici kontrolni DNA byly také naneseny na gel:

- negativni kontrola S genomovou DNA pripravenou z
netransgenni rostlin Brassica. Tato negativni kontrola je

pouZita k potvrzeni absence pozadi hybridizace.

- DNA pozitivni kontrola: s heterozygotni integraci Jjedné
kopie transgenu do genomu Brassica napus, 10 pg genomové DNA
m& stejny po&et molekul jako pEiblizné 19 pg DNA 1501 bp
PvuI-HindIII fragmentu pTHW118 (velikost diploidniho genomu
Brassica napus: 0,8x109 bp). MnoZstvi pfedstavujici Jednu
kopii plazmidu na cely genom bylo pfidano k 1 g nadtépené
DNA z netransgenni Brassica napus. Takto rekonstituovany
vzorek byl pouZit k ukdzidni toho, Ze hybridizace Jsou
provadény v podminkdch  umoZAujicich hybridizaci sondy

s cilovou sekvenci.

DNA féaga Lambda (kmen CIind 1 ts 857 Sam 7, Life
Technologies) Stépeny PstI byl zahrnut jako velikostni

standard.

Po elektroforéze byly DNA vzorky (3tépend genomova DNA
Brassica, kontroly a DNA slouzici jako velikostni standard)

byly pfeneseny na nylonovou membranu pomoci kapilérniho
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blottingu trvajiciho 12 aZ 16 hodin.

DNA templaty pouzité pro pEipravu sond pro MS-BN1l udéalost
byly pIipraveny restrikénim &té&penim PTW107 enzymem HindIII.
Tak byl vystépen 3942 bp DNA fragment, ktery obsahoval
relevantni c&ast transformujici DNA (84st PSSUARA, 3'nos,

barniza, PTA29).

DNA templaty pouZité pro pripravu sondy pro RF-BN1
uddlosti byly pfipraveny restrikénim Sté&penim PTW118 enzymem
~Hpal. Tak byl vyStépen 2182 bp DNA fragment, ktery obsahoval
relevantni &asti transformujici DNA (&4st PSSUARA, 3'nos,

barstar, PTA29).

Po purifikaci byly DNA fragmenty znaceny standardnim

postupem a byly pouZity k hybridizaci na membrané.

Hybridizace byla provadéna v podminkéach standardni
stringence: znaend sonda byla denaturovana zah¥ivanim po dobu
5 23 10 minut ve vodni lazni na teplotu 95 °C aZ 100 °C a pak
ochlazenim na ledu po dobu 5 aZz 10 minut, a po té byla ptridéna
k hybridiza&nimu roztoku (6 X SSC (20 X SsC je 3,0 M NaCl,
0,3 M citrat sodny, pH 7,0), 5 X Denhardtovo <&inidlo (100 X

Denhardt = 2% Ficoll, 2% polyvinylpyrolidon, 2% bovinni sérovy
albumin), 0,5% SDS a 20 upg/ml denaturované nosicové DNA

(jednofetézcova DNA z rybiho spermatu, s prumérnou délkou 120
a3 3000 nukleotidd). Hybridizace byly provadeény pfes noc Vv
65 °C. Bloty byly promyvany tfikrat po dobu 20 az 40 minut v
65 °C, promyvacim roztokem (2 X SSC, 0,1 SDS).

Autoradiografy byly elektronicky skenovany.

4.1.1. MS-BN1

Restrikéni profil ziskany po $tépeni MS-BN1 genomové DNA

s ruznymi restrikini enzymy je uveden na obrazku 2 a prehledné




.
*

®8es b
LY X W)
[
®e0s P
s
-
EX A N J

51

shrnut v tabulce 3.

Tabulka 3: Restrikéni mapa MS-BN1

Cislo | Nanesen& DNA |Migrace Urdena délka
dréhy hybridizujicich DNAhybridizujicich
fragment mezi pasyDNA fragmentl
velikostniho
standardu
veét$i neZMens$i nez
1 MS-BN1 - EcoRI (2140 2450 2266 bp (*)
14057 - >14 kbp
2 MS-BN1 - EcoRV |1159 1700 1,4 kbp (*)
14057 - >14 kbp
4 MS-BN1 - Hpal 1986 2140 1990 bp
2140 2450 2229 bp
5 MS-BN1 - Af1III |2450 2838 2477 bp (*)
2140 2450 2250 bp
514 805 552 bp (*)
6 MS-BN1 - Ndel 5077 14057 10 kbp
5077 14057 6510 bp
7 Netransgenni - - -
ozimé Yepky
olejky
8 Kontrolni 1700 1986 1966 bp (*)
plazmidova DNA 1,5 0838 2607 bp (*)
- BamHI

(*) délky téchto fragmentd Dbyly predikovany na zaklade
restrikéni mapy plazmidu pTHW107

4.1.2. RF-BNI1

Restrikéni profil ziskany po 3tépeni RF-BN1 genomove DNA
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s riznymi restrik&ni enzymy je uveden na obrazku 3 a prehledné

shrnut v tabulce 4.

Tabulka 4: Restrikéni mapa RF-BN1

Cislo | Nanesend DNA Migrace Urcena délka
dréhy hybridizujicich DNAhybridizujicich
fragmentli mezi pasypDNA fragmentu
velikostniho
standardu
V&t3i neZ Men3i neZ
1 MS-BN1 - BamHI {805 1089 814 bp
1700 1986 1849 bp (*)
2450 2838 2607 bp(*)
5077 14057 6580 bp
2 MS-BN1 - EcoRI (805 1159 1094 bp
1986 2450 2149 bp
5077 14057 7000 bp
5077 14057 10 kbp
3 MS-BN1 - EcoRV [5077 14057 5,4 kbp
5077 14057 8 kbp
4 "~ MS-BN1 —HindIII [1700 2140 1969 bp
2450 2838 2565 bp
2450 2838 2635 bp
6 Netransgenni - - -
ozimé fepky
olejky
5 Kontrolni 1700 1986 1849 bp (*)
plazmid DNA 2450 2838 2607 bp (*)
- BamHI 5077 14057 8100 bp

(*) délky téchto fragmentd byly predikovany na zdkladé
restrikéni mapy plazmidu pTHW107
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4.2. Identifikace sousedici useky

Sousedici useky elitni udalosti MS-BN1 a RF-BN1 byly
nejdfive identifikovany pro jarni Ffepky olejky, ve kterych
udélosti byly vyvinuty, a pak kontrolovany u ozimé fepky

olejky.

4.2.1. Identifikace usekl sousedicich s MS-BN1

4.2.1.1. Pravy (5') sousedici usek

Pro stanoveni sekvence sousediciho Useku MS-BN1 na pravé
hranici byla uzita ligaci-zprostfedkovana polymerdzova
Fet&zova reakce (Mueller et al. 1989, Science 780-786, Marine
t al., 1994, PCR Methods and Applications, 71-75) s extenznim
zachytem (,extension capture“) (Tormanen et al., 1993, NAR

20:5487-5488) .

Oligonukleotidy pouzité pro ptipravu linkeru Dbyly
nisledujici:
MDB248: (SEKV. ID. C. 3)

5'CAT.GCC.CTG.ACC.CAG.GCT.AAG.TAT.TTT.AAC.TTT.AAC.CAC.TTT.
GCT.CCG.ACA.GTC.CCA.TTG

MDB249: (SEKV. ID. C. 4)

5'CAA.TGG.GAC.TGT.CGG.AGG.ACT.GAG.GGC.CAA.AGC.TTG.GCT.CTT.AGC.
CTG.GGT.CAG.GGC.ATG

Po pripravé linkeru nasledovala syntéza prvniho retézce z
genomové MS-BN1 DNA t&pené NcoI, s pouzZitim biotinylovaného

genové specifického primeru:
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Poloha v
Sekvence (5'—3") PTHW107
Biotinylovany CCG.TCA.CCG.AGA.TCT.GAT.CTC.ACG.CG |322 « 347
primer (SEKV. ID. C. 5)
DB247

Linker pak byl ligovén k prvnimu feté&zci DNA, ktery pak

ze

byl kondenzovéan Kk magnetickym perlickam, kterych byl

nebiotinylovany ¥et&zec eluovan. Tato DNA byla pouZita pro PCR

amplifikaci ve vétsim mé¥itku s pouZitim nésledujicich
primera:
Poloha v
Sekvence (5'—3") PTHW107

Linkerovy GCACTGAGGGCCARAAGCTTGGCTC |- — = — 7
primer (SEKV. ID. C. 6)
MDB250
T_DNA primer [GGA.TCC.CCC.GAT.GAG.CTA.AGC.TAG.C 293 « 317
MDB251 (SEKV. ID. C. 7)

Tato PCR poskytla fragment pr¥iblizn& 1150 bp. Tento

fragment pravé hranice (RB) byl eluovan z agardzového gelu a

na 100nasobné zteddné této DNA byla provedena sdruZené
(,nested") PCR s pouZitim nasledujicich primeru:
Poloha v

Sekvence (5'—3") PTHW107
Nested"“ linkerovy CTTAGCCTGGGTCAGGGCATG |- - — — ~
primer MDB254 (SEKV. ID. &. 8)
T-DNA primer CTA.CGG.CAA.TGT.ACC.AGC.TG [224 « 243
MDB258 (SEKV. ID. C. 9)

Tato reakce poskytla fragment velikosti p¥ibliZné& 1000 bp,
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ktery byl eluovan z agarézového gelu, purifikovédn a ligovan do
vektoru pGem®-T. Rekombinantni plazmidovd DNA byla podrobena

screeningu s pouZitim standardni PCR reakce s nidsledujicimi

primery:
Poloha v
Sekvence (5'—3') PTHW107
SP6 primer TAA.TAC.GAC.TCA.CTA.TAG.GGC.GA |-
(SEKV. ID. C. 10) (SP6 promotor ve

vektoru PGem®-T)

T7 primer TTT.AGG.TGA.CAC.TAT.AGA.ATA.C -
(SEKV. ID. C. 11) (T7 promotor ve
vektoru PGem®-T)

T-DNA GCT.TGG.ACT.ATA.ATA.CCT.GAC 143 <« 163
primer (SEKV. ID. C. 12)
MDB201

Tak vznikly nésledujici fragmenty:
SP6-T7: 1224 bp
Sp6-MDB201: 1068 bp
T7-MDB201: 1044 bp

Fragment pravé hranice Dbyl purifikovdn a sekvencovan
(SEKV. ID. C. 13), coZ poskytlo vysledny 963 bp fragment,
v némZ polohy 1 aZ 867 odpovidajil rostlinné DNA a Usek bp 868
a? 953 odpovidé T-DNA z pTW 107.

4.2.1.2. Levy (3') sousedici tGsek s MS-BN1

Sekvence useku levé hranice sousediciho s vloZenym
transgenem v MS-BN1 uddlosti byly urceny s pouzitim metody
TAIL-PCR (,thermal asymmetric interlaced PCR"“), ktery popsali
Liu et al. (1995, Plant Journal 8(3): 457-463). Tento zplsob

uriva t¥i sdrufené (,nested“) specifické primery v naslednych
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reakcich spole&né& s krat3im arbitrarné degenerovanym (AD)
primerem, takZe relativni G&innosti amplifikace specifického a
nespecifického produktu mohou byt teplotné kontrolovany.
Specifické primery byly vybrédny pro nasednuti (,annealing™)
k hranici transgenu a na zakladé jejich podminek pro
nasednuti. Malé mnoZstvi (5 pl) nepurifikovanych sekundéarnich a
tercidrnich PCR produktl bylo analyzovano na 1% agarbzovém
gelu. Terciarni PCR produkt byl pouzit pro preparativni
amplifikaci, purifikovdn a sekvencovan na automatickém
sekvencovacim za¥izeni s pouZitim soupravy pro cyklovaci

sekvencovani DyeDeoxy Terminator.

Nésledujici primery byly pouZity:

Poloha v
Sekvence (5'—3") PTHW107

Degenerovany NgT.CgA.SWg.TNT.WCA.A = - - = ~
primer (SEKV. ID. C. 14)
MDB611
Primarni TAIL |gTg.Cag.ggA.AgC.ggT.TAA.CTg.g |7164 — 4186
MDB259 (SEKV. ID. C. 15)
Sekundarni TAIL [CCT.TTg.gAg.TAA.ATqg.gTg.TTg.g 4346 — 4366
MDB260 (SEKV. ID. C. 16)
Terciarni TAIL |gCg.AAT.gTA.TAT.TAT.ATg.CA 4738 — 4757
HCA24 (SEKV. ID. C. 17)

Kde: N=A,C,T nebo g, S=C nebo g, W=A nebo T

Fragment amplifikovany s pouZitim  HCA24-MDB611l Dbyl
pfibliZn& dlouhy 540 bp, z nichi bylo 537 bp sekvencovano (3’
sousedici: SEKV. 1ID. C. 18). sSekvence mezi 1 a 180 bo
obsahovala pTHW107 DNA, zatimco sekvence mezi 181 a 537 bp

odpovidala rostlinné DNA.
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4.2.1.3. Identifikace delece cilového mista

Uzitim primerl odpovidajicich sekvencim v sousedicich
G4secich transgenu bylo na DNA divokého typu z rostliny

Brassica napus var. Drakkar Jjako templdtu identifikovano

inzer&ni misto transgenu.

Nasledujici primery byly pouZity:

Poloha v Poloha v
Sekvence (5'—3") 5! 3"
sousedicim sousedicim
useku useku
(SEKV. ID.|(SEKV. ID.
¢. 13) C. 18)
VDS51 TgA.CAC.TTT.gAg.CCA.CTC.g 733 = 751 |- - - - -
(SEKV. ID. C. 19)
HCA48 GgA.ggg.TgT.TTT.Tgg.TTA.TC = - = = = 189 « 208
(SEKV. ID. C. 20)

Tim byl pfipraven 178 bp fragment (SEKV. ID. ¢. 21), ve

kterém usek 132 aZ 150 bp odpovida deleci cilového mista.

4.2.1.4. Identifikace MS-BN1 inzer&niho useku

Na zakladé identifikace sousedicich usekll a delece

cilového mista mohl byt urcen inzer&ni usek MS-BN1 (SEKV. ID.

~

C. 22):

1- 822: 5' sousedici usek pbp 46-867 ze SEKV. ID. C. 13
823- 841: delece cilového mista bp 132-150 SEKV. Ip. €. 21

842-1198: 3' sousedici usek bp 181-537 SEKV. ID. C. 18
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4.2.2. Identifikace sousedicich useku RF-BN1

Hrani&ni sousedici aseky RF-BN1 Dbyly uréeny pomoci
Vectorette-PCR“ (pouZitl ,Vectorette™ a ,Subvectorette PCR™
pro izolaci DNA sousedici s transgenem - viz Maxine J. Allen,
Andrew Collick a Alec J. Jeffreys, PCR Methods and
Applications - 1994 (4) pages 71-75) s RF-BN1 genomovou DNA
tépenou HindIII jako templatem. ,Vectorette" linker byl
vytvoren s pouZitim primerti MDB248 (SEKV. ID. ¢. 3) a MDB249

(SEKV. ID. C. 4) popsanymi vySe.

4.2.2.1. Pravy (5') sousedici isek BN-RF1

Nasledujici primery byly pouzity:

Polcha v
Sekvence (5'—3'") PTHW118

Vectorette GCA.CTG.AGG.GCC.ARA.GCT.TGG.CTC |- - - — —
primer (SEKV. ID. C. 6)

MDB250

Vectorette CTT.AGC.CTG.GGT.CAG.GGC.ATG |- - — = -~
primer (SEKV. ID. C. 8)

MDB2 54

T_DNA primer |GGA.TCC.CCC.GAT.GAG.CTA.AGC.TAG.C 1293 « 317
MDB251 (SEKV. ID. C. 7)

T-DNA primer [CTA.CGG.CAA.TGT.ACC.AGC 006 « 243
MDB193 (SEKV. ID. C. 23)

T-DNA primer [CTA.CGG.CAA.TGT.ACC.AGC.TG 204 <« 243
MDB258 (SEKV. ID. C. 9)

T-DNA primer |GCT.TGG.ACT.ATA.ATA.CCT.GAC 143 « 163
MDB201 (SEKV. ID. C. 12)

Tim byl ziskén 1077 bp fragment (SEKV. ID. . 24), ve
kterém Usek 1-881 bp odpovida rostlinné DNA a usek 882-1077 bp
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odpovidéd T-DNA z pTW 118.

4.2.2.2. Levy (3') sousedici Gsek BN-RF1

Pro identifikaci 3' sousediciho tuseku elitni udalost BN-
RF1, TAIL-PCR byla provedena jak bylo popsano vySe s pouZitim
arbitrédrnd degenerovaného primeru a primeru lokalizovanych v

T-DNA v blizkosti levé hranice.
Byly pouZity né&sledujici primery:
Arbitrarné degenerovany primer:
MDB286 NTg.CgA.SWg.ANA.WgA.A (SEKV. ID. C. 25)
Kde: N=A,C,T nebo g, S=C nebo g, W=A nebo T
T-DNA primery:
MDB314 gTA.ggA.ggT.Tgg.gAA.gAC.C (SEKV. ID. C. 26)
MDB31S 9gg.CTT.TCT.ACT.AgA.AA.CTC.TCg.g (SEKV. ID. C. 27)
MDB316 CCg.ATA.ggg.AAg.TgA.TgT.Agg.AGg (SEKV. ID. C. 28)

Byl =ziskadn fragment velikosti p#iblizZné& 2000 bp. Tento
fragment byl klonovadn do vektoru pGem©-T vektor a pouZit jako

templat pro dal3i PCR reakci s pouzitim nadsledujici primert:
Primer pro rostlinnou DNA:

MDB288 ATg.CAg.CAA.gAA.gCT.Tgg.Agg (SEKV. ID. C. 29)
T-DNA primer:

MDB314 gTA.ggA.ggT.Tgg.gAA.gAC.C (SEKV. ID. C. 26)

Takto byl =ziskdn fragment velikosti priblizné 1500 bp
(SEKV. ID. &. 30), kde usek 1-166 bp odpovidd T-DNA z plazmidu
pTW118 a Usek 167-1441 bp odpovidé rostlinné DNA.
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4.2.2.3. Molekuladrni analyza delece cilového mista

sek obsahujici deleci cilového mista byl klonovan pomoci
TAIL-PCR (popséna vyse) s pouzitim genomové DNA divokého typu
a primer specifickych pro rostlinou DNA v protisméru

(upstream) od T-DNA inzertu smérem k inzertu:

Arbitrarné degenerovany primer:

MDB286 NTg.CgA.SWg.ANA.WgA.A (SEKV. ID. C. 25)
kde: N=A,C,T nebo g, S=C nebo g, W=A nebo T

Primery pro rostlinou DNA:

MDB269 ggTTTTCggAggTCCgAgACY (SEkvV. ID. €. 31)

Cx

MDB283 CTTggACCCCTAggTARATGC (SEKV. ID. 32)

x

MDB284 gTACAAAACTTggACCCCTAgg  (SEKV. ID. 33)

Byl ziskan fragment velikosti 1068 bp (SEKV. ID. C. 34),

ve kterém je:
53-83: 5'sousedici usek
84-133: delece cilového mista
134-1055: 3'sousedici usek

Po inzerci T-DNA bylo cilové misto velikosti 51 Dbp
deletovano. Srovnanim sekvence lokusu divokého typu s lokusem
Rf3 odhalilo pritomnost ,vypliového" seku DNA ve spojovacim
mist& pravé hranici. Lvypliova™ sekvence TCTCG sekvence
v pravé hranici sousedi se sekevnci TCA na 5' konci a sekvenci
CGA na 3' konci. Tyto triplety byly také nalezeny na predeélu
delece cilového mista a T-DNA. Vyhledavani ve vzdadlenéjsich
rostlinnych sekvencich odhalilo moZny puvod této ,Vyplhové®
DNA. Sekvence TCA.TCTCG.CGA Je také lokalizovana v rostlinné
DNA na 3'konci delece cilového mista. Je to ,jadrova“ sekvence
dvou identickych repetic velikosti 13 bp lokalizovanad 209 Dbp

po sméru (downstream) od ptedélu delece cilového mista.
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Tnzerdni usek pro RF-BN1 mGZe byt definovan jako usek
obsahujici levy sousedici usek, deleci cilového mista a pravy

sousedici usek, a sice nésledovné:

1-881: 51 sousedici usek (bp 1-881 SEKV. ID. C. 24)
882-932: delece cilového mista (bp 84-133 SEKV. ID. C. 34)
933-2207: 3' sousedici usek (bp 167-1441 SEKV. ID. C. 30)

4 3. Geneticka& analyza lokusu

Geneticka stabilita inzertd pro dvé udadlosti Dbyla
ovétovana molekuldrni a fenotypovou analyzou Vv potomstvu

rostlin po né&kolik generaci.

Analyzy metodou Southern pblot rostlin generaci Ty, T1 a T2
byly srovnany pro obé uddlosti MS-BN1 a RF-BN1. Bylo zjisténo,
e ziskané profily byly identické pro kaZdou z udédlosti v
odli&nych generacich. To dokazuje, Ze molekularni konfigurace
transgenu v rostlinach obsahujicich jak MS-BN1 tak 1 RF-BN1 je
stabilni.

MS-BN1 a RF-BN1 udalosti vykazuji pro své odpovidajici
transgeny mendelovskou segregaci jako jediny geneticky lokus v
alespoit tfech néslednych generacich, coZ ukazuje na to, Ze
inzerty jsou stabilni.

Na zaklad& vy3e popsanych vysledkd byly MS-BN1 a MS-RF1

identifikovany jako elitni udalosti.

4.4. Identifikace sousedicich sekvenci udélosti MS-BN1 a
RF-BN1 u ozimé fepky olejky

Sousedici sekvence elitni uddlosti MS-BN1 a RF-BN1 u ozimé
fepky olejky byly urcCeny S pouZzitim primerd, které byly

vyvinuty na zékladé sousedicich sekvenci dané udalosti u jarni
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Yepky olejky.

Prava (5') sousedici sekvence MS-BN1 ozimé Ftepky olejky
pyla urdena s pouZitim T-DNA primeru (SEKV. ID. C. 12) a

primeru lokalizovaného v MS-BN1 pravé hraniéni rostlinné DNA:
VDS57: 5'-gCA.TgA.TCT.gCT.Cgg.gAT.ggC-3" (SEKV. ID. ¢. 35)

To poskytlo fragment velikosti 909 bp (SEKV. ID. C. 36) se

sekvenci v podstaté podobnou sekvenci SEKvV. ID. C. 13

(po¢inajic nukleotidem 98).

Levd (3') sousedici sekvence MS-BNI ozimé Ffepky olejky
byla urdena s pouZitim T-DNA primeru (SEKV. ID. C. 17) a

primer lokalizovaného v MS-BN1 levé hraniéni rostlinné DNA:
HCAGS: 5'-CCA.TAT.Acq.CCA.gAg.Agg.AC-3' (SEKV. ID. C. 37)

To poskytlo fragment 522 bp (SEKV. ID. ¢. 38) se sekvencil v
podstaté podobnou sekvenci SEKV. ID. ¢. 18.

Prava (5') sousedici sekvence RF-BN1 ozimé *fepky olejky
byla ur&ena s pouzitim T-DNA primeru (SEKV. ID. C. 12) a
primeru lokalizovaného Vv RF-BN1 pravé hranicni rostlinné DNA
(SEKV. ID. &. 31). Tak vznikl fragment 694 bp (SEKV. ID. C.
39) se sekvenci v podstaté& podobnou sekvenci ze SEKV. ID. C.

24 (nukleotidy 293 aZ 980).

Levd sousedici sekvence RF-BN1 ozimé Eepky olejky byla
uréen s pouZitim T-DNA primeru (SEKV. ID. ¢. 26) a primeru
lokalizovaného v RF-BN1 levé hranicni rostlinné DNA (SEKV. ID.

~

&. 29). Tak vznikl fragment 1450 bp, =z néhoZ 1279 bp bylo
sekvencovano (SEKv. 1ID. C. 40). Bylo zjidténo, Ze tato
sekvence je v podstatd podobnd sekvenci SEKV. ID. C. 30

(nukleotidy 141 az 1421).

Tedy tim bylo potvrzeno, e prava a leva sousedici
sekvence elitni wud&losti MS-BN1 a RF-BN1 Jjsou v podstaté

shodné pro jarni a ozimou Ifepku olejku.
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P¥iklad 5

vyvoj diagnostickych nastrojt pro kontrolu identity

Nasledujici protokoly byly vyvinuty s cilem identifikovat
jakykoliv rostlinny material ozimé tepky olejky obsahujici

elitni udélost MS-BNI1.

5.1. MS-BN1 a RF-BN1 Elitni udalost restrikéni mapa

identifikace protokol

Rostliny ozimé Ffepky olejky obsahujici elitni wudalost
MS-BN1 mohou byt identifikovany metodou Southern blotting s
pouZitim v podstaté stejného postupu jak byl popséan v pfikladu
4.1. Tedy genomova DNA ozimé ‘tepky olejky Jje 1) gtépena s
alespofi dvéma, vyhodné alesponn 3, konkrétné s alespon 4,
konkrétnéji se vSemi z nisledujicich restrikénich enzymi:
EcoRI, EcoRV, NdeI, Hpal, Af1III 2) ptenesena na nylonovou
membrany a 3) hybridizovana s 3942 bp HindIII fragmentem 2z
plazmidu pTHW107. Jestli¥e alespofl pro dva pouZité restrikéni
enzymy jsou identifikovéany DNA fragmenty stejné délky Jjako
fragmenty uvedené v tabulce 3 v P#ikladu 4.1.1., pak Je
rostlina ozimé Fepky olejky identifikovana Jjako rostlina

nesouci elitni udélost MS-BNI1.

Rostliny ozimé Fepky olejky obsahujici elitni wudalost
RF-BN1 mohou byt identifikovény metodou Southern blotting s
pouzitim v podstaté stejného postupu jak byl popsédn v piikladu
4.1. Tedy genomova DNA ozimé Fepky olejky Jje 1) Stépena s
alespoii dvéma, vyhodné alespoti 3, konkrétné&ji se viemi z
nidsledujicich restrikénich enzymi: BamHI, EcoRI, EcoRV,

HindIII 2) pfenesena na nylonovou membrédnu a 3) hybridizovéana
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s 2182 bp Hpal fragmentem plazmidu pTHWI1S. JestliZe alespon
pro dva pouZité restrikéni enzymy jsou identifikovany DNA
fragmenty stejné délky jako fragmenty uvedené v tabulce 4 v
prikladu 4.1.2., pak Jje rostlina ozimé fepky olejky

identifikovéna jako rostlina nesouci elitni udalost RF-BN1.

5.2. PCR identifikadni protokol pro elitni udadlosti MS-BNI a
REF-BN1

Test protokolu, se v3emi vhodnymi kontrolami, musi byt
proveden jedt& pfed screeningem neznédmych vzorkt. PredloZeny
protokol by mohl vyZadovat optimalizaci sloZek, které se mohou
obecné 1isit mezi jednotlivymi laboratofremi (ptiprava
templatové DNA, Tag DNA polymerédza, kvalita primerd, dNTP,

termocykler atd.).

Amplifikace endogenni sekvence hraje Vv protokolu klicovou
roli. Je tieba dosahnout takovych podminek PCR a cyklovani
teplot, aby se amplifikovaly v ekvimolarnich mnoZstvich
endogenni a transgenni sekvence Vv templatu znadmé transgenni
genomové DNA. Kdykoliv se cilovy endogenni fragment
neamplifikuje se stejnou intenzitou zjisté&nou po elektroforéze
na agardzovém gelu a obarveni ethidiumbromidem, optimalizace

podminek pro PCR je nezbytna.

5.2.1. Templatova DNA

Templédtovd DNA se pitipravuje z listovych teré¢ikd nebo
jednoho semena postupem podle FEdwards et al. (Nucleic Acid
Research, 19, p.1349, 1991). KdyZ se pouziva DNA ptipravena
jinymi metodami, mél by se nejd¥ive provést test protokolu
s riznymi mnoZstvimi templatu. Obvykle 50 ng genomové DNA jako

templat poskytuje nejlep$i vysledky.
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5.2.2. Prid&leni pozitivni a negativni kontroly

Nasledujici pozitivni a negativni kontroly by mély byt

zatazeny v kaZzdém b&hu PCR:

- ,Master Mix“ kontrola (DNA negativni kontrola). To je PCR,

ve které neni pfidana do reakce Zadna DNA. Pokud nastane

odekavany vysledek, tj. 34dné PCR produkty, znamena to,

pfipravend reakéni  smés (Master Mix) pro PCR neni

kontaminovand cilovou DNA.

- DNA pozitivni kontrola (vzorek genomové DNA obsahujici

transgenni sekvence). Uspé&sna amplifikace této pozitivni

kontroly demonstruje, Ze PCR podminky v daném béhu PCR byly

takové, Ze umoznily amplifkaci cilové sekvence.

- kontrola DNA divokého typu. Toto je PCR, ve které je jako

templat genomova DNA ptipravenad z netransgenni rostliny.

KdyZ nastane ocekavany vysledek, tedy Zadna PCR amplifikace

produktu z transgenu, av8ak jen amplifikace endogenniho PCR

produktu, to znamena, Ze neni detekovatelné pozadi transgenu

p¥i amplifikaci samotné genomové DNA.

5.2.3. Primery

Nasledujici primery, které specificky rozpoznavaji

transgen a sousedicl sekvence MS-BN1 byly pouZity:
BNAO1:5'-gCT.Tgqg.ACT.ATA.ATA.CCT.gAC-3" (SEKV. ID. ¢. 12)

(MDB201) (cil: transgen)

BNAO2: 5'-TgA.CAC.TTT.gAg.CCA.CTC.g-3" (SEKV. ID. ¢. 19)

(VDS51) (cil: rostlinn& DNA)

Pro identifikaci rostlinného materialu obsahujiciho RF-BN1

byly uZity nésledujici primery, které specificky rozpoznévaji
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transgen a sousedici sekvenci RF-BN1:

BNAO3: 5'-TCA.TCT.ACg.gCA.ATg.TAC.CAg-3' (SEKV. ID. C. 23)
(MDB193) (cil: transgen)

BNAO4: 5'-Tgg.ACC.CCT.Agg.TAA.ATg.CC-3" (SEKV. ID. ¢. 41)
(MDB268) (cil: rostlinna DNA)

Primery zacilené na endogenni sekvence jsou vidy pritomny
v PCR koktejlu. Tyto primery slouZi jako vnitfni kontrola u
neznadmych vzorkld a v pozitivni kontrole. Pozitivni vysledek
s dvojici endogennich primer demonstruje, Ze Jje Vv preparatu
genomové DNA pritomen dostatek DNA v odpovidajici kvalité&, aby

mohl byt generovan PCR produkt. Endogenni primery byly:
BNAOS: 5'-AAC.gAg.TgT.CAg.CTA.gAC.CAg.C-3' (SEKV. ID. C. 42)

BNAOG: 5'-CgC.AgT.TCT.gTg.RAC.ATC.gAC.C-3' (SEKV. ID. C. 43)

5.2.4. RPmplifikované fragmenty

O&ekévané amplifikované fragmenty v PCR reakci jsou:
Pro dvojici primert BNAOS5-BNAOG6: 394 bp (endogenni kontrola)
Pro dvojici primert BNAO1-BNAOZ2: 280 bp (MS-BN1 elitni udalost)

Pro dvojici primert BNAO3-BNAO4: 215 bp (RF-BN1 elitni udalost)

5.2.5. Podminky PCR

PCR reak&ni smé&s obsahuje v 50 pl reakci

5 pul templadtova DNA

5 pl 10x Amplifikacni pufr (dodavany s Tag polymerazou)
1 pl 10 mM dNTP

1 pl BNAO1l (MS-BN1) nebo BNAO3 (RF-BN1) (10 pmol/pl)

1 pul BNAO2 (RF-BN1) nebo BNAO4 (RF-BN1) (10 pmol/pl)
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0,5 pl BNAOS (10 pmol/pl)
0,5 pl BNAO6 (10 pmol/pl)
0,2 pl Tag DNA polymeraza (5 jednotek/pul)
voda do 50 ul
Teplotni profil pro dosazeni optimdlnich vysledkl je
nasledujici:
4 minuty v 95 °C
Pak nasleduje:

1 minuta v 95 °C
1 minuta v 57 °C
2 minuty v 72 °C
v 5 cyklech

Pak nédsleduje:

30 sekund v 92 °C
30 sekund v 57 °C
1 minuta v 72 °C

ve 22 aZ 25 cyklech

Pak nasleduje: 5 minut v 72 °C

5.2.6. Analyza na agardzovém gelu

Vzorky PCR o objemu 10 a 20 pl se nandseji na 1,5%

agarbdzovy gel (Tris-boréatovy pufr) spolecné s vhodnym
standardem molekuldrni hmotnosti (nap¥. 100 Dbp ,ZebEik®
PHARMACIA) .

5.2.7. Validace vysledkl

Data ziskand pro vzorky DNA transgenni rostliny v jednom
béhu PCR run a jednom PCR koktejlu nelze akceptovat, dokud

1) DNA pozitivni kontrol nevykazuje ocekdvané PCR produkty
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(transgenni a endogenni fragmenty), 2) DNA negativni kontrola
je negativni pro PCR amplifikaci (z&dné fragmenty) a 3) DNA
kontrola divokého typu vykazuje olekavany vysledek

(amplifikovéan endogenni fragment).

Drahy ukazujici viditelnad mnoZstvi  transgenniho a
endogenniho PCR produktu ocekavané velikosti, jsou indikaci
toho, Ze odpovidajici rostlina, ze které byla genomova
templatovd DNA pfipravena, zdédila MS-BN1 a/nebo RF-BN1 elitni
udélost. Drahy bez viditelného mnoZstvi obou transgennich PCR
produktl avsak s viditelnym mnoZstvim endogenniho PCR produktu
indikuji, #e odpovidajici rostliny, ze kterych byla genomova
templadtovd DNA pfipravena, neobsahuji elitni udalost. Dréhy
bez viditelného mnoZstvi endogenniho a transgennich PCR
produktu Jjsou vysledkem toho, Ze kvalita a/nebo kvantita
genomové DNA nebyla dostateéna pro vznik PCR produktu. Tyto
rostliny nemohou byt vyhodnoceny. Genomova DNA by méla byt
znovu pripravena a mé€l Dby byt proveden novy Dbéh PCR

s prisludnymi vhodnymi kontrolami.

5.2.8. Pouziti protokolu diskriminacéni PCR k identifikaci
MS-BN1 a RF-BN1

Rostlinny material z listl ozimé Fepky olejky obsahujici
pudto MS-BN1, RF-BN1 nebo jinou transgenni udéalost, Dbyl
testovan podle vyZe popsaného protokolu. Vzorky z ozimé Yepky
olejky divokého typu byly pouzity jako negativni kontroly.
Vvysledky PCR analyz jsou ilustrovany na obrazku 4 a 5.

Obréazek 4 ilustruje vysledek ziskany pomoci
identifika&niho protokolu PCR pro elitni udadlost MS-BN1 na dva
vzorcich ozimé fepky olejky (dréha 1 a 2). Dréha 1 obsahuje
elitni udalost detekovanou jako 280 bp pas, zatimco vzorek

v draze 2 neobsahuje MS-BNL.
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Obréazek 5 ilustruje vysledek ziskany  pomoci PCR
identifika&niho protokolu pro elitni uddlost REF-BN1 na dvou
vzorcich ozimé Frepky olejky (draha 1 a 2). Dradha 1 obsahuje
elitni udalost detekovanou jako 215 bp pés, zatimco vzorek

v drize 2 neobsahuje RF-BNIl.

Priklad 6

Produkce hybridnich semen S pouzitim MS-BN1 a RF-BN1
v rostlinach ozimé Fepky olejky

Rostliny ozimé fepky olejky obsahujici MS-BN1, které
vykazovaly samci sterilitu, byly kfizZeny s rostlinami ozimé
Yepky olejky homozygotnimi v RF-BNI. Hybridni semena byla
sebriana z MS-BN1 a uloZena ve sbirce ATCC pod pristupovym

tislem ATCC PTA-730.

Tato hybridni semena byla znovu vyseta na pole. Bylo
zjisténo, Ze rostliny byly 100% fertilni a projevovaly
soufasné optimdlni agronomické vlastnosti. Hybridni rostliny
obsahovaly budto obé udalosti MS-BN1 a RF-BN1 nebo jen RF-BN-1

samotnou.

Priklad 7

Vneseni MS-BN1 a RF-BN1 do vyhodného kultivaru ozimé Ffepky
olejky

Elitni udélosti MS-BN1 a RF-BN1 byly opakovanym zpétnym
kiizenim rostlin obsahujicich udadlost MS-BN1 nebo RF-BN1, v
daném potradi, preneseny na tadu agronomicky vyznamnych

kultivara ozimé Yepky olejky.
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Bylo pozorovano, Ze introgrese elitni udé&losti do téchto
kultivarad nijak  vyznamné neovlivnila 74dné  poZadované
fenotypové nebo agronomicky vyznamné charakteristiky téchto
kultivart (Zadna wvazba), kdyZz exprese transgenu, kterd byla
ur&ovéna jako tolerance ke glufosinatu, dosdhla komercné
pfijatelné urovné. To potvrdilo status uddlosti MS-BN1 a

RF-BN1 jako elitnich udalosti.

V pripojenych nérocich se uziva termin "rostlina" tak, Ze
zahrnuje 1 jakédkoliv rostlinnad pletiva, v jakémkoliv stadiu
zralosti, a také jakékoliv bunky, pletiva nebo organy odebrané
nebo pochazejici z rostlin, veetn&, aniZ by v3ak byl vycCet
omezujici, semen, listd, stonkd, kvétd, kotfenti, jednotlivych
bunék, gamet, bunédnych kultur, tkanovych kultur nebo

protoplastu.

Semena obsahujici elitni udadlost MS-BN1 a elitni uddlost
RF-BN1 nebo elitni wudélost RF-BN1 samotnou byla uloZena
v Bmerické sbirce mikroorganismd a tkanovych kultur ATCC pod

pristupovym &islem: PTA-730.
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ggtaacatta
3480

gtaccaaaat
3540

agagaagatg
3600

tcaaaaactg
3660

ttcgagtagg
3720

tgacaagtca
3780
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ccatcaaact

gggacacata
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gattgaaaga

cattcgctaa

tttttttatg

ttactacagt

gaaatagtaa

ttaatctgtg
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tccattccaa
ggttttcacc
tgatacttct
aagtaaaaac
atatagagca
ggaaaatggg
ttgcaaacat
gttatggaaa
caccttatgce
tgtgcatact
aaaatcatgt
actatattca
aataaaaata
tctggtgete
aatagcctat
aagtcctctg
agtgcaggga
ccaaaaagtyg
gtccaaaata
gcececttggag
aggttaatat

tgaaaacacc

aacgagcggyg

gtagtattce

gatttgttce

tttgatttga

caagacatac

gagtagcagg

ggacttagtg

ttacattatg

aagtctgctt

tcgagcectat

ttgaatcatc

atctgttaat

gctcttgatt

gtggctaagt

ttgtgcaaat

atagaagtcg

agcggttaac

tattactctce

agtgagtttt

taaatggtgt

gatcaatttc

aaaaaatcac

tactccaccc
ggaagggcaa
ccgttaatga
gtgatgatgt
acaacaactt
ctaatctgag
tgaggaaaaa
aagctgtget
ttagcttgat
gtcgctttaa
tttcataaag
gcaaattatc
agtaaaccgg
tctgatcgac
ctccececatceg
caaagtatca
tggaacataa
tceggtcecac
ttagatttca
tggagtatgt
attgctattt

ttattgtgga
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ttaatataat
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ccagcgaatg
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aagtatcaat

aaagaattaa

tatattatat

ctatgtatat

ctaatataat

tacaattgaa

tatatttgga

atggtagttt

acatatgatt

tccaaatage

gcataattta

ggttagaaaa

cgcgacggat

tatatcctge

19

agcgactaaa

ctagggaatc

tacaccgtca

ctcccaccect

tatattaaat

agtaaacaat

ccecegggaat

cg

<223> Popis umélé sekvence: primer 248

<400> 3

catgccctga cccaggctaa gtattttaac tttaaccact ttgetccgac agtcccattg 60

<210> 4
<211> 60
<212> DNA

<213>

<220>

<223>

Umé&la sekvence

Popis umé&lé sekvence: primer 249

L X XX B 3 J
L

aataaacttt

taaatcacta

aacacgaaat

atkacttazaa

gtgtataatc

taatatagcc

tccggggaag

tctcatatta

aaattaataa

tcgtaaatat

ctaaaaataa

atgtataatc

ggctatttgt

cttagatcca
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<400> 4

caatgggact gtcggaggac tgagggccaa agcttggcte ttagcctggg tcagggeatg 60

<210> 5
<211> 26

<212> DNA
<213> Umé&lé sekvence
<220>

<223> Popis um&lé sekvence: primer 247

<400> 5

ccgtcaccga gatctgatct cacgeg 26

<210> 6
<211> 24

<212> DNA
<213> Umeéla sekvence
<220>

<223> Popis umé&lé sekvence: primer 250

<400> 6

gcactgaggg ccaaagcttg getc 24

<210> 7
<211> 25

<212> DNA
<213> Umé&lé sekvence
<220>

<223> Popis um&lé sekvence: primer 251




&

<400> 7

ggatcccceg atgagctaag ctage

<210> 8

<211i> 21

<212> DNA

<213> Um&la sekvence

<220>

25

<223> Popis umé&lé sekvence: primer 254

<400> 8

cttagcctgg gtcagggcat g

<210> 9
<211> 20

<212> DNA
<213> Umél& sekvence

<220>

21

<223> Popis umé&lé sekvence: primer 258

<400> 9

ctacggcaat gtaccagctg

<210> 10
<211> 23
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

20

<223> Popis umé&lé sekvence: primer SP6




<400> 10

taatacgact cactataggg cga

<210> 11
<211> 22

<212> DNA

<213> Uméléa sekvence

<220>

23

<223> Popis umé&lé sekvence: primer T7

<400> 11

tttaggtgac actatagaat ac

<210>

<211>

<212>

12
21

DNA

<213> Um&la sekvence

<220>

22

<223> Popis umé&lé sekvence: primer 201

<400> 12

gcttggacta taatacctga c¢

<210> 13
<211> 953
<212> DNA

<213> Umélé sekvence

<220>

21

<223> Popis umélé sekvence: sekvence obsahujici 5 sousedici usek

MS-BN1




<220>

<221> ruzné vlastnosti

<222>

(1)..

(24)

<223> pGEM®-T

<400> 13

ccecngecgece
agactttcectce
aagaaaaatc
ccacttggtt
tatatgtata
ggtcgcttag
ataatagagg
gcaaaatata
attttagagg
ggtagaaata
aactagaaag
catttagtta
tggatgagag
ctgtggccat
attcgacctt

tggtcgataa

<210> 14
<211> 16

<212> DNA

<213> Um&la sekvence

<220>

atggccgcgg
ggcccaaata
gaacccatga
taacatattg
tatataaaat
accatctcca
tgggttttge
gaggaatgtt
caaaaataga
gaggtgggtt
ctttggagtg
actagttgac
tttgacactt
aaaccttgag
tgcaattttc

gaaaaggcaa

gattcttagce
ctaatcatca
caatattcac
taaacttaat
tttattggeg
atgtatttct
tccaatgtat
atttcttect
gatbsgttgg
ggagatgctc
tacgagtgga
atagattttt
tgagccactc
gacvstttga
tcttcaggta

tttgtagatg

ctgggtcagg
caagtcatgc
agttgtaagt
atatagaaga
actcgaggat
ctatttttac
ttctttaaaa
ctataaatag
agtgattttyg
ttactatttt
aaacctctct
gagtcagata
gaaggacaaa
tcatattcta
ctcggcegtce

ttaattccca

<223> Popis umélé sekvence: primer 611

<400> 14

gcatgcatgg
atgatctgcet
tttttaccag
tgttcctatt
gcacagaaat
ctctaaaata
tagagatctc
aggagaaaat
cctctaaatg
catagtaggt
ttgtagaaac
actttaagaa
ttttaaaaac
ttaactacag
gaactcggcc

tcttgaaaga

tgtgatccaa
cgggatggce
tagacaaata
cagaaaataa
ataaaatgtt
aaggagctct
tacatataga
agcaatctct
ctattataga
gaaaacttga
atacacatgc
tatatatgtt
ttgtgggatg
tacgaatatg
gtcgagtaca

aat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

953
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ngtcgaswgt ntwcaa

<210> 15
<211> 22

<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>

<223> Popis um&lé sekvence: primer 259

<400> 15

gtgcagggaa gcggttaact gg

<210> 16
<211> 22

<212> DNA
<213> Umél4a sekvence

<220>

<223> Popis umé&lé sekvence: primer 260

<400> 16

cctttggagt aaatggtgtt gg

<210> 17
<211> 20

<212> DNA
<213> Umé&léa sekvence
<220>

<223> Popis umélé sekvence: primer 24

<400> 17

22

22



gcgaatgtat

<210> 18
<211> 537

<212> DNA

<213>

<220>

<223>

attatatgca

Uméla sekvence

MS-BN1

<400> 18

gcgaatgtat
gtataatcta
aaaatcccta
tttgttatga
ttattcggtt
tttgttegtt
aggtttggtt
aatccgtatt

tttaaattgce

<210> 19
<211> 19

<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

attatatgca
tgtatatggt
atataatcga
taaccaaaaa
ttgattagag
ttcattacaa
tattgtgaac
taacaagtaa

atttanctat

taatttatat
tagaaaaagt
cggatccccg
caccctectt
atattaatcc
tccaagacaa
attgctgcgg
actagtcttt

gtcctctetg

35

attaaatgtg
aaacaattaa
ggaattccgg
tttattataa
cgttttatca
gttaggttta
tttatttaaa
atataatctt

gcgtatatgg

<223> Popis umélé sekvence: primer 51

<400> 19

tgacactttg

agccactcg

osanss

-
aseese
.
-
200009
coen

tataatcatg
tatagccggce
gggaagctta
aggtagggat
agtacagttt
ttacatttta
tttgattcta
aaatctaacg

tctctttgaa

LR R J

LA

tataatcaat
tatttgtgta
gatccatgga
agctaatctg
gatgtatttt
ccaaaaaaaa
ttcaaaggtc
atctttgatt

aacactc

Popis umé€lé sekvence: sekvence obsahujici 3 sousedici usek

60

120
180
240
300
360
420
480

537

13



8c L

<210> 20
<211> 20

<212> DNA
<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: primer 48

<400> 20

ggagggtgtt tttggttatc 20

<210> 21
<211> 178

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umé&lé sekvence: sekvence obsahujici deleci inzerd&niho
mista MS-BN1

<400> 21
gacactttga gccactcgaa ggacaaattt tasazacttg tgggatgctg tggccataaa 60
ccttgaggac gctttgatca tattctatta actacagtac gaatatgatt cgacctttge 120

aattttctct tgttttctaa ttcatatgga tttgttatga taaccaaaaa caccctcc 178

<210> 22
<211> 1198

<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>

<223> Popis umé&lé sekvence: inzeréni usek MS-BN1



<400> 22

catggtgtga
ctgctcggga
acéagtagac
ctattcagaa
gaaatataaa
aaataaagga
atctctacat
aaaatagcaa
aaatgctatt
taggtgaaaa
gaaacataca
aagaatatat
aaaacttgtg
tacagtacga
atttgttatg
gttattcggt

ttttgttegt
1020

aaggtttggt
1080

caatccgtat
1140

ttttaaattg
1198

<210> 23
<211> 22

<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

tccaaagact
tggccaagaa
aaataccact
aataatatat
atgttggtcg
gctctataat
atagagcaaa
tctctatttt
atagaggtag
cttgaaacta
catgccattt
atgtttggat
ggatgctgtg
atatgattcg
ataaccaaaa
tttgattaga

tttcattaca

ttattgtgaa

ttaacaagta

catttancta

ttctcggecce
aaatcgaacc
tggtttaaca
gtatatatat
cttagaccat
agaggtgggt
atatagagga
agaggcaaaa
aaatagaggt
gaaagctttg
agttaactag
gagagtttga
gccataaacc
acctttgcaa
acaccctcct
gatattaatce

atccaagaca
cattgctgceg
aactagtctt

tgtcctctet

3T

aaatactaat
catgacaata
tattgtaaac
aaaattttat
ctccaatgta
tttgctccaa
atgttatttc
atagagatbs
gggttggaga
gagtgtacga
ttgacataga
cactttgagc
ttgaggacvs
ttttctctte
ttttattata
ccgttttatce

agttaggttt

gtttatttaa

tatataatct

ggcgtatatg

<223> Popis umélé sekvence: primer 193

Sgee s
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catcacaagt
ttcacagttg
ttaatatata
tggcgactcg
tttctctatt
tgtatttett
ttecctctata
gttggagtga
tgctcttact
gtggaaaacc
tttttgagtc
cactcgaagg
tttgatcata
aggttttcta
aaggtaggga
aagtacagtt

attacatttt

atttgattct

taaatctaac

gtctctttga

catgcatgat
taagtttttt
gaagatgttc
aggatgcaca
tttacctcta
taaaatagag
aatagaggag
ttttgcctet
attttcatag
tctctttgta
agataacttt
acaaatttta
ttctattaac
attcatatgg
tagctaatct
tgatgtattt

accaaaaaaa

attcaaaggt

gatctttgat

aaacactc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960



<400> 23

tcatctacgg caatgtacca gc¢

<210> 24
<211> 1077

<212> DNA

<213>

<220>

<223>

Um&la sekvence

Popis umélé sekvence:

RF-BN1

<220>

<221>

222>

(1)..

(45)

<223> pGEM®-T

<220>

rizné vlastnosti

<221> ruzné vlastnosti

<222> (1061)..(1077)

<223> pGEM®-T -

<400> 24

gagctcteccce
ggcatggcat
cattttctga
caatataata
aaaaaaatac
gaggtccgag
tataacattc
tttataaact
gatacaaatt

ttaactatag

atatggtcga
gtctgatggt
tggaactaaa
gtagtaattg
caaaccaata
acgagttcaa
aaaagtttga
aaatttttaa
tttgattgaa

taaactatat

cctgcaggcyg
acatgctaaa
tccagtttta
gcatctttga
atgaagactt
aaatacattt
attattacat
atcatgaaca
atattggtag

attgaaaata

&3

gccgcactag
tgctatattt
agagtaactg
ttgttaaata
ggcggagaca
tacataatat
aaacgttttc
aaaagtatga
ctgtcaaaaa

ttataaattt

eswsoe
L]
esesne

tgattcttag
cctgtttaaa
acaagtacaa
tcaaaacagt
gtgcegtgeg
atttttcata
taaattttct
atttgtaata
agtaaatctt

ttatcaaatt

L EEXR ]

*n

cctgggtcag
gtgttaaaat
ttaagcacaa
aaagttacaa
aaggttttcg
tatatatata
tcaccaaaat
taaatacaaa
agaatttaaa

ctcataaata

22

sekvence obsahujici 5 sousedici usek

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600
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Soaesh

tataaaataa
cagtttttta
acctagttay
aaatatgtta
caaaacttgg
agatgttaat

tcaggtatta
1020

atttcaataa

atctaactca
gaagtagaat
ttaaggagaa
actaccatgc
acccctaggt
tcccatcettg

tagtccaagc

ctgattatat

tagcatataa
ctttatagtt
gtccaattca
aaaagtattt
aaatgccettt
aaagaaatat

aaaaacataa

cagctggtac

aaagaagact aatgtggatc aaaatattta 660

ttatttaaaa
aaatcaaata
tttttgtaat
ttcatctcge
agtttaaata

atttattgat

atcgecgtag

tatagcaaaa
aaaataaaat
tagaaaccct
gataagaaaa
tttattgata

gcaagtttaa

aatcccgege

atgatcacaa
ctatctaaaa
gaaatttgta
ggcaatttgt
aaataacaag

attcagaaat

catggcg

720
780
840
900

860

1077

<210> 25

<211> 16

<212> DNA

<213> Umé&la sekvence
<220>

<223> Popis umélé sekvence: primer 286

<400> 25

ntgcgaswga nawgaa 16

<210> 26

<211> 19

<212> DNA

<213> Umélad sekvence
<220>

<223> Popis umélé sekvence: primer 314

<400> 26

gtaggaggtt gggaagacc 19

<210> 27
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<211> 25

<212> DNA

<213> Umé&léa sekvence
<220>

<223> Popis um&lé sekvence: primer 315

<400> 27

gggctttcta ctagaaagct ctcgg

<210> 28
<211> 24

<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>

<223> Popis um&lé sekvence: primer 316

<400> 28

ccgataggga agtgatgtag gagg

<210> 29
<211> 21

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: primer 288

<400> 29

atgcagcaag aagcttggag g

<210> 30

: - . - LN
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<211> 1501

<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: sekvence obsahujici 3’ sousedici usek

RF-BN1

<220>

<221> rtzné vlastnosti

<222> (1)..(16)

<223> pGEM®-T
<220>
<221> r@izné vlastnosti

<222> (1458)..(1501)

<223> pGEM®-T

<400> 30

ccatggccge
cgttttgtgt
ggactttagtt
tggtcgataa
tgttaaaatc
taagcacaac
aagttacaaa
aggttttcgg
atatatatat
ttcaccaaaa
tataaatacm
ttagaattta
ttctcataaa

tcaaratatt

gggattgtag
atagttttca
tagctttgtt
gcgtgegeat
attttctgat
aataaaatag
aaaaaatacc
aggtccgaga
atataacatt
ttttataaac
aagatacaaa
aattaactat
tatataaaat

tacagttttt

gaggttggga
atgttcataa
gggcgttttt
gtctgatggt
ggaactaaat
tagtaattgg
aaaccaataa
cgagttcaaa
caaaagtttg
taaaattttt
tttttgattg
agtaaactat
aaatctaact

tagaagtaga

agacaggcce
aggaagatgg
tttttttgat
acatgctaaa
ccagttttaa
catctttgat
tgaagacttg
aatacatttt
aattattaca
maatcatgaa
aaatattggt
atatggaaaa
catagcatat

atctctatag

agaaagagat
agacttgaga
caataacttt
tgctatattt
gagtaactga
tgttaaatat
gcggagacag
acataatata
taaacgtttt
caaaaagtat
agctgtcaaa
tattataaat
aaaaagaaga

ttttatttaa

ttatctgact
agtttttttt
gttgggctta
ctgtttaaag
caagtacaat
caaaacaata
tgcecgtgega
tttttcatat
ctaaatttte
gaatttgtaa
aaagtaaatc
ttttatcaaa
ctaatgtgga

aatatagcaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
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aaatgatcac aaacctagtt actttaacca gaagtccaat tcaaaatcaa ataaaaataa 900
aaatctatct azaaaaatat gttaactacc atgcaaaagt attttttttt gtaattagaa 960

accctgaaat ttgtacaaaa cttggacccc taggtaaatt ccctagaaag tatcctatta
1020

gcgtcgacaa actgttgctc atatttttct ctccttactt tatatcatac actaatatan
1080

gnagatgatc taattaatta ttcatttcca tgctagctaa ttcaagaaaa agaaaaaaaa
1140

ctattatcta aacttatatt cgagcaacac ctcggagata acaggatata tgtcattaat
1200

gaatgcttga actcatctcg cgaactcatc tcgcatcget tatagcecaca aagatccaac
1260

ccctctctte aatcatatat cagtagtaca atacaaatag atattgtgag cacatatgcc
1320

gtctagtact gatgtgtaca tgtagaggag ccgcaaatgt ttagtcactc caacaaatga
1380

gcatgaccac gcatcttctg atgatgtaca gccgtecctt ttgctctctc aaatatcctce
1440

caagcttctt gctgcataaa tcactagtgc ggccgcctge aggtcgaccea tatgggagag
1500

c 150
1

<210> 31

<211> 21

<212> DNA

<213> Umélé sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: primer 269

<400> 31

ggttttcgga ggtccgagac g 21

<210> 32
<211> 21

<212> DNA
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<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: primer 283

<400> 32

cttggaccecc taggtaaatg c

<210> 33
<211> 22

<212> DNA

<213> Uméléd sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: primer 284

<400> 33

gtacaaaact tggaccccta

<210> 34
<211> 1068

<212> DNA

99

<213> Umé&la sekvence

<220>

21

22

<223> Popis umé&lé sekvence: sekvence obsahujici deleci cilového

mista RF-BN1

<400> 34

cgcgttggga gctctcceat
ccctaggtaa atgecttttt
gaaaaaaaga tatttcccta
tttctctcet tactttatat

ttccatgcta gctaattcaa

atggtcgacc tgcaggcggce cgcactagtg
caaaagcctc taagcacggt tctgggcggg
gaaagtatcc tattagcgtc gacaaactgt
catacactaa tataaaaaga tgatctaatt

gaaaaagaaa aaaactatta tctaaactta

attcttggac 60

gagtcagcga 120
tgctcatatt 180
aattattcat 240

tattcgagca 300



acacctcgga
catctcgeat
tacaatacaa
gganngcaaa
acagccgtec
tcttggtgte
caaataaaac
aaagtgagac
tacacgtaca
gaactgtatc
aagaaaaatg

ttagagatag
1020

caaccccacg
1068

<210> 35
<211> 21

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

gataacagga
cgcttatage
atagatattg
tgtttagtca
cttttgctct
tttcatgata
tctaacgaga
cataaagatg
catcataccc
ccétacttta
agcctgatat

tgccatgtceca

cgcattgtgt

tatatgttat
cacaaagatc
tgagcacata
ctccaacaaa
ctcaaatatc
acaaaatcta
gtgtgtgaga
ttgtgcaaag
attanagata
tctcatcata
ttttttattt

aatttctaag

tcatttctcet

% .

[ Y YN 2

taatgaatgce
caacccctcet
tgecgtctag
tgagcatgac
ctccaagctt
acgagagaga
aagtagagag
agagcaagac
ataaaaagga
catgatgcat
cgaaactaaa

aagtagcaag

cgaccatccc

<223> Popis umélé sekvence: primer 57

<400> 35

gcatgatctg ctcgggatgg c

<210> 36
<211> 909

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

L
Soedee

ttgaactcat
cttcaatcat
tactgatgtg
nacgcatctt
cttgctgecat
aacccttagt
tatgtgtgag
ttaacctata
aaaaggaaca
aatatattct
agagtgtcta

atttacaaag

gcggecat

ctcgecgaact .
atatcagtag
tatatgtaga
ctgatgatgt
ggaatcttct
caagaaaaaa
tgacggagag
tatactcaca
actaacaagg
ttcgtatatce
tttctctete

gaatctaaag

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

21

<223> Popis um&lé sekvence: sekvence obsahujici 5°sousedici usek
M5-BN1 v rostliné€ ozimé fepky olejky



<400> 36
tgcatgatct
agttttttac
agatgttcct
gatgcacaga
tacctctaaa
aaatagagat
tagaggagaa
ttgcctctaa
tttcatagta
tetttgtaga
ataactttaa
aaattttaaa
tctattaact
gtcgaactcg
ccatcttgaa
agtccaagc
<210> 37
<211> 20

<212> DNA

<213>
<220>

<223>

<400> 37

ccatatacgc

<210> 38

gctcgggatg
cagtagacaa
attcagaaaa
aatataaaat
ataaaggaac
ctctacatat
aatagcaatc
atgctattat
ggtgaaaact
aacatacaca
gaatatatat
aactﬁgtggg
acagtacgaa
gccgtegagt

agaaatatag

Uné&la sekvence

cagagaggac

gccaagaaaa
ataccacttg
taatatatgt
gttggtcgcet
tctataatag
agagcaaaat
tctattttag
agaggtagaa
tgaaactaga
tgccatttag
gtttggatga
atgctgtggce
tatgattcga
acatggtcga

tttaaatatt

5 .

atcgaaccca
gtttaacata
atatatataa
tagaccatct
aggtgggttt
atagaggaat
aggcaaaaat
atagaggtgg
aagctttgga
ttaactagtt
gagtttgaca
ccataaacct
cctttgcaat
taagaaaagg

tattggataa

Popis umélé sekvence: primer 68

tgacaatatt
ttgtaaactt
aattttattg
ccaatgtatt
tactccaatg
gttatttctt
agagatgggt
gttggagatg
gtgtacgagt
gacatagatt
ctttgagcca
tgaggacgct
tttectctteca
caatttgtag

aataacaagt

cacagttgta
aatatataga
gcgactcgag
tctetatttt
tatttcttta
cctctataaa
tggagtgatt
ctcttactat
ggaaaacctc
tttgagtcag
ctcgaaggac
ttgatcatat
gtactcggcece
atgttaattc

caggtattat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

909

20



<211> 522

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis ume&lé sekvence: sekvence obsahujici 3 sousedici usek
MS-BN1 v rostliné ozimé fepky olejky

<400> 38

gcgaatgtat attatatgca taatttatat attaaatgtg tataatcatg tataatcaat 60
gtataatcta tgtatatggt tagaaaaagt aaacaattaa tatagccggce tatttgtgta 120
aaaatcccta atataatcga cggatccccg ggaattccgg gggaagctta gatccatgga 180
tttgttatga taaccaaaaa caccctcctt tttattataa aggtagggat agctaatctg 240
ttattcggtt ttgattagag atattaatcc cgttttatca agtacagttt gatgtatttt 300
tttgttegtt ttcattacaa tccaagacaa gttaggttta ttacatttta ccaaaaaaaa 360
aggtttggtt tattgtgaac attgctgcgg ttttatttaa atttgattct attcaaaggt 420
caatccgtat ttaacaagta aactagtctt tatataatct taaatctaac gatacttgga 480

tttttaaatt gcatttagct atgtcctctc tggcgtatat gg 522

<210> 39
<211> 694

<212> DNA
<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: sekvence obsahujici 5" sousedici usek
RF-BN1 v rostlin& ozimé fepky olejky

<400> 39
ggttttcgga ggtccgagac gagttcaaaa atacatttta cataatatat ttttcatata 60

tatatatata tataacattc aaaagtttga attattacat aaacgttttc taaattttect 120



tcaccaaaat
ataaatacaa
tagaatttaa
tctcataaat
caaaatattt
aatgatcaca
aatctatcta
ccctgaaatt
aaaaggcaat

gataaaataa

<210> 40
<211> 1279

<212> DNA

tttataaact
agatacaaat
attaactata
atataaaata
acagtttttt
aacctagtta
aaaaaatatg
tgtacaaaac
ttgtagatgt

caagtcaggt

aaaattttta
ttttgattga
gtaaactata
aatctaactc
agaagtagaa
ctttaaccag
ttaactacca
ttggaccect
taattcccat

attatagtcc

<213> Uméla sekvence

<220>

.
sesessa

33

aatcatgaac
aatattggta
tattgaaaat
atagcatata
tctttatagt
aagtccaatt
tgcaaaagta
aggtaaatgc
cttgaaagaa

aagc

L[ ]
*6G0 09
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o sse eso
aaaaagtatg
gctgtcaaaa
attataaatt
aaaagaagac
tttatttaaa
caaaatcaaa
tttttttttg
ctttttcatc

atatagttta

. .9

see e
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aatttgtaat
aagtaaatct
tttatcaaat
taatgtggat
atatagcaaa
taaaaataaa
taattagaaa
tcgcgataag

aatatttatt

(X

L
scee

.180
240
300
360
420
480
540
600
660
694

<223> Popis umé&lé sekvence: sekvence obsahujici 3’ sousedici usek
RF-BN1 v rostliné& ozimé fepky olejky

<400> 40

gggggttttt
tctgatggta
gaactaaatc
agtaattggce
ccaataatga
gttcaaaaat
aagtttgaat
aatttttaaa
ttgattgaaa
aaactatata

tctaactcat

ttttttgatce
catgctaaat
cagttttaag
atctttgatt
agacttggcg
acattttaca
tattacataa
tcatgaacaa
tattggtagc
ttgaaaatat

agcatataaa

aataactttg
gctatatttc
agtaactgac
gttaaatatc
gagacagtgc
taatatattt
acgttttcta
aaagtatgaa
tgtcaaaaaa
tataaatttt

aagaagacta

ttgggcttat
tgtttaaagt
aagtacaatt
aaacaataaa
cgtgcgaagg
ttcatatata
aattttcttc
tttgtaatat
gtaaatctta
tatcaaattc

atgtggatca

ggtcgataag
gttaaaatca
aagcacaaca
gttcaaaaaa
ttttcggagg
tatatatata
accaaaattt
aaatacaaag
gaatttaaat
tcataaatat

aaatatttac

cgtgegeatg
ttttctgatg
ataaaatagt
aaataccaac
tccgagacga
taacattcaa
tataaactaa
atacaaattt
taactatagt
ataaaataaa

agttttttag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



a8 .

seonscea

aagtagaatc
ttaaccagaa
aactaccatg
ggacccctag
tttttctcte

atttccatge
1020

agcaacacct
1080

aactcatctc
1140

gtagtacaat
1200

tagaggagcc
1260

gatgtacagc
1279

<210> 41
<211> 20

<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: primer 268

<400> 41

tggaccccta

<210> 42
<211> 22

<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis umé&€lé sekvence: primer BNAOS

tttatagttt
gtccaattca
caaaagtatt
gtaaattcce
cttactttat

tagctaatte

cggagataac

gcatcgctta

acaaatagat

gcaaatgttt

cgtcecttt

ggtaaatgcc

tatttaaaat
aaatcaaata
tttttttgta
tagaaagtat
atcatacact

aagaaaaaga

aggatatatg

tagccacaaa

attgtgagca

agtcactcca

atagcaaaaa tgatcacaaa

cctagttact . 720

aaaataaaaa
attagaaacc
cctattagcg
aatataaaaa

aaaaaaactt

tcattaatga

gatccaaccc

catatgcegt

acaaatgagc

tctatctaaa
ctgaaatttg
tcgacaaact
gatgatctaa

attatctaaa

atgcttgaac

ctctcttcaa

ctagtactga

atgaccacgc

(BNAQO4)

aaaatatgtt
tacaaaactt
gttgctcata
ttaattatte

cttatattcg

tcatctcgeg

tcatatatca

tgtgtatatg

atcttctgat

780
840
900

960

20
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<400> 42

aacgagtgtc agctagacca gc

<210> 43
<211> 22

<212> DNA

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: primer BNAOS

<400> 43

cgcagttctg tgaacatcga cc
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SAMS B MAY i
PATENTOVE N AROKY (pavodni) /%%

Rostlina ozimé Iepky olejky, semena, bufiky nebo pletiva

rostliny podle naroku 1, kde genomova DNA rostlin ozimé

tepky olejky nebo semen, bun&k nebo pletiv rostliny

poskytnou alesponn dva soubory restrikénich fragmentt
vybranych ze skupiny, kterou tvori:

I) jeden soubor BamHI fragmentl, kde jeden méa délku mezi
805 a 11099 bp, vyhodné ptiblizné 814 bp, jeden ma
délku mezi 1700 a 1986 bp, jeden ma delku mezi 2450 a
2838 bp a jeden ma délku mezi 5077 a 14057 bp.,

II) jeden soubor EcoRI fragment, Jjeden délky mezi 805 a
1159 bp, Jjeden délky mezi 1986 a 2450 bp a dva delky
mezi 5077 a 14057 bp,

III) jeden soubor EcoRV fragmenti, kde oba maji délku mezi
5077 a 14057 bp,

IV) Jeden soubor HindIII fragmenti, kde Jjeden ma délku
mezi 1700 a 2140 bp a dva maji délku mezi 2450 a 2838

pticemzZ kazdy z restrikénich fragmentd  Je schopen
hybridizace v podminkach standardni stringence, s
fragmentem © velikosti 2182 bp obsahujicim sekvenci
PTA29-barstar pripravitelnou stépenim plazmidu pTHW118

enzymem Hpal.

Rostlina, semena, rostlinné butiky nebo pletivo podle naroku
1, kde genomova DNA rostliny, semen, rostlinnych bunék nebo
pletiv je schopna  poskytnout alespon t¥i soubory

restrik&nich fragmentl vybranych ze skupiny.

Rostlina, semena, rostlinné buiiky nebo pletivo podle naroku

2, kde genomova DNA rostliny, semen, rostlinnych bunék nebo
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pletiv je schopna poskytnout Ctyfi soubory restrikénich

fragmentd vybranych ze skupiny.

Rostlina, semena, rostlinné bufiky nebo pletivo podle néroku
2, kde genomova DNA rostliny, semen, rostlinnych buné&k nebo
pletiv je schopna poskytnout v8ech pét souborft restrikénich

fragmentll vybranych ze skupiny.

Rostlina ozimé tepky olejky, semena, bufiky nebo pletiva
rostliny podle naroku 1, kde genomovd DNA miZe byt pouZita
k amplifikaci DNA fragmentu O velikosti mezi 195 a 235 bp,
s pouZitim polymerédzove tetézové reakce se dvéma primery
majicimi nukleotidové sekvence SEKV. ID. ¢. 23 a SEKV. ID.

~

C. 41.

Rostlina ozimé fepky olejky, semena, puiiky nebo pletiva
rostliny podle ndroku 3, kde genomova DNA miZe byt pouzita
k amplifikaci DNA fragmentu © velikosti p¥ribliZné& 215
s pouzitim polymerdzové fetézové reakce s dvéma primery
majicimi nukleotidové sekvence ze sgKkv. ID. €. 23 a SEKV.

-

ID. C. 41.

Rostlina, semena, rostlinné buiiky nebo pletivo podle naroku
1, kde dale genomovéa DNA rostliny, bunky, pletiva nebo
semen je schopna poskytnout alespon t¥i soubory
restrik&nich fragmentul vybrané ze skupiny, kterou tvoIii:

I) jeden soubor ECORI fragment(, jeden délky mezi 2140 a
2450 bp, vyhodné ptibliZné& 2266 bp, a jeden délky vice
neZ 14 kbp,

II) Jjeden soubor ECORV fragmentl, kde Jjeden m& délku mezi
1159 a 1700 bp, vyhodné ptiblizné 1,4 kbp, a druhy ma
délku vice neZ 14 kbp,

I1I) jeden soubor Hpal fragmentl, Jjeden délky mezi 1986 a
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11.
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2140 bp, vyhodn& délky pribliZzné& 1990 bp, a jeden
délky mezi 2140 a 2450 bp, vyhodn& ptribliZné 2229 bp,

IV) jeden soubor AflIII fragmentl, Jjeden délky mezi 514 a
805 bp, vyhodné& délky p¥ibliZn& 522 bp, a jeden délky
mezi 2140 a 2450 bp, vyhodné pribliZné 2250 bp, a
jeden délky mezi 2450 a 2838 bp, vyhodné pribliZné
2477 bp,

V) jeden soubor Ndel fragmentd, oba délky mezi 5077 a
14057 bp, vyhodné& Jjeden délky pfibliZné& 6500 bp a
jeden délky priblizné 10 kbp,

kde kazdy z restrik&nich fragmentld Jje schopen hybridizace

v podminkéch standardni stringence, s fragmentem ©

velikosti 3942 bp obsahujicim sekvenci PTA29-barnazy

ptipravitelnou $t&penim plazmidu pTHW107 enzymem HindIII.

Rostlina, semena, rostlinné butiky nebo pletivo podle naroku
7, kde genomova DNA rostliny, semen, rostlinnych bunék nebo
tkani je schopna poskytnout alespon tr¥i soubory

restrik&nich fragmentl vybranych ze skupiny.

Rostlina, semena, rostlinné bunky nebo pletivo podle naroku
8, kde genomovad DNA rostliny, semen, rostlinnych bunék nebo
tkani je schopna poskytnout alespont &tyfi  soubory

restrik&nich fragmentl vybranych ze skupiny.

Rostlina, semena, rostlinné buinky nebo pletivo podle naroku
9, kde genomovéa DNA rostliny, semen, rostlinnych bunék nebo
tkani je schopna poskytnout v3ech p&t souboru restrikénich

fragment® vybranych ze skupiny.

Rostlina, semena, rostlinné bunky nebo pletivo podle naroku
7, kde dale genomova DNA miZe byt pouZita k amplifikaci DNA

fragmentu o velikosti mezi 260 a 300 bp, s pouZzitim
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polymerdzové Fet&zové reakce S dvéma primery majicimi

nukleotidové sekvence SEKV. ID. C. 12 a SEKV. ID. ¢. 19.

Rostlina, semena, rostlinné bunky nebo pletivo podle naroku
1, které mohou byt ziskany k¥iZenim rostliny s rostlinou
ozimé Fepky olejky ziskanou ze semen uloZenych v ATCC pod

pristupovym &islem PTA-730.

Rostlina, semena, rostlinné Dbuiky nebo pletivo podle
kteréhokoliv z narok 1 a% 12, kde se jedna o hybridni
rostlinu, semena nebo hybridni rostlinné buniky nebo

pletiva.
Semena ulofend v ATCC pod pfistupovym Cislem PTA-730.

Rostlina ozimé Fepky olejky nebo jeji semena, rostlinné

bufiky nebo pletiva, kde: a) genomovéa DNA rostlin ozimé

fepky olejky nebo semen, punék nebo pletiv rostliny
poskytnou alespoii dva soubory restrik&nich fragmentl
vybranych ze skupiny, kterou tvori:

I) jeden soubor BamHI fragment®, kde jeden ma délku mezi
805 a 1099 bp, vyhodné& pribliZné 814 Dbp, jeden mé
délku mezi 1700 a 1986 bp, jeden ma& délku mezi 2450 a
2838 bp a jeden m& délku mezi 5077 a 14057 bp,

II) jeden soubor ECORI fragment?i, jeden délky mezi 805 a
1159 bp, jeden délky mezi 1986 a 2450 bp a dva délky
mezi 5077 a 14057 bp,

III) jeden soubor EcoORV fragment, kde oba maji délku mezi
5077 a 14057 bp,

IV) Jjeden soubor HindIII fragmentl, kde Jjeden mé& délku
mezi 1700 a 2140 bp a dva maji délku mezi 2450 a 2838
bp,

pr¥icemz kaidy z restrik&nich fragmentd Jje  schopen
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20.
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hybridizace v podminkéch standardni stringence, s
fragmentem © velikosti 2182 bp obsahujicim sekvenci
PTA29-barstar pripravitelnou st&penim plazmidu pTHW118
enzymem Hpal, a/nebo

b) kde genomovd DNA mGZe byt pou?ita k amplifikaci DNA
fragmentu o velikosti mezi 195 a 235 bp, s pouZitim
polymerazové Fetézoveé reakce se dvéma primery majicimi

nukleotidové sekvence SEKV. ID. &. 23 a SEKV. ID. C. 41.

Rostlina, semena, bufiky nebo pletiva rostliny podle néaroku
15, kde genomova DNA mdZe byt pouZita k amplifikaci DNA
fragmentu o velikosti ptibliZné& 215 s pouZitim polymerazové
Yet&zové reakce s dvéma primery majicimi nukleotidové

sekvence ze SEKV. ID. C. 23 a SEKV. ID. ¢. 41.

Rostlina, bufiky, pletivo nebo semena podle naroku 15, kde
ddle genomovd DNA rostliny, butiky, pletiva nebo semen je
schopna poskytnout alespoi t¥i  soubory restrikénich

fragmentl vybranych ze skupiny.

Rostlina, bufiky, pletivo nebo semena podle naroku 17, kde
ddle genomova DNA rostliny, butiky, pletiva nebo semen je
schopna poskytnout alesponl <&ty¥i soubory restrikénich

fragmentd vybranych ze skupiny.

Rostlina, bufky, pletivo nebo semena podle naroku 18, kde
ddle genomova DNA rostliny, bufiky, pletiva nebo semen je
schopna poskytnout vSech pét soubortl restrikénich fragmentl

vybranych ze skupiny.

Rostlina, buiiky, pletivo nebo semena podle naroku 13, kde
dale genomova DNA rostliny, bufiky, pletiva nebo semen je

schopna poskytnout alespohi tfi  soubory restrikénich
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fragmentd vybranych ze skupiny, kterou tvori:

I) jeden soubor EcORI fragmentu, Jeden délky mezi 2140 a
2450 bp, vyhodné pfiblizn& 2266 bp, a jeden délky vice
nez 14 kbp,

II) jeden soubor EcoRV fragment®, kde jeden mé& délku mezi
1159 a 1700 bp, vyhodné priblizné 1,4 kbp, a druhy ma
délku vice neZ 14 kbp,

III) jeden soubor Hpal fragmentd, jeden délky mezi 1986 a
2140 bp, vyhodné& délky pfibliZn& 1990 bp a jeden délky
mezi 2140 a 2450 bp, vyhodné pribliZné 2229 bp,

1V) Jjeden soubor Af1III fragmentl, jeden délky mezi 514 a
805 bp, vyhodné délky ptibliZné 522 bp, a Jjeden délky
mezi 2140 a 2450 Dbp, vyhodné priblizné& 2250 bp, a
jeden délky mezi 2450 a 2838 Dbp, vyhodn& pfibliZné
2477 bp,

V) jeden soubor NdeI fragmentt, oba délky mezi 5077 a
14057 bp, vyhodn& jeden délky ptiblizZné 6500 bp a
jeden délky p¥iblizné 10 kbp,

pridemz kaidy =z restrik&nich  fragmentu je  schopen

hybridizace v podminkach standardni stringence, S

fragmentem O velikosti 3942 Dbp obsahujicim sekvenci

pTA29-barndzy pripravitelnou stdpenim plazmidu pTHW107
enzymem HindIII, a/nebo

b) kde genomova DNA miZe byt pouZita k amplifikaci DNA

fragmentu © velikosti mezi 260 a 300 bp, s pouZitim

polymerazové fetdzové reakce se dvéma primery majicimi

nukleotidové sekvence SEKV. ID. & 12 a SEKV. ID. C. 19.

Rostlina, semena, rostlinné bufiky nebo pletivo podle naroku
20, kde genomova DNA mize byt pouzita k amplifikaci DNA
fragmentu ©O velikosti mezi 260 a 300 bp, S pouZitim
polymerézové fet&zové reakce se dvéma primery majicimi

nukleotidové sekvence SEKV. 1D. &. 12 a SEKvV. ID. C. 19.
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Rostlina, semena, rostlinné pbuniky nebo pletivo podle naroku
20, kde genomova DNA rostliny, semen, rostlinnych bunék
nebo tkani Jje schopna poskytnout alespoi t¥i soubory

restrik&nich fragmentl vybranych ze skupiny.

Rostlina, semena, rostlinné buiiky nebo pletivo podle naroku
22, kde genomova DNA rostliny, semen, rostlinnych bunék
nebo tkani Jje schopna poskytnout alesponi &tyfi soubory

restrik&nich fragmentl vybranych ze skupiny.

Rostlina, semena, rostlinné bufiky nebo pletivo podle naroku
23, kde genomova DNA rostliny, semen, rostlinnych bunék
nebo tkani je schopna poskytnout viech pé&t souborl

restrik&nich fragmentl vybranych ze skupiny.

Zplisob produkce hybridnich semen vyznacujicil se

tim, Ze zahrnuje

a) k¥iZeni transgenni rostliny ozimé Fepky olejky se samcCi

sterilitou, kterd m& Jjednu 2z uvedenych charakteristik
nebo obé:

1) genomova DNA rostliny, bunky, pletiva nebo semen je

schopna poskytnout alespoii dva soubory restrikénich

fragmentl vybranych ze skupiny, kterou tvori:

I) jeden soubor ECORL fragmentd, jeden délky mezi 2140 a
2450 bp, vyhodné ptibliZné 2266 bp, a jeden délky vice
ne? 14 kbp,

II) jeden soubor EcoRV fragmentl, kde Jjeden mé& délku mezi
1159 a 1700 bp, vyhodné pfiblizné 1,4 kbp, a druhy mé
délku vice nez 14 kbp,

III) Jjeden soubor Hpal fragmentd, jeden délky mezi 1986 a
2140 bp, vyhodné& délky ptiblizné 1990 bp a jeden délky
mezi 2140 a 2450 bp, vyhodn& p¥ibliZné 2229 bp,
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IV) jeden soubor AflIII fragmentd, jeden délky mezi 514 a
805 bp, vyhodn& délky pfibliZné& 522 bp, a jeden délky
mezi 2140 a 2450 bp, vyhodné& pfibliZné& 2250 bp, a Jeden
délky mezi 2450 a 2838 bp, vyhodné& pribliZzné 2477 bp,

V) Jjeden soubor Ndel fragmentl, oba délky mezi 5077 a
14057 bp, vyhodn& jeden délky pfribliZné& 6500 bp a jeden
délky pribliZn& 10 kbp, '

pricemz kazdy z restrikénich fragmentt je schopen
hybridizace v podminkdch standardni  stringence, s
fragmentem o velikosti 3942 bp obsahujicim sekvenci
PTA29-barndzy pripravitelnou S&tépenim plazmidu pTHW1O07
enzymem HindIII, a/nebo

1) genomovd DNA miZe byt pouZita k amplifikaci DNA
fragmentu o velikosti mezi 260 a 300 bp, s pouzitim
polymerdzové Fet&zové reakce s dvéma primery majicimi
nukleotidové sekvence SEKV. ID. €. 12 a SEKV. ID. C.
19,

s rostlinou ozimé fepky olejky obnovujici fertilitu,
obsahujici, a to trvale integrovdn do svého genomu, gen
obnovujici fertilitu obsahujici:

- DNA kédujici inhibitor ribonukleézy

- konstitutivni promotor, kde DNA je v stejné transkripcni
jednotce a pod kontrolou konstitutivniho promotoru,

b)sklizeni hybridnich semen z rostlin ozimé Fepky olejky se

samc¢i sterilitou.

Zplisob podle naroku 25 vyznacujici se tim, Ze
rostlina obnovujici fertilitu je charakterizovana Jjednou z
nasledujicich vlastnosti nebo obéma:

1) genomovéd DNA rostlin ozimé ZYepky olejky nebo semen,
bunék nebo pletiv rostliny poskytnou alesponn dva soubory
restrikénich fragmentd vybranych ze skupiny, kterou tvofi:

I) jeden soubor BamHI fragmentl, kde jeden ma délku mezi
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805 a 1099 bp, vyhodné priblizné& 814 bp, jeden ma
délku mezi 1700 a 1986 bp, jeden mad délku mezi 2450 a
2838 bp a jeden m& délku mezi 5077 a 14057 bp,

II) jeden soubor EcoRI fragmentl, Jjeden délky mezi 805 a
1159 bp, Jjeden délky mezi 1986 a 2450 bp a dva délky
mezi 5077 a 14057 bp,

III) jeden soubor ECORV fragmentli, kde oba maji délku mezi
5077 a 14057 bp,

IV) jeden soubor HindIIl fragmentt, kde Jjeden ma délku
mezi 1700 a 2140 bp a dva maji délku mezi 2450 a 2838
bp,

pficemz kazdy z restrik&nich fragmentd Je schopen

hybridizace v podminkéch standardni stringence, s

fragmentem © velikosti 2182 bp obsahujicim sekvenci

PTA29-barstar pEipravitelnou $tépenim plazmidu pTHW118

enzymem HpaI, a/nebo

2) genomovd DNA miZe byt pouzita k amplifikaci DNA

fragmentu o velikosti mezi 195 a 235 bp, s pouzitim

polymerdzové Ffeté&zoveé reakce se dvéma primery majicimi

nukleotidové sekvence SEKV. ID. &. 23 a SEKV. ID. C. 41.

Hybridni semena rostlin ozimé Fepky =ziskatelna zpusobem

podle naroku 25 nebo 26.

Zptsob pripravy bunék nebo rostlin transgenni ozimé Eepky
olejky vyznac¢ujici se tim, #e zahrnuje inzerci
rekombinantni DNA molekuly do &asti chromozémové DNA buiiky
ozimé Fepky olejky, kterazto molekula je v podstaté& podobna
sekvenci SEKV. ID. €. 22, a regeneraci rostliny ozimé Yrepky

olejky z transformované bufiky ozimé Fepky olejky.

Zpisob podle naroku 28, kde rekombinantni DNA molekul je

gen samii sterility a regenerovand rostlina je rostlina se
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samdi sterilitou.

Zplisob piipravy bunék nebo rostlin transgenni ozimé Fepky
olejky vyznac¢ujici se tim, Ze =zahrnuje inzerci
rekombinantni DNA molekuly do &asti chromozémové DNA builky
ozimé repky olejky, kterdZto molekula je v podstaté podobna
sekvenci SEKV. ID. C. 34, a regeneraci rostliny ozimé fepky

olejky z transformované bunky ozimé Fepky olejky.

zplisob podle naroku 21, kde rekombinantni DNA molekul je
gen obnovy fertility a regenerovanid rostlina Jje obnovitel
fertility schopny po kfiZeni s rostlinou se saméi

sterilitou poskytnout potomstvo se sam&i fertilitou.

Transgenni buiika nebo rostlina ozimé Fepky =ziskatelnd

zplsobem podle kteréhokoliv z nadroklt 28 az 31.

zptusob identifikace transgenni rostliny nebo jejich bunék

nebo pletiv, obsahujici elitni udalost MS-BN1,

vyznadujici se tim, Ze zahrnuje stanoveni toho, zda
genomovd DNA rostliny, bunék nebo pletiv m& Jednu

z nasledujicich vlastnosti nebo obé:

1) genomovd DNA rostliny, bunky, pletiva nebo semen Je

schopna poskytnout alesponn dva soubory restrik&nich

fragment® vybranych ze skupiny, kterou tvori:

I) jeden soubor EcoRI fragmentti, jeden délky mezi 2140 a
2450 bp, vyhodné pfibliZné& 2266 bp, a jeden délky vice
nez 14 kbp,

II) jeden soubor ECORV fragment, kde jeden mé& délku mezi
1159 a 1700 bp, vyhodn& ptibliZn& 1,4 kbp, a druhy mé
délku vice neZ 14 kbp,

III) jeden soubor Hpal fragmentd, jeden délky mezi 1986 a
2140 bp, vyhodn& délky p¥ibliZné& 1990 bp a jeden délky
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mezi 2140 a 2450 bp, vyhodné ptribliiné& 2229 bp,

IV) Jeden soubor Af1III fragment(, jeden délky mezi 514 a
805 bp, vyhodn& délky pfibliZn& 522 bp, a jeden délky
mezi 2140 a 2450 bp, vyhodné& pfibliZné 2250 Dbp, a
jeden délky mezi 2450 a 2838 bp, vyhodné p¥fibliZné
2477 bp,

V) jeden soubor Ndel fragmentt, oba délky mezi 5077 a
14057 bp, vyhodné& jeden délky ptibliZné 6500 bp a
jeden délky pribliZn& 10 kbp,

pticemz kazdy z restrikénich  fragmentt je schopen

hybridizace v podminkach standardni stringence, s

fragmentem o velikosti 3942 bp obsahujicim sekvenci

PTA29-barndzy pripravitelnou Stépenim plazmidu pTHW107

enzymem HindIII, a/nebo

2) genomovd DNA miZe byt pouZita Kk amplifikaci DNA

fragmentu o velikosti mezi 260 a 300 bp, s pouzitim

polymerdzové Ffet&zové reakce s dvéma primery majicimi

nukleotidové sekvence SEKV. ID. ¢. 12 a SEKV. ID. C. 19.

Zplisob podle naroku 33 vyznacujici se tim, Ze
zahrnuje stanoveni toho, zda genomovd DNA transgenni
rostliny, Jjejich pletiv nebo buné&k maZe byt pouZita k
amplifikaci DNA fragmentu o velikosti mezi 260 a 300 bp,
s pouZitim polymeradzové Ffeté&zové reakce se dvéma primery
majicimi nukleotidové sekvence SEKV. ID. C. 12 a SEKV. ID.
C. 19.

Souprava pro identifikaci transgenni rostliny, Jjejich
bunék nebo pletiva obsahujicich elitni wudalost MS-BN1,
vyznadujici se tim, Ze obsahuje PCR sondy, z nichZ
jedna rozpoznadva sekvence v transgenu, dalsi rozpoznéava
rostlinou DNA sekvenci ve 3' sousedicim tseku SEKV. ID. C.

13 nebo 5' sousedici sekvenci SEKV. ID. €. 18 wud&losti
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MS-BN1, pro pouZiti v PCR identifikalnim protokolu.

Souprava podle naroku 35 pro identifikaci transgenni
rostliny, jejich bun&k nebo pletiva obsahujicich elitni
udalost MS-BN1, vyznadujici se tim, Ze obsahuje PCR
sondy majici nukleotidovou sekvenci SEKV. ID. C. 12 a SEKV.
Ip. C. 19.

Zplsob identifikaci transgenni rostliny nebo jejich bunék
nebo pletiv obsahujicich elitni udalost RF-BN1,
vyznadujici se tim, Ze =zahrnuje stanoveni Jjedené
nebo obou z nasledujicich charakteristik genomovée DNA
transgenni rostliny nebo jejich bun&k nebo pletiv:

1) genomova DNA rostlin ozimé Ffepky olejky nebo semen,

buné&k nebo pletiv rostliny poskytnou alespon dva soubory

restrikénich fragmentd vybranych ze skupiny, kterou tvofi:

I) jeden soubor BamHI fragmentl, kde jeden m& délku mezi
805 a 1099 bp, vyhodn& pfibliZné 814 bp, jeden ma
délku mezi 1700 a 1986 bp, jeden m& délku mezi 2450 a
2838 bp a jeden m& délku mezi 5077 a 14057 bp,

II) jeden soubor EcoRI fragmentl, Jeden délky mezi 805 a
1159 bp, jeden délky mezi 1986 a 2450 bp a dva délky
mezi 5077 a 14057 bp,

III) jeden soubor EcoRV fragmentl, kde oba maji délku mezi
5077 a 14057 bp,

IV) Jjeden soubor HindIII fragment, kde Jjeden m& délku
mezi 1700 a 2140 bp a dva maji délku mezi 2450 a 2838
bp,

pticemzZ kazdy z restrikénich fragmentd Jje  schopen

hybridizace v podminkéach standardni stringence, s

fragmentem o velikosti 2182 Dbp obsahujicim sekvenci

PTA29-barstar pripravitelnou &tépenim plazmidu pTHW118

enzymem Hpal, a/nebo
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2) genomovad DNA miZe Dbyt pouzita k amplifikaci DNA
fragmentu o velikosti mezi 195 a 235 bp, s pouZitim
polymerdzové Ffeté&zoveé reakce se dvéma primery majicimi

nukleotidové sekvence SEKV. ID. C. 23 a SEKV. ID. ¢. 41.

zphisob podle néroku 37 vyznad¢ujici se tim, Ze
zahrnuje stanoveni toho, zda genomovd DNA transgenni
rostliny, Jjejich bun&k nebo pletiv miZe byt pouZita k
amplifikaci DNA fragmentu o velikosti mezi 195 a 235 bp,
s pouZitim polymerazové Yet&zové reakce se dvéma primery
majicimi nukleotidové sekvence SEKV. ID. C. 23 a SEKV. ID.

-

C. 41.

Souprava pro identifikaci transgenni rostliny, jejich bunék
nebo pletiva obsahujicich elitni udédlost RF-BN1,
vyznadujici se tim, e obsahuje PCR sondy, z nichzZ
jedna rozpoznadvad sekvence v transgenu, a daldi rozpoznéava
rostlinou DNA sekvenci v 3' sousedicim Useku SEKV. ID. C.
24 nebo 5' sousedici SEKV. ID. C. 30 udalosti RF-BNI1, pro

pouziti v PCR identifika&nim protokolu.

Souprava podle naroku 39, pro identifikaci transgenni
rostlin, Jjejich Dbunék nebo pletiva obsahujicich elitni
udalost RF-BN1, vyznadujici se tim, Ze obsahuje PCR
sondy majici nukleotidovou sekvenci SEKV. ID. ¢. 23 a SEKV.
ID. C. 41.

Souprava pro identifikaci elitni udélosti MS-BN1 v
biologickych vzorcich vyzna Cujici se tim, Ze
obsahuje alesponn jeden PCR primer nebo sondu, kteréd
rozpoznéva sekvence v 3' nebo 5' sousedicim useku udalosti

MS-BN1.
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Souprava podle naroku 41 vyznac¢ujici se tim, Ze
alespoii jeden PCR primer rozpoznava sekvence V rostlinné

DNA v SEKV. ID. C. 13.

Souprava podle ndroku 42 vyznacujici se tim, Ze
primer rozpozndvajici sekvence v rostlinné DNA v SEKV. 1ID.

&. 13 obsahuje sekvenci SEKV. ID. C. 19.

Souprava podle kteréhokoliv z narokl 41 az 43
vyznadujici se tim, Ze dale obsahuje alesponl druhy
PCR primer nebo sondu, kterd rozpoznava sekvence v cizorodé

DNA MS-BNZ.

Souprava podle naroku 44 vyznacujici se tim, Ze
primer rozpoznavajici sekvenci v cizorodé DNA MS-BN1

obsahuje sekvenci SEKV. ID. C. 12.

Primer pro pouZiti v MS-BN1 PCR identifikacnim protokolu,
ktery m& sekvenci, kterd za optimalizovanych PCR podminek
specificky rozpozndvd sekvenci v 5' nebo 3' sousedicim

useku MS-BNI.

Primer podle ndroku 46, ktery mé& alespon 80% sekvendéni
identitu se sekvenci rostlinné DNA SEKV. ID. C. 13 nebo
SEKV. ID. ¢. 18 nebo komplementarni sekvenci.

Primer podle naroku 47 obsahujici sekvenci SEKV. ID. C. 19.
Primer obsahujici sekvenci SEKV. ID. C. 12.

Zptisob pro potvrzeni <cistoty osiva vyznacujici se

tim, Ze zahrnuje detekci MS-BN1 specifické DNA sekvence

pomoci specifického primeru nebo sondy, kterd specificky
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rozpoznava 5' nebo 3' sousedici Usek MS-BN1, ve vzorcich

semen.

Zplsob screeningu osiva na pfitomnost MS-BN1
vyznacduijici se tim, Ze zahrnuje detekci MS-BN1
specifické DNA sekvence pomoci specifického primeru nebo
sondy, kterd specificky rozpozndvd 5' nebo 3' sousedicl

isek MS-BN1, ve vzorcich 3arZe osiva.

Souprava pro identifikaci elitni udalosti RF-BN1 v
biologickych vzorcich vyznacujici se tim, Ze
obsahuje alespoii jeden PCR primer nebo sondu, ktera
rozpoznava sekvence v 3' nebo 5' sousedicim uUseku udalosti

RF-BNL1.

Souprava podle nadroku 52 vyznacujici se tim, Ze
alespofi jeden PCR primer rozpoznivéd sekvenci rostlinné DNA

v SEKV. ID. C. 24.

Souprava podle n&roku 53 vyznacujici se tim, Ze
primer rozpoznavajici sekvenci v rostlinné DNA v SEKV. ID.

&. 24 obsahuje sekvenci SEKV. ID. C. 41.

Souprava podle kteréhokoliv z narokt 52 az 54
vyznadujici se tim, Ze dale obsahuje alespofl druhy
PCR primer nebo sondu, kterd rozpoznadvad sekvenci v cizorodé

DNA MS-BNZ.
Souprava podle naroku 55 vyznacujici se tim, Ze
primer rozpoznavajici sekvenci v cizorodé DNA RF-BN1

obsahuje sekvenci SEKV. ID. C. 23.

Primer pro pouZiti v RF-BN1 PCR identifikalnim protokolu,
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ktery ma sekvenci, kterd za optimalizovanych PCR podminek
specificky rozpoznava sekvenci v 5' nebo 3' sousedicim

Useku MS-BN1.

Primer podle n&roku 57, ktery m& alespon 80% sekvencni
identitu se sekvenci rostlinné DNA SEKV. ID. C. 24 nebo

SEKV. ID. C. 30 nebo komplementdrni sekvenci.

Primer podle naroku 58 obsahujici sekvenci SEKV. ID. C. 41.

Primer obsahujici sekvenci SEKV. ID. C. 23.

Zplisob potvrzeni &istoty osiva vyzna ujici se tim,
e zahrnuje detekci RF-BN1 specifické DNA sekvence pomoci
specifického primeru nebo sondy, kterad specificky
rozpoznava 5' nebo 3' sousedici usek uddlosti RF-BN1, ve

vzorcich semen.

Zplasob screeningu osiva na pritomnost RF-BN1
vyznacujici se tim, Ze =zahrnuje detekci RF-BN1
specifické DNA sekvence pomoci specifického primeru nebo
sondy, kterd specificky rozpoznava 5' nebo 3' sousedici

usek RF-BN1, ve vzorcich SarZe osiva.
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