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Specifické promotory albumenu rostlinnvch zrn

Oblast techniky

Vyndlez se tyka Fizeni exprese genii v priibéhu vyvoije al-
bumenu. DbzvlaZté se tvkad nukleotidovych promotorovych sekven-
ci umoZiiujicich specifickou expresi na rozhrani mezi klicdkem a

albumenem a Casnou b&hem vyvoje albumenu.

Dasavadni stav_ techniky

Albumen, charakteristicky uUtvar zrna krytosemennych rost-
lin, je Zivnou tkéni pro klidek. Je to komplexni tkah svou
strukturou a svym vyvojem zeiména u obilovin. Stfedova zdna
albumenu sestdva =z velkych bunék s vakuolami, ve kterych jsou
uloZeny zasoby Skrobu a proteini, zatimco oblast, obklopuijici
klidek, se wyznafuje buiikami spife mengimi obsazenvmi do velkeé
miry ecytoplasmou. Dosud neni zndma funkce té&chto bunék nazy-
vanvych "husté cytoplasmove bufiky" (Schel J.H.N. a kol., Can.
J. Biol. 62, str. 2842 aZ 2856, 1984). V roce 1997 identikova-
1i Opsahl a kol. (Opsahl-Ferstad H.D. a kol., The Plant J. 12,
str. 235 a¥ 246, 1997) gen vyskytujici se specificky v této
oblasti kolem klifku kukufice, gen, ktery nazwvali Esr ("Embryo

Surrounding Region™ ).

Autoii vyndlezu nyni izolovali promotorove nukleotidové
sekvence umoZfiuiici expresi kdduiicich sekvenci, na které by
nohly byt vazany, coZ je specifické pro oblast albumenu obklo-
pujici kliek v zrnech krytosemennych rostlin a které zasahuji
zejména v ranvch stadiich vyvoie albumenu. Tyto promotorové
sekvence jsou obzvlast uZite®né pro zacileni nebo Fizeni ex-

prese sledovanych genii.

V ramci zlepSovani rostlin transgenesi, je moZno vazat

pracovni postup takové nukleotidové promotoroveé sekvence se




sekvenci kédujici sledovany dgen.

Nukleotidové konstrukce, s vyhodou v podob& vektoru, je
moZno poﬁiit k transformaci rostlinnvch bungk stabilnim zpliso-
bem takoveého druhu, e takto transformované rostliny obsahuiji

ve sveén genomnu sledovany gen spo:iens’r s promotorovou sekvenc i

podle vyndalezu.

Zrna, ktera se vyviieji oplodiiovdnin z této rostliny, ob-

sahuji rovnsZ ve svém genomu tento transgen.

Vzhleden k souvislosti s promotorovou sekvenci podle vy-
nalezu se sledovany transgen exprimuje pouze v chlasti albume-
nu obklopujici klidek, tedy ve shora uvedenvych hustych cyto-

plasmovych buiikach.

K expresi transgenu dochazi v prvnich dnech po opyleni

presngji Stvrtého dne po opyleni.

Promotorové sekvence podle vyndlezu je moZno volit ze sou-
boru zahrnujiciho sekvence SEQ ID No. 1., 2, 3, 4, 5, 6 nebo 7
nebo vSechny nukleotidowé sekvence, které jsou jejich homology.
Sekvence SEQ ID No 1 odpovida promotoru genu ESR1
sekvence SEQ ID No 2 odpovida promotoru genu ESR2
Sekvence SEQ ID No 3 odpovida promotoru genu ESR3

Sekvence SEQ ID No 4 odpovida promotoru genu ESR4

Sekvence SEQ ID No 5 odpovida fragmentu 499 parill bazi na SEQ
ID No 2 (nukleotidiim 1995-2493)

gekvence SEQ ID No 6 odpovida fragmentu 507 pard bazi na SEQ




ID No 3 C(nukleotidiim 1202-1708)>

Sekvence SEQ ID No 7 je konzenzualni sekvenci 265 nukleotidil,

z{skand porovnanim mezi sekvencemi SEQ ID No 1, No 2 a No 3.

Oznaenim “homologova nukleotidovad sekvence" se rozumi
v¥echny nukleotidové sekvence, které se 1i%i od sekvence SEQ
ID No 1, No 2, No 3, No 4, No 5, No 6 nebo No 7 substituci,
deleci a/nebo inzerci jedncho nebo n&kolika nukleotidi v polo-
hach, djakymi homologové nukleotidové sekvence konzervuiji
vlastnosti specifického promotoru sekvenci SEQ ID No 1 az No 7
S vyhodou takova homologova nukleotidova sekvence obnasi ales-
poii 70 % sekvenci SEQ ID No 1 aZ No 7, s vyhodou alespoil 80 %

a jeXtd vvhodndii alespoii 95 %.

Homologie je obecnd urdena pouZitim logiky analysy sek-
venc { (ﬁapfiklad Sequence Bnalysis Software Package Genetics
Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center,
1710 University Avenue, Madison, WI 53703). Podobné nukleoti-
dové sekvence jsou sefazeny k ziskdni maximalniho stupn& homo-
logie Cidentity). K tomu miiZfe byt nutno zavést do sekvence u-
n&ly zpitsob prostorfi ("mezer”). Jakmile se uskutedni optimdalni
sePazeni, stanovi se stupeii homologie (napriklad identity) za-
znamenanim vEech poloh, pro které jsou nukleotidy dvou porov-

navanvch sekvenci steing, vzhleden k celkovému podtu poloh.

S wvyhodou takova homologova nukleotidova sekvence hybri-
duje specificky na komplementarnich sekvencich sekvenci SEQ ID
No 1 a* No 7 =za striktnich podminek. Parametry definujici
striktni podminky =z&viseii na teploté&, pi‘i které se odd&luije

50 % sparovanych vétvi (Tm).

U sekvenci obhsahuijicich vice neZ 30 bazi, je teplota Tm

def inovana vztahem:




Tm = 81,5 + 0,41 (Z6G+C)Y+16,6 Log(koncentrace kationt{d-
-0,63(% formamidu)-(600/pofet bazid
(Sambrook a kol., Molecular Cloning, A laboratory manual, Cold

Spring Harbor laboratory Press str. 9.54 aZ 9.62, 1989>.

U sekvenci s délkou mensi neZ 30 bazi je teplota Tm defi-
novana vztahem Tm = 4(G+C) + 2(A+T).

7Za vhodnych striktnich podminek, pfi kterych se specifickéeé
sekvence nehybriduji je teplota hybridizace pFibliZn& 5 aZ 30
°C, s wvyhodou 5 aZ 10 °C pod Tm, a pouZitymi hybridizadnimi
pufry jsou s vvhodou roztoky se zvySenou iontovow silou jako

je napPiklad roztok 6xSSC.

Rfizné nukleotidové sekvence pndle vyndlezu mohou byt nebo
nemuseji byt un&lého plvcdu. MiZe jit o sekvence ADN ziskané
probirkou banky sekvenci za pouZiti sond zpracovanych na za-
klad® selvenci SEQ ID No 1 a¥ No 7. Takové banky mohou byt
pPipraveny klasickymi technikami molekularni biolodie, znamym i

pracovnikiim v oboru.

Nukleotidové sekvence podle vyndlezu mohou byt rovnez
p¥ipraveny chemickou cestou nebo smifenymi zpiisoby zahrnuijici-
mi chemickou nebo enzymatickou modifikaci sekvenci ziskanych

probirkou bank.

Promotorové nukleotidové sekvence podle vynalezu jsou

s vyhodou sekvence izolovang z obilnin, obzvlastd z kukufice.

Promotorové nukleotidové sekvence podle vyndlezu mohou byt
obzv14%td izolovany zpisoby inversni PCR nebo za pouZiti geno-
mi (Devic a kol., Plant Physiocl. Biochem. 35: 35(4), str. 331
aZ 339, 1997).

Promotorové nukleotidové sekvence podle vynalezu mohou
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naopak obsahovat nebo mohou byt spojeng s reguladénin motiven
cis CTACACCA opakovanym s vyhodou za sebou nebo s docela jinym
motivenm ohsahujicim jednu nebo n&kolik dedenerovanych bazi ma-

jicich stejnou funkci.

Vyndlez se tykda také nukleotidové konstrukce nazyvané
expresni kazeta, obsahujici Jjednu promotorovou nukleotidovou
sekvenci, jako Jje sekvence uvedend shora, operativng vazanou

na alespoil jeden sledovany gen.

Sledovany gen niiZe byt spojen s jinymi regulaénimi prvky,
jako jsou aktivatory a sekvence terminace transkripce (termi-
natory). Jako p¥iklad je moZno uvést jako terminator pouZitel -
ny v t&chto konstrukcich zakonfeni 3" genu nopalinové synthazy

Agrobacterium tumefaciens.

Sledovany gen niFe napiiklad kédovat protein Gfastnici se
na vyvoji kli¥ku a/nebo albumenu, na bun&fném ristu, na meta-
bolismu cukrf Cinvertdzy) a mastnych kyselin, toku Zivin
(transportérech). MiZe rovnsZ kdédovat toxicky protein, nebo
jeftd aktiva®ni nebo inhibi¢ni protein ostatnich geni, ijako je
protein inhibujici transkrip&ni faktor (nap¥iklad domény re-
grese typu engrailled (Poole a kol. Cell 40, str. 37 aZ 43,

1989) nebo napifiklad korepresorii).

Podle vyhadného zpfisobu kdéduie sledovany gen protein, Jje-
ho¥ specifickd exprese v zoné obklopujici klifek by umoZilovala
avliviiovat tvar klidku a/nebo jeho vyvoij. NHapifiklad miZe tako-

vy gen kddovat barnazu nebo isopentenylovou transferazu.
Sledovany gen miZe byt umistén ve sméru nebo v prot.i sméru.
Promotorova nukleotidovd sekvence podle vynalezu miiZe byt

takeé spojena s markerovym dgenem, napi*iklad s genem umoZiinjicim

selekei rostliny transformovang od rostliny, ktera neobsahuije




oe ¢
L 4

L XXX J

sese
L]

cizi transfektovanou ADN. Jako markerovy den je noZno  uveést
zejména gen vykazujici odolnost vii€i antibiotiku (Herrera-Est-
rella a kol., EMBO J. 2, str. 987 aZ 995, 1983) nebo odolnost
viidi herbicidu (EP 2422465 .

Vyndlez se tyka také nukleotidového vektoru, jako je plas-
midovy vektor, vhodny k transformaci hostitelskych bungk, ob-
sahuiici shora uvedenou expresni kazetu. Konstrukci expresnich
vektorit pro transfofmaci voli pracovnik v oboru ze standard-

nich zpisobii.

Vyndlez se tykd také hostitelskeé builky krvtosemenné rost-
liny, ijmenovité obilniny transformovang vektorem podle vynale-

Zu.

Vynalez se také tyka transgenni rostliny nebo fasti trans-
genni rostliny, imenovitd semen, plodii a pyv1lil vytvoifenych

z takové bullky.

Jako buiiky, schopné transformace zplisoben podle vynalezu,
se pPikladng uvadéii buiiky rostlin ve velkych kulturach (na-
ptiklad kukufice, pSenice, fepka, slunednice, hrach, soja a
jedmen) nebo zel inaPské rostliny a kvstiny. Prednostngé je moZ-
no volit rostliny, o nichZ Jje zndno, Ze obhsahuji velké zasoby
(proteinové, glycidové a lipidové), =zeiména obilniny nebo

rostliny olejnaté.

Hybridni rostliny ziskandé kifiZenim rostlin podle vynalezu,

pat¥i také do rozsahu vynalezu.

Vynalez se tyka také zplisocbu ziskavdni kryvtosemenne rost-
liny wvykazujici zlepSené agronomnické nebo nutridéni kvality,
pPidenZ se pii zpisobu:

- transormuje alespoii jedna buiika krytosemenné rostliny shora

uwvedenym vektorem,




- kultivuie se takto transformovand buiika zplisocbem k vvitvolreni

rostliny obsahuiici ve svém genomu expresni kazetu podle vy-

nalezu.

Transformace rostlinnych bundk se miiZe realizovat zpisobhy

znamymi pracovnikiim v oboru.

Uvadsiji se imenovitd zpiisoby pfimého transferu genii jako
je mikroinjektovani do klidekidni (klifky vytvarejici) rostli-
ny (Neuhaus a kol., 1987), infiltrace ve vakuu (Bechtold a
kol., 1993) nebo elektroporace (Chupeau a kol., 1989> nebo ta-
ké pFimé vysrafeni za pouZiti PEG (Schocher a kol. 1986) nehbo
bombardovani =znovu nabytymi Cdsticemi sledované plasmidicke

&DN (Fromm a kol., 1990).

Je také mo¥no naofkovat rostlinu bakteri&lnim kmenem, jme-
novit® BAgrobakteriem. Podle jednoha provadéni zplisobu podle
vyndlezu se rostlinné buiiky transformuiji vektorem podle vyna-
lezu, pPigenZ bunddny hostitel je schopen infikovat uvedens
rostlinné buiiky umoZ®nénim integrace do jejich genomu sledované
nukleotidové sekvence pfivodnd obsaZené v genomu dale uvedengho
vektoru. S vvhodou Jje pouZivanym bun&&nym hostitelem Agrobac-
terium tumefaciens obzvlaZtd zpfisobem, ktery popsal An a kol.
(1986) nebo také Bgrobacterium rhizogenes zplisoben, ktery po-

psal Guerche a kol. (Mol. Gen. Genet. str. 206 aZ 328, 1987).

Napt¥iklad se miZe transformace rostlinnych bunék provadét
transferem oblasti T cirkularniho plasmidu extrachronosonového
induktoru tumord Ti Agrobacterium tumefaciens za pouZiti bi-
narniho systému (Watson a kol. 1994). K tomu se sestroji dva
vektory. V jednom z nich se deleci vyvpusti oblast T s wyjiimkou
levého a pravého okraje, prifemZ se markerovy gen za¢leni mezi
nd k umodndni selekce v buiikdch rostlin. Druhym partnerem bi-
narniho systému je pomocny plasmid Ti, coZ je modif ikaovany

plasmid, ktery uZ nema oblast T, ale obsahuje vZdy deny virove




virulence potiebné k transformovani rostlinné buiiky.

Prednost se dava zpiisobu, ktery popsal Ishida a kol. (Na-
ture Biotechnology 14, str. 745 a¥ 750, 1996) k transformaci

monodéloZnych rostlin.
Podle jindho protokolu se transformace provadi zplisobem,
ktery popsal Finer J. (Plant Cell Report. 11, str. 323 aZ 328,

1992) za pouZiti bombardovani fasticemi wolframu nebo zlata.

Podstata vynalezu

Podstatou vyndlezu je nukleotidova promotorova izolovana
sekvence unofiiujici expresi kéduiicich sekvenci, na ktervch ie
vazana, prifemZ exprese je i) specifickda pro oblast albumenu
obklopujici klidek v zrnech krytosenennych rostlin a ii) piso-

bi obzvladtsd v fasnych stadiich vyvoije albumenu.

Ve skutednosti je moZno Easnou akci a specifickou pro vy -
voj klifkouych tkani a albumenu nalézt: podle vzdjemného tvaru
jedng nebo druhé tkan&, bylo by noZno ziskat =zrna nebo plody
obohacené Skrobem (silny albumen) a/nebo olejem (silny klidekd
cestou.pouéiti prislusnych stimula&nich genfi (napifiklad hormo- -
nu bund&ného cyklu) nebo inhibiénich genii (napr¥iklad tcxického
proteinu nebo inhibitoru transkripce). Albuminy bez kl1ickld by
bylo moZno ziskat také podle tohoto modelu, pro primyslové ap-

likace ve Skrobarnach a mlynech.

Napifiklad pouZiti geni kndujicich hormony (cytokiny. au-
x®iny) bund&éného cyklu za Pizeni promotorii podle vyndlezu by u-
moZFfiovalo modif ikovat proces vzniku bundk a koreladnim zpiiso-

hem vyvoi albumenu, jak papsal R.J. Scott (1998)>.

Plisobeni, zamnsiend na akumulaci Zivin v kKlitku a v albume-

nu, mitZe byt rovnsZ hledédno v pouZiti napriklad jako urcitych




genii, genfi kodujicich transportery Zivin (zejména cukri) na
rozhrani rostlina/albumen a albumens/klidek nebo geny kodujici
inhibitory té&chto pfenosii pro diferencovanou akumulaci Zivin

v albumenu nebo v klidku.

Vyndlez se tyka také zpisobu modif ikace zem&d&lskych a/ne-
bo nutri®nich kvalit rostliny cilenym a dasnym plisobenim na
vyvni klidku/albumenu pouZitim transformace rostlin vektorem
podle vyndlezu. Obzvlast se vynalez tyka modifikace tvaru a/
nebo vyvoie klifkii/albumenu. Poukazuije také na zm&ny ve vyvoji
kl1idku s cilem produkece zrn bez kl1igkfli pro obiloviny zajimavé

pro primysl fkrobdren a mlynii.

Zvlaste se vyndalez tvyka shorabdefinnvané expresni kazety
k ziskani krytozrnng rostliny vykazujici zlepSené zem&d&lske
nebo nutridni kvality. S vyvhodou mfiZe ziskana transgenni rost-
lina produkovat zrna s upravenym obsahem Skrobu nebo oleje

v porovnani s rostlinhou netransformovanou.

Vyndlez se tyka také pouZiti transgennich rostlin ziska-
nych podle vynalezu nebo d&asti té&chto rostlin, zejména semen,
zrn a plodfi pro pi¥ipravu odvozenych produkti zeiména potravi-

novych.

Do rozsahu vynalezu pat¥i také =ziskané produkty, jako
ison oleinatd semena obohaceni olejem, mouky zZe semen ohohace-

nvch £krobem nebo olejen.

Vynalez se tyka také veSkerych sloZek lidské nebo zvifeci
potravy pripravenych ze ziskanych produktii.
Vynélez objasfiuji, nijak vSak neomezuji ndsledujiici pri-

klady praktického provedeni pomoci pripojenvch schemat. . .
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je schema zndzoriiujici etapy klonovani promotoru ESR

je restrikdni obraz plasmidu L82/34 obsahuiiciho
jmenovité promotor pEsrl napojeny na Gus.

je restrikdéni obraz plasmidu L124/19 obsahuijiciho
jmenovité promotor pEsr2 napojeny na Gus.

je restrikéni obraz plasmidu L127a5 obsahujiciho
jmenovite pfomotor pEsr3 napojeny na Gus.

je restrikéni obraz plasmidu L78al obsahujiciha
jmenovitd promotor pEsrl napojeny na lpt.

je restrik&ni obraz plasmidu L125a2 obsahuijiciho
jmenovit® promotor pEsrZ napoieny na 1lpt.

je restrikéni obraz plasmidu L??alUi obsahuiiciho
jmenovitd promotor pEsrl napojeny na Barnase.

je restrikéni obraz plasmidu L126a3 obsahujiciho
jmenovitd promotor pEsrl napoieny na Barnase.

ie porovnani sekvenci promotorid genfi Esri., Esr2 a
Esr3 (pifipadng prEsri, prEsr2 a prEsr3, nebo SEQ ID
No 1, SEQ ID No 2 a SEQ ID No 3>, pFidemZ konzer-
vovang dasti jsou selfazeny.

je restrikéni obraz plasmidu pVWP280.

je restrikéni obraz plasmidu L129/46 obsahuijiciho
zeiména promotor pEsr2 napojeny na sekvenci Esr2

v protisméru.

Priklady provedeni vynalezu

P¥riklad 1

Kvantitativni exprese Esril.,2.3

Opsahl-Ferstad a kol. (The Plant J. 12, str. 235 aZ 2446,

1997) umo®nil identifikovat “"diferen®nim displejen" specificky

amplikon albumenu Esral (Fislo dostupnosti na bazi danyvch EMBL:




.
. eee o
.

*
oe0e LR .0 kX J (R X R 2]

X98495) a izolovat t¥idénim genomovych a komplementdrnich bank
na linii hybridu HG5™HD?7 (Barlov a kol., Mavdica 34, str. 303
aZz 308, 1989)> a linii A188 (Gerdes J.T. a Tracy WV.F., Corp
Sci. 33, str. 334 aZ 337, 1993) odpovidajici klony. Z genomic-
kych sekvenci Esrlgl (fislo dostupnosti na EMBL:X98497) a Esr-
291 (€islo dostupnosti na EMBL:X98499) a Esr3g2 (fislo dostup-
nosti na EMBL:X99970), bylo moZno uvést ve znamost zvlaste Lri

geny Esrl, Esr2 a Esr3.

Autofi vynalezu vyhodnotili relativni pfisp@vky exprese
kaZdeho z genii Esr diky zkuSenostem RT-PCR, digesce enzvmy re-
strikce a kwvantifikace zplisoby znamymi pracovnikiim v oboru
z materialdt JAP 7 a JAP 9 (dny po opyleni "Jour Apres Pollini-

sat.ion" ).

Kvantifikace riznyech identickvch skupin na migracnim gelu
ukazuje relativni stifedni pP¥ispévky 18 %, 53 %X a 29 % pro
transkripty Esril, EsR2 a Esr3. Promotor EsrZ tedy unoZiiuie

kvantitativni expresi neisilnéisi z genu, ktery Fidi.
Priklad 2
IzolovAni a klonovani promotorovych sekvenci

Jak je zndzornéno na obr. 1, byly fragmenty obsahujici
faze otevienéha ¢teni Esrl, Esr2 a Esr3 (Opsahl-Ferstad H.D. a
kol., The Plant J. 12, str.235 aZ 246, 1997) i sekvence v pro-
tisméru a po smnéru subklonovany v plasmidu pBluescript SK+
(Stratagene) zpilisobhem, ktery popsal Sambrook a kol. (Molecular
Cloning - A laboratory manual. Cold Sprig Harbor Laboratory
Press, 1989). Cast pochazejici z plasmidu L23/7 obsahujici
fragment Sall o 2,1 kb lambdaEsrlgl, plasmid L33/1 obsahujici
fragment BamHI o 3,4 kb lambdaEsr2gil, plasmid L33/10 obsahuiji-
ci fragment BamHI o 1,9 kb lambdaEsr2gl a plasmid L102c24 ob-
sahujici fragment HinDIII o 4.5 kb lambdaEl-111. Mista Xbal,
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situovand hned v protisméru oteviengdho &teni (TCTGATTCCATGED
unoZnila rozligit domns&lé promotory pFislusSnv¥ch fazi oteviend-
ho Steni. 2Zejmeéna fragment Sall/Xbal o 0,53 kb L23/7 byl o-
znaden jako domn&ly promotor Esrl, fragment HindIII/BamHI o
2,35 kb L33/1 (Cast v proti smé&ru promotoru) a fragment BamHI/
Xbal 0,14 o kb L33/10 (po sméru promotoru), domnélého pronot.o-
ru Esr2, fragment HindIII/Xbal 1,71 kb, domn€ly promotor Esr3
a fragment Xbal/Xbal o 1,62 kb obsahujici domn&ly promotor
Esr4d. Funk&ni promotor Esr2 o 2.49 kb byl rekonstituovan
z fragmentu HindIII/BamHI o 2,35 kb L33/1 a fragmentu BamHI/
¥Xbal o 0,14 kb L33/10 ze =zakladniho plasmidu typu pBSSK+
(Stratagene). Orientace Sipkami na obr. 1 znamend orientaci

- -

5 -3
P¥iklad 3

Struktura sekvenci v protisméru genii Esr

Porovnani mezi sekvencemi oblasti 5 uk&zalo dva typy ho-
nologie: jednu sekvenci vysoce konzervovanou, kterad odpovida
sekvenci, kterd se bliZi k 265 parim bizi a retrotranspozni
sekvence v distsdlni fasti. Afkoli retrotranspozni sekvence
json ve v¥ech t¥ech promotorech v riiznych orientacich a polo-
hach, nezda se, Ze hraiji vvznamnou tdlohu v expresi genill Esr.
V diisledku toho 265 parii bazi by obsahovalo celou informaci
cis potPebnou k expresi dgenii specifickych pro oblast obkiopu—
jici klidek.

Dohodnutd sekvence (SEQ ID No 7) se =ziska po sefazeni
t¥i promotorovych nukleotidovych sekvenci a pouZitim logického
Sequenceru 3.1 spolednosti Genes Codes Corporation (Ann. Ar-
bor, MI 48106).

Degenerovang baze jsou popsény'v publikaci Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry (1985):

Nomenclature for incompletly specified nucleic acid sequences.
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Zeiména

B=C, G nebo T, ale nikoli A
D=A, G nebo T, ale nikoli C
H=A, C nebo T, ale nikoli G
K=G nebo T

M=A nebo C

N=G, A,T nebo C

R=G nebo A

5=C nebo G

V=A,C,nebo G, ale nikoli T
V=8 nebo T

X=G,A,T nebo C a

¥=C nebo T,

Patrnda je take homologie mezi sousedicimi oblastmi. ktere
zasahuiji do pFibliZn& 500 pari bazi mezi promotorem Esr2 a

Esr3, jak dsou definovany v SEQ ID No 5 a No 6.

P¥itomnost prvkd finnvych v cis se voli ze souboru zahrnuiji-
ciho konzervované sekvence, z nichZ nejvyrazné€jsi je CTACACCA
v tandemu préavé 50 bazi protism&rng oteviené faze dheni (obr.
9). Tato sekvence je dobrvym kandidatem stat se elementem zod-
povednym =za genovou expresi specifickou pro tkai. Prvni z to-
hoto opakovani je ostatnd umisténa v kruhu nejvyznamngisiho
inversniho opakovani nachdazeijiciho se ve tiech promotorech. 0-
pakovangé sekvence plus dvakrat isou konzervovany pouze mezi
promotory pEsr2 a pEsr3 v oblasti s chyb&iicim promotorem
Esrl: pap¥iklad sekvence BATTCT a TTTTA. potencialni usnadiiova-
&i transkripce vzhledem ke slabs$i expresi Esrl (obr. 9) se o-

pakuji kaZda ctyrikrat.

K predvedeni funk&fnosti elementii cis se pfipravi konstruk-
ty obsahuijici nukleotidové promotorové oddélené sekvence napo-

jend na BUS.




Jako priklad k vytvoifeni delece promotafu Esr2 se pouZiije
dvou technik:
- extensivni deleci 5 aZ 3 na fragmentu HindIII-Xbal pomoci
kitu Erase-a-baseTM od Promega (konstrukce L1405,

- zesilenim PCR fragmentfi promotoru (konstrukce L194).

Plasmidy L140 a L194 obsahuiji oddélené promotory Ersz na-
pojené na referendni Gus a terminator technikou popsanocu v na-

sledujicim prikladu.

Pro transformadni etapu se fragmenty obsahujici konstruk-
ty “"odd&lenvch promotorii Esr2-Gusa-ter" transferuji do jiného
plasmidu obsahujiciho konstrukt “promotoru ubiquitin-lucifera-
se-ter", ktery slouZi djako interni standard pro kvalif ikovani
aktivity Gus a ke korigovani ifinku polohy inserce transgenu

do genomu pod expresi, proménlivé u riznych rostlin.

¥V nasleduijici tabulce I idsou fragmenty promotoru EsrZ po-

chdzejiciho z té&chto deleci.

Tabulka I

Technika zvolené delece Fragment zbyvly z promotoru Esr2x

Diges&ni kit (Li4D 985-2493
1254-2493
1865-2493
1874-2493
1880-2493
2077-2493
Zesileni PCR (L194) 2163-2493
2275~2493
2373-2493
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promotoru Esr2 dje =zaloZeno na sekvenci pEsr2




uvedené v dodatku (SEQ ID No 2>, ktera pochazi =z HindIII
(ABGCTT nebo A=poloha 1) na Xbal (TCTAGA nebo A=poloha 2493).

K pifedvedeni funk&nosti shora popsanych pomocnych nukleo-
tidovych sekvenci je autofi klonovali v protisméru raportniho
genu GUS a ziskanych konstruktd pouZili k transformaci rost-

lin.

Vvhodneé se ziskaii deletované promotory Esr2 podle nasle-
dujicich protokoli.

Pifedné se provedou delece 5 na 3 pomoci exonukleazy III.
Plasmid L124/19 obsahuijici promotor genu Esr2 napojeny na gen
g-glukuroniddzu popsanou v p¥fikladu 4.1 se digeruje Hind III
k vytvoreni mista iniciace delece a pomoci Pstl k vytwvoleni
ochranného mista proti plisobeni exonukleézy III. Delece se

provedou za pouZiti kitu Erase-a-baseT™ (Promega).

Za druhé se promotory zesili pomoci amorce ESRX
(5’ GGGGTCTAGACTGTGARGCTATTTTCCA3 )  (SEQ ID No 8)) obsahujici
restrikéni misto (X¥bal (podtrZené) a ESRH1
(5’ GEGGABAGCTTTACATTCTTGCCATARCATAR® (SEQ ID No 9>), ESRHZ
(5’ GGEGAAGCTTTTCATCAATBATGCCTCATTI® (SEQ ID No 10>), ESRH3
(5’ GGGGBAGCTTTAATTTCTTACTTCCTATCT3® (SEQ ID No 11)) obsahuji-
ci restrikéni misto Hind III <(podtrZené). Produkty =zesileni
digerovang Xbal a HindIII nahradi celkovy promotor Esr2 proti-

smErng genu g-glukuronidazy v plasvmidu L124/19.

Spojend deletovang promotory na genu g-glukuronidazy se
pak klonuji do plasmidu obsahujiciho gen luciferazy pod kon-
trolou promotoru aktinu ryZe. Ten se ziska klonovanim fragmen-
tu Xhol/Ncol plasmidu pBctl-F4 (Mc Elroy D. a kol., Mol. Gen.
Genet.. 231, str. 150 aZ 160, 1991) odpovidajiciho promotoru a
prvnimu intronu aktinu ryZe v plasmidu typu pGP214 obsahujici-

ho gen luciferdzy a termindtor nopalinové synthazy (Twell D. a




kol., Development 109, str. 705 aZ 713, 1990) digerovang Sall/
Ncol. Adaptor obsahuijici mista restrikce Sall a Notl, vytvoie-
ného nukleotidy 5’ GGCCAGTCGACAABGCGGCCGCATGLAZ' (SEQ‘ID No 123
a 5’ TCAGCTGTTTCGCCGGCGT3® (SEQ ID No 13) se zavede do‘ziska—
ného plasmidu digerovangho Notl a Pstl (plasmidu L210). Frag-
menty Sall/Notl obsahujici deletované promotory spojené s ge-
nem @-glukuroniddzy se klonuii do plasmidu L210 diderovaného
Sall a Notl.

Pifiklad 4
P¥iprava chimernich konstruktﬁ

VZechny konstrukty se mohou realizovat zvlasté zplsoby,
které popsal Sambrook a kol. (Molecular Cloning - B laboratory
manual. Cold Sprig Harbor Laboratory Press, 1989). Adaptatory,
kterych Jje moZno pouZit jake pFikladu pro klonovani té&chto
fragmentfi v protisméru riznych ovliviijicich genfi, jsou popsany

v restrik®nich planech odpovidaiicich plasmidii.
4-1 Chimerni konstrukty GUS

Plasmid L23/7 (Esrl) se deletuje z fragmentu Sacl obshu-
jiciho mista neZadouci restrikce. Pak se zavede fragment Xbal/
EcoRI s 2164 pdry bazi plasmidu pBl101 (Jefferson a kol, Plant
Nuclear Biology Reporter 5 (4), str. 387 aZ 405, 1987) obsahu-
jiciho gen Gus (kodujici @-glukuroniddzu aviak zbaveny promno-
toru) a koncovad sekvence nos. Takto vytvoieny novy plasmid a
tedy digerovany Xhol a produkt digesce obsahuiici podpfirnou
oblast napojenou na dgen Gus a umist&nou proti Jjeho sm&ru se
subklonuji do vektoru pBCKS+ (Stratagene) tak, aby promotor
byl wv blizkosti hybridizadni zdény inicidtoru T7 umoZhujuici
tak ziskat plasmid L82/34 (obr. 2, tabulka II).

Podle podobngho protokolu a s indikovanymi restrikénimi




enzymy podle obrazkit je moZno ziskat plasmidy L124/19 (pEsr2-
~-GUS, obr. 3, tabulka III)> a L127a5 (pEsr3-GUS, obr. 4, tabul-
ka IV).

Je rovnéZ moZno pouZit jinvech raporterovvch geni nahraZe-
nim GUS naprfiklad GFP (Green Fluorescent Protein, Siemering K.

R. a kol., Current Biology 6, str.1653 aZ 1663, 1996) k potvr-
zeni ziskanych vysledkd s GUS.

Podle pravé popsaného podobného protokolu se napoji frag-
ment HindITII-Xbal promotoru pEsr2 na sekvenci kodujici GFP.

Tabulka II

Charakteristiky plasmidu L82/34

Fragment. 'Poloha ‘ Odkaz
pEsrl 741-1272
Gus 1302-3107
| ter nos 3181-3434
cat 5878-5223 _
pBCKS+ 1-740 - | Stratagene
1.23/7 (pEsrl) 741-1272 Opsahl-Ferstad et al, 1997* a podle piikladu
pBI101 1273-3436 Jefferson et al, 1987
L23/7 (proti smgru) |3437-3763 Opsahl-Ferstad et al, 1997 a podle p¥ikladu
pBSSK-+ - |3764-3769 Stratagene
pBCKS+ 3770-6428 ‘Stratagene

x insert odpovidi fragmentu Esrigl vyznafenému na obr. 4 podle
Opsahl-Ferstada a kol. (The Plant J. 12, str. 235 aZ 246, 1997).




Tabulka III

Charakteristiky plasmidu L124/19

Fragment Poloha ‘Odkaz
pEsr2 689-3175
Gus 3205-5010
ter nos 5084-5337
bla 7441-6584
pBSSK+ 1-674 Stratagene
Linker JFB 34 675-688 podle piikladu®’
1.33/1 (pEsr2") 689-3037 podle pEikladuxx
133/10 (pEsr2") 3038-3175 Opsahl-Ferstad et al, 1997 a podle pFikladuxx
pBI101] 3176-5339 Jefferson et al, 1987
linker JFB56 5340-5346 podle pEikladu2’
pBSSK+ 5347-7566 Stratagene

xx inserty jsou uvedeny castefné jako fragment Esr2gl na obr.

podle Opsahl-Ferstada a kol.

1997)>.

4

(The Plant J. 12, str. 235 aZ 246,

1) adaptor JFB34: 5' TCGACTGCAGCCCA 3' (SEQIDn° 14)
3' GACGTCGGGTTCGA 5' (SEQ ID 1° 15)
2> adaptor JFB56: 5 CTAGACCCGAATTCGC 3' (SEQID n° 16)
3 TGGGCTTAAGCGCCGG 5' (SEQID n° 17)

Tabulka IV
Charakteristiky plasmidu L127a5

Fragment Poloha Odkaz
pEsr3 689-2390
Gus 2420-4225
ter nos 4229-4552
bla 6656-5799
Pbssk+ 1-674- Stratagene
Linker JFB 34 675-688 podle piikladu
1.102¢24 (pEsr3) 689-2390 podle piikladu
pBI101 2391-4554 Jefferson et al, 1987
linker JFB56 4555-4561 podle pFikladu
pBSSK+ 4562-6781 Stratagene




4~2 Chimerni konstrukty lpt

Gen kodu lpt pro isopentenyltransferdzu, ktery je jednin
z enzymfi aplikovanych p¥i syntese cytokininu, je fytohormon
majici dlohu v buné&éném ristu rostlin. Sekvenci genu stanovil
Heidekamp F. a kol. (Nucl.Acids Res. 11, str. 611 aZ 6223,
1983)>. Dalsi prace ukazaly, Ze tato sekvence za Fizeni jednim
specifickym promotorem klicku by umoZnila zvysSit obsah v sufi-
ne¢ rajfete (Martineau B. a kol., 1995).

Popsanym zpflisobem klonovani a s fragmenty nukleovych ky-
selin a restrikénich enzym, vyznafenych na odpovidajicich ob-
rdzcich, mohly byt pPripraveny konstrukty pEsri-lpt (obr. 5,
tabulka V) a pEsr2.l1lpt (obr. 6, tabulka VI>. RovnéZ je moZno
ziskat konstrukt pEsr3-lpt podle steineho protokolu. Pro p¥i-
pravu té&chto konstruktdi bylo pouZito misto mist Xbal, mist
Ncol (CCATGG)Y prednivajicich kodon ATG od zadatku faze otevie-
ného &teni.

Tabulka V

Charakteristiky plasmidu L78al

Fragment Poloha Odkaz
pEsrl. 310-844
ipt 846-1565
ter ipt 1566-1850
bla 2963-3823
pUC118 1-231- Boehringer
L23/7 (pEsrl) 232-844 Opsahl-Ferstad et al, 1997 et cet exemple
.pFesnéd mutace . 845 Zhang et al, 1996
pRZ1 © 1846-1883 Zhang et al, 1995
pUC118 1884-4763 Boehringer




Tabulka VI

Charakteristiky plasmidu L125a2

Fragment. Paloha Odkaz -
.| pEsr2 689-3183
ipt 3185-3904
ter ipt 3905-4189
bla 6309-5449
pBSSK+ 1-674 Stratagene
Linker JFB 34 675-688 podle pFikladu
L33/1 (pEsr2") 689-3037 podle pfikladu
1.33/10 (pEsr2") 3038-3183 Opsahl-Ferstad et al, 1997 a podle p¥ikladu
piesna mutace 3184 Zhang et al, 1996
pRZ1 3185-4198 Zhang et al, 1995
adaptateur JFB56 4199-4214 ipodle piikladu
pBSSK+ 4215-6434 Stratagene

4-3 Chimerni konstrukty barnazy

Barndzovy gen koduje RNizu. Tento gen byl izolovén pomoci
Bacillus amyloliquefaciens (Hartley a kol., J. Mol. Biol. 202,
str. 913 aZ 915, 1988). Jeho pouZiti k vytvofeni muZskych ste-
rilnich rostlin je popsdno v evropském patentovém spise ¢&islo
EP 344 029 (Mariani a kol., 1990).

V r&mci vyndlezu byly ziskdany plasmidy L77al101 (pEsri-
-barndzy) a L126a3 (pEsr2-barnéazy)
VII) a ba obr. 8 (tabulka VIII) z plasmidu “promotoru A6-bar-
nazy" popsaného ve VO 92/11379 nahraZenim pAR6 promotory pEsri1

popsané na obr. 7 (tabulka

a pEsr2 technikou zunamou pracovnikiim v oboru.

Je také moZ®no ziskat konstrukt pEsr3-Barnidza podle podob-
neho protokolu.




Tabulka VII
Charakteristiky plasmidu L77a101
Fragment Poloha Odkaz

pEsrl 80-605

Barnase 613-945

ter CaMV 1571-2257

bla 4324-3467

pA3 1-28 Scott et al, 1992 )
1L.23/7 (pEsrl) 29-605 Opsahl-Ferstad et al, 1997 a podle pFikladu
pA3 606-4473 Scott et al, 1992
Tabulka VIII
Charakteristiky plasmidu L126a3

. Fragment Poloha Ddkaz

pEsr2 - 43-2529 ’

Barnase 2537-2869 -

ter CaMV 3495-4181

bla 6248-5391

pA3 [-28 Scott et al, 1992

linker JFB34 29-42 podle pFikladu

1.33/1 (pEsr2') 43-2391 podle pifkladu

1.33/10 (pEsr2™) 2392-2529 Opsahl-Ferstad et al, 1997 a podle p¥ fkladu
pA3 2530-6397 Scott et al, 1992

4-4 Chimerni konstrukt antiEsr2

Rekonstituovany funk&n{ promotor Esr2 (2,49 kb), popsany

v pifikladu 2 a voleny pifednostné se zretelem k vysledkfim kvan-

titativni exprese, popsanym v p¥ikladu 1, se nafizuje na sek-

venci Esr2g2 (Opsahl-Ferstad H.D. a kol.,The Plant.J. 12, str.

235 aZ 246,

1997) vzatou v protisméru,

na terminator Nos.

jeZ je sama nafuzovana

Nisledujicim protokolem se s vyhodou ziskd chimerni




konstrukt obsahujici gen Esr2 v protisméru za Fizeni jeho fis-

tym promotorem.

Do plasmidu odvozeného z pJIT30 obsahujiciho promotor 35S
se mezi mista BamHI a EcoRI zafleni mnohofetné nisto klonovani
a koncova sekvence viru mozaiky zeli (Guerineau F. a kol.,
Plant. Mol. Biol. 15, str. 127 aZ 136, 1990), adaptér obsahu-
jici misto Spel a tvofeny oligonukleotidy (5 'GATCCACTAGTCCCG
(SEQ ID No 18> a (5 BATTCGGGBCTAGTG (SEQ ID No 19). Fragment
EcoRI/Spel plasmidu L42al4 (Opsahl-Ferstad H.D. a kol., The
Plant. J. 12, str. 235 aZ 246, 1997)) se =zafleni do shora po-
psaného plasmidu. Takto ziskana konstrukce obsahuje gen Esr2
v protismé&rng orientaci =za Fizeni promotorem 35S (plasmid
L79b5) . ‘

Promotor 35S se zatlaf{ do plasmidu L79b5 restrikici Sacl
a HindIII nahradi se adaptérem obsahujicim restrikléni mista
HindIII a Notl a tvofena oligonukleotidy (5 BAGCTTTTTGCGGCCGC
(SEQ ID No 20) a (5 TCGAGCGGCCGCAABBAGCTTAGCT (SEQ ID No 21)).
Do tohoto adapteru se ;avede 4prom0tor Esr2 ve formé€ fragmentu
HindIII/Notl 2,44 kb. Takto ziskand konstrukce obsahuje gen
Esr2 v protism&rng orientaci =za Fizeni jeho vlastnim promoto-
rem (plasmid L129/46 (obr. 11).

Podobnyn protokolem je moZno ziskat konstrukty obsahujici
promot.or EsrZ navazany na protism&rnou sekvenci Esrl a Esr3.
Je také moZno ziskat steiny typ chimernich konstruktii s jinymi
promotory Esr podle vynalezu. Ziskaiji se rovné&Z konstrukty oh-
sahujici konstitutivni promotor 35S, navazany na protismérnou

shora popsanou sekvenci Esr.
Priklad S

Ziskani transgennich rostlin (nutnaost stabilni transformace

kukuifice)




ZkuSenosti s transitni expresi pouZivajici transformaci
bombardovénim rostlinnych bunék chimernimi konstrukty pEsr-GUS
a konstrukd&nim promotorem Gus, nedavaly wvysledky ukazuiici
specifidnost exprese testovanych promotorfi: nebyla pozorovana
Zadna aktivita v zén& definované buiikami Esr. Malé rozméry té-
ta zénvy a ostatnich vlastnich soufasti mohly vysvétlovat sku-
tednost.,, Ze technika neni pFizpilisobena ve standardnich podmin-
kdch transitni expresi. Jako pFiklad isou sledovang konstitu-
tivni testowvaneé promotory aktinu rvZe (McElroy a kol., 1992,
ubiquitinu kukuFice (Christensen a kol., Transgenic Res. 5,
str. 213, 1996), Adh kukuPfice (Denis a kol., Nucl. Ac. Res.
12, str. 3983 aZ 4000, 1984)> a 35S (Odell a kol., Nature 313,
str. 810 aZ 812, 1985) zavad&jici modré =zabarveni do plného
albumenu, coZ ukazovalo funk&nost transformadniho systeému, av-
Zak nikoli v z6n& obklopujici klidek, coZ potvrzuje nepfizpi-

sobeni systému na tuto zdnu.

K transformaci zaméfendé na stabilni expresi bylo tedy

nutno studovat specifitnost exprese promotori podle vyndlezu.
5~-1 Bombardovani dasticemi

Zpiisob spofivd v pouZiti bombardovani ¢asticemi stejinymi
jaké popsal J.Finer (Plant Cell Report 11, str. 323 aZ 328,
1992>. Cilovymi buiikami isou bufiky indiferentni k rychlému de&-
leni majici zakonzervovanou schopnost regenerace celych rost-
lin. Tento typ bundk tvoiri klifkotvorny kalus kukuFice (nazy-
vany typ II). Kalusy se =ziskaji z nezralych klic¢kl genotypu
HiIl zplisobem a v prostifedi, které popsal Armstrong (Maize
Handbook: nakladatelé M. Freeling, V.Walbot, str. 665 aZ 671,
1994)>. Tyto fragmenty kalusil o povrchu 10 aZ 20 mm2 se StyFi
hodiny pifed bombardovanim uloZi v mnoZstvi 16 fragmentli na
misku do Petriho misek obsahujicich kultivadni prost¥ed{ iden-
tické s inicia®nim prost¥edim s pPisadou 0,2 M manitolu + 0,2

M sorbitolu. Plasmidy, popsané v pifedchozich pfikladech a ne-




souci zavadeéci geny, se fisti na sloupci Oiagen® podle in-
strukci vyrobce. Pak se vysrdZeji na Sasticich wvolframu (M10)
paodle Kleinova protokolu (Nature 327, str. 70 a¥ 73, 1987).
Takto obalené Eastice se vrhaji na cilové buiiky d&lem podle
protokolu, ktery popsal J. Finer (Finer J. Plant Cell Report.
11, str. 323 aZ 328, 1992). Misky s takto bombardovanymi kalu-
sy se pak =zaliji prostPfedkem Scellofrais®, nafeZ se kultivuii
ve tm& pri teplotd 27 C. K prvnimu pFepichoviani doide po 24
hodinach, pak vZdy po 15 dnech bShem t¥{ m&sicli ve stejném vy-
chozim prostredi s pfisadou selektivniho finidla. Po t¥ech ms-
sicich nebo n&kdy d¥ive, se ziskaji kalusy, jeijichZ rfistu ne-
bylao branéno selektivnim inidlem, obvykle a hlavn& sestavaiji-
cim =z bun&k pochazeijicich z dé&leni buiiky, do jejiihoZ genetic-
keého prostfedi bylo integrovano n&kolik kopii selek&niho genu.
Frekvence ziskavani takovych kalusfi je p¥ibliZn& 0,8 kalusu

na bombardovanou misku.

Kalusy se identifikuji. rozjednoti, zesili a pak se kul-
tivuii k regeneraci rostlin za modifikace -hormonalni a osmo-
tické rovnovahy buné&k zpisobem ktery popsal Vain a kol. (Plant
Cell Tissue and Organ Culture 18, str. 143 aZ 151, 1989). Tyto

rostliny se aklimatizuii wve skleniku nebo se mohou kPFiZit

k ziskani samosprasinych hybridd.
5-2. Transformace agrobakteriem

Jinou technikou transformace, pouZitelnou v ramci vynale-
zu, je pouZiti Bgrobacterium tumefaciens podle protokolu, kte-
ry popsal Ishida a kol. (Nature Biotechnology 14, str. 745 aZ
750, 1996), zwvlaSte na nezralych klifcich deset dni po oplod-
néni. VSechna pouZivana prostfedi jsou popsana v citowvané 1i-
teratufe. Transformace zafind s fdzi spoledné kultury, kde
isou nezralé klidky kukuPice uvedeny do styku na p&t 5 minut
s Agrobacteriem tumefaciens LBAB 4404 obsahujicim superbinarni

vektory. Superbinarni plasmid je vysledkem homologoveé rekombi-




nace mezi intermediarnim vektorem nesoucim ADN-T obsahujicim
sledovany gen a/nebo selekéni marker odvozeny =z plasmidili po-
psanych v pifedchozich prikladech a vektor pSBl japonského ta-
baku (evropsky patentovy spis dislo EP 672 752>, ktery obsahu-
je: geny virB a virG plasmidu pTiBo542 obsaZené v superviru-
lentni vrstve A281 Agrobacterium tumefaciens (ATCC 37349) a
homologickou oblast nachdzejici se v intermediarnim vektoru u-
noZiiujici tuto homologickou rekombinaci. Klicky se pak uloZi
na t¥i dny do prostifedi LSAs ve tmé& pii teploté 25 ‘C. K prvni
selekci dojde na transformovanych kalusech: klfﬁkogehni kalusy
se prenesou do prostifedi LSDS5 obsahuiiciho 5 mg/1 fosfinotri-
cinu a cefotaximu 250 mng/1 (vyloufeni nebo omezeni kontaminace
Agrobacteriem tumefaciens). Tato etapa probiha dva tydny za
tmy pii teploté& 25 °C. Druha etapa selekce se provadi prfenese-
nim klidkd, které se vyvinuly v prostifedi LSD5 do prostiedi
LSD10 (fosfinotricin 10 mg/ml) v pifitomnosti cefotaximu, bé-
hem t¥i tydnd za steinych podminek jako prve. Treti etapa spo-
Givad ve vyTFiznuti kalusii typu I (fragmenty 1 aZ 2 mm) a pFene-
seni na t¥i tydny ve tmé& pi¥i teploté 25 °C do prost¥edi LSD10

v pfitomnosti cefotaximu.

Regenerace rostlinek se provede vyFiznutim kalusi typu I,
které proliferuji a jejich pP¥enesnim do prostfedi LSZ v pii-
tomnosti 5 wmg/l fosfinotricinu a cefotaximu na dva tydny pri

teplote 22 “C za tvalého osvétleni.

Regenerované rostlinky se pPfenesou do prostifedi RM+G2 ob-
sahujiciho 100 mg/1 Bugmentinu na dva tydny pPri teploté 22 ¢
za trvalého osvétleni k vyvoijove etapé. Ziskand rostliny se

pak pPenesou do fytotronu k jejich aklimatizaci.

5-3 Zpiisob vhodny pro barnasové konstrukty: retransformace

kalusil act-barstar

Chimernich barnasovych konstruktil popsanych v pifikladu 3




se miZe vyuZit ke klasické transformaci jednim nebo druhym

shora popsanym zplisoben.

Podle jednoho vvhodneho zpilsobu pfizpﬁsobenéhb toxickénu
charakteru barnasy se pouZiva k transformaci plredb&Zné& trans-
formovanych kalusfi obsahujicich barstarovy gen, ktery koduie
specificky inhibitor Barnasy (Hartley a kol., J. Mol. Biol.
202, str. 913 aZ 915, 1988). Tento gen slouZi jako "ochrana”
b&hem procesu regenerace téchto kalusd, ktery probiha v pod-

statg z klifekgeneze kukulice.

Etapa a: ziskdani linie exprimujici barstar a plasmid obsahuji-
i gen resistentni k hygromycinu:

Prvni etapa transformace probihd podle popsanyvch protokolil
s plasmidem pWP280 obsahujicim kazetu pActin-intron-Barstar-

-Nos poly A.

Tato kazeta se ziska v techto stupnich: barnasovy frag-
nent se aplikuje pomoci PCR z plasmidu pTG2 (Horovitz a kol.,
J. Mol. Bionl. 216, str. 1031 32_1044, 1990)>, pak se subklonuije
aZ fragment Xbal/HindIII v plasmidu pBluescript KS+ (Stratage-
ne) poskytuiice plasmid pWP118.

Barstarovy gen se pak transfektuje na fragment Xbal /HincIl
v mnist® Xbal/Smal plasmidu p¥W90, odvozengho z plasmidu pJIT30
(Buerineau a kol.,Plant. Mol. Biol. 15, str. 127 az 136, 1990
(promotor 35SCaMV nahraZeny dvojitym promotorem 355 a oblasti
polyspoiovnik mezi misty Xbal a EcoR1 nahraZenvymi misty Spel,
BamH1, Smal a Psti)}.

Oblast polyA CaMV ziskaného plasmidu se nahradi oblasti
nos ﬁolyh pED23 (Dale a kol., Gene 91, str. 79 aZ 85, 1991)
tvorici plasmid pWP266. Dvojita promotorova oblast 355 CaMV se
nakonec nahradi akbtinovym promotorem ryZe a intronem z pCOR113
(McElroy a kol., Mol. Gen. Genet. 231, str. 150 aZ 160, 1991)




tvoricim plasmid p¥P280 (obr. 10).

Takto ziskaneg rostliny "promotor aktin-barstar” se analy-
zuji zplisobem Northern Blot k identifikovani rostlin exprimu-
jicich korektné& BRNm koduijici Barstar. Rostliny tako vyrobeng
poskytuii klifky exprimuijici gen Barstar pouZitelné k produkci
kalusfi typu II znanymi zpfisoby: zavedenim do kultury kl1i&kfi
v indukdénim prost¥edi{ kalogenese a pifepichovanim v selektivnim

prostfedi obsahuiicim hydromycin.

Etapa b: transformace téchto kalus@ chimnernim konstruktem

barnasy:

Kalusy act-barstar ziskané v piedchozi etap& se bombarduiji
zplisobem popsanym v odstavci 5-1 prve popsanymi konstrukty
"promotor Esr-barnas" plasmidem dodavajicim odolnost Basta
(pDM302, McElroy a kol.,Mcl. Gen. Génet. 231, str. 150 aZ 160,
1991). Pak se oba geny odde&l{ souproudné segregaci k zisani

samotného promotorového konstruktu Esr-barnase.

V porovnani s klasickym zpfiscbemn, ktery je zamé&Tfen na
pitimeg transformovani kalusli konstruktem “Esr-barnase” se do-
sahne vyhodnym zplisobem neijlepfich vysledkli, zeiména pokud jde

o udinnost transformace a pofet regenerovanvch rostlin.
Priklad 6
Zavedeni funk&nosti pomocnych sekvenci (pfipad konstruktld GUS)H

Ke zjigdtovani aktivity g-glukuroniddzy se sklidi kukufic-
na zrna =z rostlin transformovanych bombardovanim fasticemi
v pPesnych stadiich vyvoie a podéln& se rozifiznou. Inkubuji se
v pfitomnosti S-brom-4-chlor-3-indolyl-g-~D-glukuronové kyse-
liny (X-GlcA, Duchefa) 24 hodin p¥i teploté& 37 ‘C (Jefferson a
kol., Plant Nuclear Biology Reporter 5 (4), str. 387 aZ 405,
19875 .




Zvlaste v pripade€ konstruktu Esr2-Gus je modré zabarveni
omezeno na obrys embrya 4. a 5. dne po opyleni, pak pouze na
drovni suspensoru 6. a 7. dne a nakonec na spoding suspensoru
ve dnech 9, 12, 13 a 15.

Tytao vysledky exprese v transgennich rostlinach ukazuiji,
¥e fragmenty 5 popsané ve vynalezu odpovidaji funkdnim promo-
torfim, a Ze jsou postaujici pro spravnou prostoro-casovou ex-
presi, v souhlasu s dosavadnimi vysledky (Opsahal-Ferstad H.D.
a kol. The Plant J. 12, str. 235 aZ 246, 1997).

PouZit{i téchto pomocnych nukleovych sekvenci v molekular-
nich konstrukcich urdenvch ke zlepfeni kvality zemédélskeé,
potravinové nebo primyslové rostliny je obzvlast zajimavé pro

modifikovani tvaru klidku a nebo albumenu a jeho vyvoie.

Prinyvslova vyuZitelnost

Modifikce potravinaPskych a primyslovvch rostlin ke zvydeni

jejich uZitkovosti, zwlaZté& obsahu Skrobu nebo oleje.

(eska republika
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PATENTOVE NAROKY

1. Nukleotidovd promotorova izolovand sekvence umoZiiujici
expresi kédujicich sekvenci, na kterych je vazédna, pricemZ ex-
prese je 1) specificka pro oblast albumenu obklopujici klidek
v zrnech krytosemennych rostlin a ii) plisobi obzv1adt& v das-

nych stadiich vyvoije albumenu.

2. Nukleotidova promotorovd izolovana sekvence podle naroku

1, izolovdnd z obilovin, zvlasté z kukuffice.

3. Nukleotidovd promotorova izolovana sekvence podle naroku
1 nebo 2 , obsahujici sekvence SEQ ID No 1, Ne 2, No 3, No 4,

No 5 HNo 6 nebo No 7 nebo vSechny jejich homologoveé sekvence.

4. Nukleotidova promotorova izolovand sekvence podle naroku
1 a2 3, absahuijici reguladni element cis definovan? mnotiven

CTACARCCE opakovanym s vyhodou za sebou.

5. Expresni kazeta vy zna ¢ u ijic i s e t i m,
¥e obsahuije promotorovou nukleotidovou sekvenci podle naroku 1

a¥ 4, vazanou operativng na alespofi jeden sledovany gen.

6. Expresni kazeta podle ndroku 5. vy z n a du jic i
s e t { m, e sledovany gen kdéduje protein voleny ze souboru
proteinfi dfastnicich se ve vyvoii klicdku nebo albumenu, bun&d-
ného ristu, metabolismu cukrii nebo mastnych kyselin, toxickeho

proteinu a proteinu inhibujiciho transkripci.

7. Expresni kazeta podle naroku 5 nebo 6, vyznac¢u -
j i ¢ i s e t i m, Ze sledovany gen kdduije protein voleny

mezi barnasou a isopentenyltransferazou.

os]

. Expresni vektor, v ¥y z n a Suifceci 5 & t i m,

%e obsahuje expresni kazetu podle ndaroku 5 aZz 7.




- 3 - .o 'X] e ooe 0 X3 LX)
L S T R
. 00 o @ . ® o 0 [ [ ]
* L] [ ] LN 2 L ] [ L]
(X RN ] o0 e se L] o000
9. Hostitelskada bulika krytosemenné rostliny, zeiména obilniny

transformovana vektorem podle naroku 8.

10. Transgenni rostlina nebo dast této rostliny, zeiména

ovoce, semen, zrn, pyly, vzniklé z bufiky podle naroku 9.

11. Rostlina nebo &ist rostliny podle ndroku 10 ze soubo-
ru zahrnujiciho chilovinu nebo rostlinu oleinatou, volenou ze
souboru =zahrnujiciho pSenici, Fepku, slunecnici a pfedevEin

kukuiici.

12. Hybridni transgenni rostlina ziskana ki¥iZenim rostlin

podle naroku 10 nebo 11.

13. Zpiisob ziskavanmi krytosemenné rostliny se zlepSenymi

zenSd&lskyni nebo nutridénimi vlastnostmi ., v ¥y 2z n a fguj i~

c i 5 e t i m, Ze se

- transornuje alespoifi jedna buiika krytosemenné rostliny vekto-
rem podle naroku 8,

- kultivuje se takto transformovana buiika zpfisobem k vytvoreni
rostliny obhsahujici ve svém genomu expresni kazetu podle na-

roku 5 aZz 7.

14. PouZiti expresni kazety podle 5 aZ 7 k ziskani trans-
genni krytosemenné rostliny se zlepSenymi zem&d&lskymi nebo

putridnimi vlastnostmi.

15. PouXiti podle naroku 14 k ziskéani transgenni rostliny
produkuijici =zrna obsahujici Zkrob nebo olej modif ikovana v po-

-

rovnani s nelbtransformovanou rostlinou.

16. PouFiti rostliny nebo fasti rostliny jmenovité semnene,

zrna nebo plodu podle naroku 10 a¥ 12 k piipravé odvozenych

produktii, zeiména potravinaskych.
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Prasmice UC L129/46

pPEsr2 promotor genu Esr2
Esr2 sekvence kédujici gen Esr2

25 ter. Terminator CaMV 358
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<1l0>

<120>

<130>

<140>
<141>

<160> 21

-Specifické

Biogemma

BFF 95/496ext

bromotory

Seznam sekvenci

<170> PatentiIn Ver. 2.1

© <210> 1

<211> 531
<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 1

gatcattaag
actattataa
ttcggactat
cgaagctceee
gaccttcgga
gtttttetgg
aaaactgtct
cttcctatct
cactacacca

<210> 2

<211l> 2493
<212> ADN
<213>

<400> 2

aagcttttee
gctgtgtttt
cccatgactt
tetetttttg
gggtataaca
ctaaaacaat
tttcagggtt
ctactcgtat
aaggttcaaa
atttaaattt
gacatttatt
tggaactagc
ccacggtgaa
ggcacatgga
atggcttcac
aggtcaaaat
ggtcgagggt
aaacttcggt
ggggtttggt
gttcacgagt

gactaagcag
gccgaagceta
gtettcacct
tgtaataatt
agaggaaggc
cacttcatca
taaaataggg
ttggtggttt
cacgttagat

Zea mays

ggtgatgaag
tgaggacctt
gcaaaaaagc
aaaagtgtag
atcgecatggt
agtgagcatt
ttgatgtect
acataaagaa
tggtcctata
ggtttaaaat
tacttaacta
tcagattgct
caagggggag
tgtctcagat
gacggtgggc
ttgttgccaa
caaccagagg
gagcaattca
accttctggt
cagcgatgac

tecttettece
ttaccecttg
tgtatacctt
catatcatgce
cccccaacaa
ataatgccte
ccaagtcata
tgtatatata
atatatacag

cacctgtaat
cggaagatga
aaattttatc
agcactagca
aaataacaca
ttaatgtaat
caaaagtgtg
acatgggcac
attattgtag
gagttagata
taacttctag
ggttgattte
ataggtgttg
taaatggtgg
tactagaget
gccactgtgg
ggcaagatcyg
agatttccta
gcacatcatg

gggcatggtyg

ttteggettg
gctatagett
tgtcttggag
taaaaataaa
gacgattaac
aatagcatac
aattcattca
tatgttcatg
aaaatagctt

acttaacagc
aggeccccaa
aaaatttcte
actgtctact
aaggaaatcc
agggaatagg
cceceectggg
aaaataagaa
acattttaga
ttaatattta
ggttttaaaa
cataaaagtc
accgatatct
atgtgcaagc
ggctacgtca
ctcacgatga
atggtgcagt
tcatgtgacc
ttgetgtate
ggacttgtgt

catcatcttt
cggtgttcat
gaaaaccttc
tggtcagtcce
tagtattgtce
ttcattttag
aagtgactct
gttgagtgat
cactatctag

atgctgaaaa
cacatecccat
ataaaacact
aaaaaggttc
tactaagagc
agcatgcaat
gcagttgcaa
acaatactca
atttatttta
ttcagtttat
gtaaattttg
gaggttcctt
ctaaattttg
gacgcgcaca
accaatggag
gtegattgag
ggtgtteteg

gggtcaggga

gatgtcaagg
caccatggtt

albumenu rostlinT?ch zZrn

agtcttcatc
ctttattatce
atcctgaagce
tgtttttgag
tcactgeatt
gaactttatt
tcatttectta
gttectacac
a

caaatagtta
gcatcaagtc
tgaaaacatt
ccaaatttcet
agtaatttgg
acttgtgttce
cactcaaaat
aattatgaaa
gaccaaaacc
agttatttgg
ggtccctagt
tagcaaaaat
atecgttggac
cgatggagga
ggcteggtca
cacatatcaa
atggaagggg
atgggegeat
gagcattagg
cgatcaacta

60

120
180
240
300
360
420
480
531

60 -
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080

1140

1200




gggacgatag
aaggtgggga
agtggcggea
gggaagtagt
caatgacaca
ttaaaagatce
ggtgatgggg
gttgtgacac
tgacccagag
gtcagtgact
tgatctaggce
tgaattttta
atttagatga
aataatttct
acttttttta
tgaaatccac
atacattctt
aacttctttt
ataatgcectce
ccaagtgacyg
tatgtttata
acatatatat

<210> 3

<21l> 1708
<212> ADN
<213>

<400> 3

aagcttagaa
gaagacaaga
tacgctcaat
aaagggaagdg
ttatcattct
ggtcctcaaa
ggtttggatc
gaagctcacg
aaaggctatt
tgtaatttta
tcacgetgac
gaaggtacat
agttgatgat
tattgtgctt
ggaaataatg
tcttgactcet
acaactacta
gacctcteygg
tctaggccat
ggaagttaaa
tttgtgtcac
gggtgccact
tctattttta
ttgccataac
ttggacgatt
cctcaatage
cacaaatcca
atatatatgt
tatatggaaa

agctctatga

ggacggggcyg
tegettgtaa
tggtgcggag
aagggtggtg
aggcatcagg
acdagggtag
atgggggggg
aagagaccca
caccgtgaca
tggetecggge
attcaaatca
atatgttggt
ctcettttgt
gtagtgtgce
attctatttt
gccataacat
gtaagattca
attagcatac
gatccattta
tatgtgtggg
ggaaaatagce

Zea mays

attttaaaaa
gaacacggca
acgttgcaag
tgtttttegg
aacaaattaa
aactggttta
agaactacaa
tgtaggagag
cagacctcga
catgggetgt
ttggcatteg
ctataatttg
aatgtttata
acgaaggttt
tetegaagga
tagecatttga
gatgaagttt
aataaaatta
acaaacattg
accaaccaat
ttacaaaaat
tgtaacatga
tgcattctte
atattctaat
aattagtatt
atacttcatt
cttcaaaggt
gtggatggtt
atagcttcac

agtttcacaa
tctectagtga
tgaataaaag
atgttcecttt
cgacagttta
gaggaaaggc
tgctcaageca
gggaattgga
ctgatgggga
tgttattgga
actgtgcetga
aatgactcca
ggagtttggg
cacttccaat
acttatagca
tagccattct
attctagtgce
ttaatattge
ttcattttag
aaggtgatte
tggttgaatg
ttcacagtct

aagccaggca
agaaagcatg
tggtagggcee
accttcgget
tattgtgagg
acagtgtttc
catgaagadgg
ctteggeacg
tggatttcta
gteecttgect
ctttttgcat
ttattgtgtt
ttattttteg
ttcecttcaaa
cgaaggactt
gaacaagtcc
ctecaaaagt
aaatgagaat
ggtattacta
cctecactcat
ggcttaatct
aaactataac
aaaattgaca
gcaaatatta
gtctcactac
ttaggaactt
gactcttcat
gagtgatgtt
tgtctaga

cttcectecaca
gggtggaatg
gtgcttgggt
tataagggag
aagctcgaat
agggataaaa
agggagggcyg
ggttggggtt
aaaaaggtgce
aagttacgtce
tecctttaatt
aatctctceca
ctecgetttt
attgacttaa
caaaaactat
tcaaaattgg
aaatgttaac
tacattgecat
gaacttgatt
ttaatttett
atgttcectac
aga

agcgttggtyg
ctaaatgtgce
ccacttgtea
taaggccttce
ggctactgtt
tggagtataa
cacaaagaac
acagcagaaa
taggtcatta
ataaatagat
cacgecttgta
attgtggata
tatttcatat
atctttgtec
tgatatttaa
ccaacagetc
acgtcecattg
aagtaagaat
aaaaataget
tcccaagaaa
tttatgeggce
tattttcaaa
caaattaaac
agtagattgce
attctttgtt
tatgaaaatt
ttcttacttce
cctacaccac

(X ] L]

* LR 4
LR 4

Q:O. *e
ctctagggat
cagttctgte
ggctgggaag
caccattgat
getgetaggg
tttetttact
agttcagecgce
gaccaggtga
caacaggtgg
cggaatggtt
tcteecattee
aaattaccaa
ggttagtatg
atttttatgt
atccatttte
cacaaaacta
tagattgctc
acttttttag
aaaaccgect
acttcctatce
accactacac

tgcaaagagce
tegeggtgeg
ttgactattg
gteccatatcg
gggggecttce
tgcataaaca
acgaaggttg
aagggaaccg
gcaaatgtaa
gaacagtact
cecettgettt
tggtaatgca
atgaattctt
ggaattcatt
cacttttcat
ctaagctctt
aatggagtaa
aaaacacctc
aatgccatct
tattggatca
aatgccaacc
tagtaccttg
taggagaatt
tcaacategg
ttagcagttc
gtcttaaaat
ctatctttge
tacaccacac

catggtgaca
acgtgggaat
tgcaatatga
taatggaaga
gtgctcaagg
ccagttgtgg
agagatgcct
cgttatggeg
ggaccaaggt
tgggcctgag
caatttaagt
aatatagaat
tttgtataaa
agcaatgcca
taatagtcect
ggaaaattta
aatattagca
aagttcatca
taaaatagag
tttggtggcet
cacacgttgg

taaaaattag
ttecttattta
ctattctage
caatctgaat
gacttcecgaa
ggtatctteg
gcgcagagece
acttaaaagg
agggcatgaa
ctegtactgt
ccttcaaace
aataaaaata
cctcatcatt
atatccgaag
gttgeettgt
ctttgaagaa
agagtcattt
tattatcaaa
ttcaacattt
tatttaacat
ttetttagea
aaattcgeat
caatacatte
tacacatctt
atcaataatg
agggeccaagt
ttgttettgt
cttagacaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680

1708




<210> 4
<211> 1232
<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 4

tagttcatgce
cctecatgtac
cgggtctcaa
aaatatgaaa
atatatcaat
tgtactttaa
caaaattatc
atcaagtcga
tattttttag
agttgtattt
agggaacaaa
aaaaaaacat
ctatatgaaa
tatagagtta
gtttageccat
taacatattc
gattcattag
tagcataatt
atccacttca
tgtgtgtggg
atatatgtga

<210> 5
<211l> 499
<212> ADN

aaaagtagtg
tggcetggtyg
gctgecatgtyg
cagtaaatct
ctacaatgcg
tgataagaag
agtttccaat
tatataatgc
ctattggatce
tecccaccctt
tttggtetec
atttgttcte
ctagttatag
taacatgaaa
tcttcaaaat
tagtccaaat
tactgecettg
catgttagga
aaggcaatta
tggttgagtg
aaaaatagct

<213> Zea mays

<400> 5

ttttgtcact
tgtgecactt
tatttttage
taacatattce
gattcattaa
gcatacttca
catttaaagyg
tgtgggtagt
aatagcttca

<2105 6
<211> 507
<212> ADN

tccaatattg
atagcacaaa
cattcttcaa
tagtgcaaat
tattgctaca
ttttaggaac
tgattcttaa
tgaatgatgt
cagtctaga

<213> Zea mays

<400> 6

ttgtgteact

ggtgccactt
ctatttttat
tgccataaca
tggacgatta

tacaaaaatg
gtaacatgaa
gecattcttea
 tattctaatg
attagtattg

agtgtttata
tttggtaaac
aaaaataata
ttcecgttgaa
ctcatctgca
gattagaatg
gtctgaatat
tatatgttta
gagcagttta
aaattatgaa
ggactgattt
tgaaaattga
ttttecttcta
actatagcca
tgccaccaaa
gttaagtgga
ttgcatactt
acttgattaa
ttaatttctt
atgcacacat
tcgcagtcta

acttaaattt
aactatatcc
aattggcaca
gttaactaga
ttgcatactt
ttgattaaaa
tttcttactt
tcctacacca

gcttaatctt
aactataact
aaattgacac
caaatattaa
tctcactaca

cacctatgec
atgaagcaat
aatatttttt
aaagtacatc
tctegatgca
ttcttgtttt
gcaatgecatt
agaactggtg
gtaaaggtaa
agggagtaac
cattggtggt
taattaatta
aaattattgt
ttttcaaata
ccaggagaat
ttgctcaata
tgttttagea
aactgecctta
acttectatce
tttecctacac

ga

ttatgtagca
attttctaat
aaactaggaa
ttgctecaata
ttttagaagt
cegecttaaa
cctatctttg
ctacaccaca

ttatgeggea
attttcaaat
aaattaaact
gtagattgcet
ttectttgttt

‘aatgaataac

aatttectcet
tgaagtgaat
tctattatta
tactttcatc
cctettatte
ataaacceta
ctgagtatgt
actacattta
gctcecactec
tctetatttt
atcataaatt
ctgtetgttg
gtgeccttgaa
ttattaataa
tcattatact
gttcatcaat
agaacatggc
tttggtggtt
cactacatca

atgccaactt
agtccttgaa
aatttaatac
ttagcaaact
tcatcaataa
atagagccaa
gtggcttatg
cgttggacat

atgccaacct
agtaccttga
aggagaattc
caacatcggt
tagcagttca

ctctaactac
tatcaaaata
gaaaaatgat
acgataacct
attttatgaa
ttaccttttt
gtcagcatat
ctactcaaca
tctatcttea
aactgttgaa
ttaaaacaac
aggaaaaaaa
gtgctctagt
attcattttt
attcacgcca
tcttttggac
aatgcttcac
aaagtgataa
tttgtatata
caccttggac

tttttagtag
atccacatte
attcttgecca
tettttgtaa
tgcctcatta
gtgacggatc
tttatatatg
atatatggaa

tttttagcag
aattcgecatt
aatacattct
acacatcttt
tcaataatgc

oS
EX R X3

L]
ses e

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1232

60

120
180
240
300
360
420
480
499

60

120
180
240
300




ctcaatagca tacttcattt
acaaatccac ttcaaaggtg
tatatatgtg tggatggttg
atatggaaaa tagcttcact

<210> 7

<211l> 265
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 7

namgattmay tartattgyy
cawtagcata cttcatttta
rratycantt yaaagntgay
tatatrtgtk srtggttgar
ayrgaaaata gcttcacwrt

<210> 8
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taggaacttt atgaaaattg tcttaaaata gggccaagtc 360
actcttecatt tcttacttce tatctttget tgtttttgta 420
agtgatgttc ctacaccact acaccacacc ttagacacat 480
gtctaga 507

wcaytrcatw snttnttttr gmasttcatc aataatgect 60
ggaacttkat kaaaayygyc ttaaaatagr gccaagtsay 120
tcttmattte ttacttccta toctttgstkg yttwngtwta 180
tgatgttect acaccactac accacacstt rgayayatat 240
ctaga 265

<211>
<212>
<213>

28
ADN

Un&la sekvence

<220>
<223> Popis

<400> 8
ggggtctaga ctgtgaaget

<210> 9
<211s> 30
<212> ADN

umeélé sekvence:

oligonukleotid

attttcca 28

<213> ppsla sekvence

<220>

<223> popis um&lé sekvence:

<400> 3
ggggaagctt tacattcttg

oliganukleotid

ccataacata 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ggggaagett ttcatcaata atgectcatt

10
30
ADN

Umé&la sekvence

Popis um&lé sekvence: oligonukleotid

10 .
30

<210> 11




<211> 30
<212> ADN

<213> Um&la sekvence

<220>

<223> 1Popis um&lé sekvence: oligonukleotid

<400> 11

ggggaagcett taatttctta cttcctatct

<210> 12 -
<211> 27
<212> ADN

<213> pm&l1a sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence:

<400> 12
ggccagtcga caaagcggcc gcatgea

<210> 13
<211l> 19
<212> ADN
<213> Ume&la sekvence
<220>
<223>

<400> 13
tcagectgttt cgceggegt

<2105 14
<211> 14
<212> ADN
<213> ypx14 sekvence

<220>

<223> papis um&lé sekvence:

<400> 14
’ccgactgcag gccea

<210> 15
<211> 14
<212> ADN

<213> yUm&la sekvence

<220>

<223> Paopis un&lé sekvence:

Popis um&lé sekvence:

oligonukleotid

oligonukleotid

oligonhkleotid

oliganukleotid

30

27

18

14




<400> 15
gacgtegggt tcga

<210>
<21ll>
<212>
<213>

16
16
ADN

LR

Ume&la sekvehﬁé

<220>

<2235 sekvence: oligonukleotid

Popis um&lé

<400> 16
ctagacccga attege

<210> 17

<211> 16

<212> ADN

<213> Ume&la sekvence

<220>

<223> ppopis um&lé sekvence: oligonukleotid

<400> 17
tgggcttaag cgccdg

<210> 18

<211> 15

<212> ADN

<213s> Um&la sekvence

<220>

<223> pgpis um&lé sekvence: aligonukleotid

<400> 18
gatccactag teceg

. <210>
<21l>
<212>
<213>

138
15
ADN

Un&la sekvence

<220>
<223> popis um&lé sekvence: oligonukleotid

<400> 19
aattcgggac tagtg

<210> 20
<211> 17

14

16

16

15

1S




<212> ADN
<213> . Un&la sekvence

<220>
<223> Paopis umélé sekvence:

<400> 20
aagetttttg cggecege

<210> 21
<211> 25
<212> ADN

<213> ypm&14 sekvence

<220>
<2235 Papis umé&lé sekvence:

<400> 21
tcgagcggec gcaaaaagcet taget

7 ’ O: :--3 e § E * L ] .: E .:
O:OJ .Q.. '... ..' ..l. .:CO
oligonukleotid
17
cligonukleotid
25
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