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Opisuje sa sekvencia rastlinnej DNA kddujica mutovanii
formu enzymu 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntazy (skra-
tene EPSPS), ktora obsahuje aspofi jednu substiticiu ami-
nokyselin, a to zdmenu treoninu za izoleucin v pozicii 102
a substitdciu prolinu za serin v pozicii 106 v sekvencii
EPSPS z kukurice a prepoZiiava rastline zvy3ent toleran-
ciu proti herbicidom.
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Oblast’ techniky

Vyndlez opisuje nova formu enzymu 5-enolpyruvyl-
Sikiméat-3-fosfatsyntdzy (skratene EPSPS), ktord vykazuje
zvySenll toleranciu proti herbicidom, ktoré si kompetitiv-
nymi inhibitormi aktivity EPSPS vzhladom na fosfoenol-
pyruvat (PEP). Tato odolnej$ia forma enzymu obsahuje
najmenej jednu substitiiciu aminokyselin, a to zamenu treo-
ninu 7a izoleucin. Vynalez sa d'alej vztahuje na gén kddu-
jlci tento protein, na rastlinné bunky transformované chi-
mérickymi génovymi konstrukciami, ktoré obsahuju tento
gén, na regenerované rastliny z tychto buniek a tieZ na
rastliny, ktoré vznikli kriZzenim s pouZitim tychto transfor-
movanych rastlin.

Doteraj8i stav techniky

Glyfosat, sulfosat a fosametin su Sirokospektralne her-
bicidy, ktoré patria do rodiny fosfometylglycinovych herbi-
cidov. Pésobia v podstate ako kompetitivne inhibitory 5-
-enolpyruvyl3ikimat-3-fosfatsyntazy (EC 2.5.1.19) alebo
EPSPS, vzhl'adom na PEP (fosfoenolpyruvét). Po ich apli-
kécii na rastliny sa tieto herbicidy v rastline lokalizyju v
rychlo rastdcich &astiach, osobitne v stonkovych a korefio-
vych vrcholoch, kde sa akumuluji a spdsobuji poskodenie,
ktoré vedie aZ k deStrukeii citlivych rastlin.

Plastidovd EPSPS, hlavny ciel tychto herbicidov, je en-
zym, ktory sa v metabolizme zicastiiuje biosyntézy aroma-
tickych aminokyselin. EPSPS je kodované jednym alebo
viacerymi jadrovymi génmi a syntetizovana vo forme cy-
toplazmatického prekurzoru, ktory je nasledne importovany
do plastidov, kde sa enzym akumuluje vo svojcj maturova-
nej forme.

Tolerancia rastlin proti glyfosatu a podobnym herbici-
dom z rovnakej skupiny sa ziska za¢lenenim EPSPS génu
do ich genému. Gén je rastlinného alebo bakteridlneho ps-
vodu a je mutovany alebo inak pozmeneny, a to tak, aby
doslo k zmene charakteru inhibicie produktu génu glyfo-
satom. Z hladiska pdsobenia glyfosatu a stuptia tolerancie
produktu pouzitych génov proti glyfosatu, sa ukazuje vy-
hodné, aby bolo moZné exprimovat’ produkt translacie
tohto génu tak, aby doslo k jeho akumulacii v dostatoénom
mnoZstve priamo v plastidoch.

V US patente 4 535 060 je opisovani tolerancia rastlin
proti spominanym typom herbicidov, osobitne N-fosfono-
metyglycinu a glyfosatu, ktora sa dosiahla zavedenim génu
kédujiceho EPSPS s najmenej jednou mutaciou do rastlin-
ného gendmu. Tato mutdcia spdsobila, Ze zmieneny enzym
po jeho lokalizcii v plastidovom kompartmente je odolne;-
§i proti jeho inhibitoru (glyfosatu).

Uvedené techniky by vsak mali byt vylepSené tak, aby
sa ziskala va¢sia spol'ahlivost’ s pouZivanim tychto rastlin v
por'nohospodarskych podmienkach.

Podstata vyndlezu

V tomto vynaleze sa pod pojmom ,rastlina” rozumie
kazdy mnohobunkovy organizmus schopny fotosyntézy, a
pojmom ,rastlinnd bunka” sa rozumie kazda bunka odvo-
dena od rastliny, schopna tvorit’ akékol'vek nediferencova-
né pletiv4, ako si kalusy alebo diferencované pletiva, ako
st embry4, rastlinné ¢asti alebo semena.

Predmetom predkladaného vynalezu je priprava trans-
formovanych rastlin so zvySenou toleranciou proti herbici-
dom fosfonometyl-glycinovej skupiny, a to regeneraciou

buniek transformovanych pomocou novych chimérickych
génov, ktoré obsahuju gén pre toleranciu proti tymto herbi-
cidom.

Predmetom vynélezu je tiez chiméricky gén, o ktorom
je zname, Ze v rastlinach zvySuje toleranciu proti herbici-
dom s cielovym pdsobenim na EPSPS. Tento gén obsahuje
v smere transkripcie po sebe: prométorovi oblast’, volitel-
ne gj tranzitnu peptidovi oblast, sekvenciu génu pre tole-
ranciu enzymu proti glyfosatu a neprekladani oblast’ s po-
lyadenylaénym signalom na 3’ konci. Gén pre rezistenciu
proti glyfosatu obsahuje v porovnani s génom, z ktorcho jc
odvodeny, substiticiu treoninu 102 za izoleucin v ,,aroA”
oblasti. Vo vyhodnom usporiadani tento gén obsahuje na-
vySe v rovnakej oblasti substitiiciu prolinu 106 za serin.
Tieto substiticie méZu byt' vnesené alebo uZ st pritomné v
EPSPS sekvencii akéhokol'vek povodu, osobitne rastlinné-
ho ¢i bakterialneho, alebo v enzyme z rias ¢i hub.

Tranzitné peptidy, ktoré méZzu byt pouZité v tranzitnej
peptidovej oblasti, méZu byt’ rastlinného p6évodu, odvodené
napriklad z kukurice, slne€nice, hrachu, tabaku alebo z d'al-
gich Tubovolnych rastlin. Prvy a druhy tranzitny peptid
mbZu byt identické, podobné alebo rézne. Dalej moZu ob-
sahovat’ jednu alebo viac jednotiek tranzitnych peptidov,
ako jc uvedené v Eurdpskej patentovej prihlaske EP
0 508 909. Ulohou tejto charakteristickej oblasti je umoZnit’
uvolnenie maturovanych a nativnych proteinov s maximal-
nou uinnostou, osobitne zmieneneného mutovaného
EPSPS, v plazmidovych kompartmentoch.

Vyhodne sa podla vynalezu promoétorova oblast’ chimé-
rického génu skladad najmenej z jedného prométora génu
alebo prométorového fragmentu, ktory je v rastlinnych ple-
tivach prirodzene exprimovany (tubulin, intrény, aktin,
histon).

Neprekladand oblast’ so signalom na terminaciu trans-
kripcie na 3” konci chimérického génu moze byt rdzneho
pdvodu, napriklad bakteridlneho, ako signdl z génu pre no-
palin syntzy, alebo rastlinného, ako signal z génu pre his-
ton H4A748 z Arabidopsis thaliana, ako je uvedené v Eu-
répskej patentovej prihlaske 633 317 (European Applica-
tion 633 317).

Chiméricky gén podla vynalezu mé7e obsahovat', ok-
rem zmicnenych &asti, efte najmenej jednu neprekladani
spdjajlicu oblast’ (linker), ktord méZe byt umiestnena medzi
dvoma réznymi transkribovanymi oblastami, ktoré boli o-
pisané skor. Tato spijajica oblast’ mdze byt akéhokol'vek
pdvodu, napriklad bakteridlneho, virusového alebo rastlin-
ného.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Izolacia cDNA kodujucej kukuriéni EPSPS:

V nasledujicej Casti si opisané rozne postupy vedice
ku ziskaniu ¢DNA kodujicej EPSPS z kukurice. Tato
¢DNA sliZi ako zaklad na vnesenie dvoch mutacii, ako je
opisané. Vietky opisané operacic su opisané formou pri-
kladov a zodpovedaji jednému moznému vybranému spd-
sobu z mnohych, ktoré vedii k dosiahnutiu rovnakych vy-
sledkov. Tento vyber nema Ziadny vplyv na kvalitu vysled-
kov, a tak moZno na dosiahnutie vysledkov pouzit’ akikol-
vek vhodnii metédu, podla vyberu odbornika v danom od-
bore. Vagsina metod tykajicich sa molekulového inZinier-
stva DNA fragmentov je opisana v ,,Current Protocols in
Molecular Biology” Diel 1 a 2, Ausubel a kolektiv, vydané
v Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience
(1989) (dalej uvadzané odkazy na protokoly opisané v tejto
praci budi oznadené skratkou ,ref. CPMB”). Operacie
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vztahujice sa na DNA, ktoré si uskutodfiované podla
protokolov opisanych v tejto praci, su predovietkym tieto:
ligacia DNA fragmentov, pdsobenie Klenowovho frag-
mentu DNA polymerdzy 1 a TADNA polymerazy, priprava
plazmidovej DNA a DNA z bakteriofaga 2, dalej tiez mi-
nipreparacia a maxiprepardcia a analyza RNA a DNA po-
mocou Southern a Northern hybridizacie. Dalgie met6dy o-
pisané v tejto praci boli uskutodnené podl'a uvedenych
protokolov a len vyznamné modifikacie a dodatky k tymto
protokolom st opisané neskor.

Priklad 1:

1. Ziskanie fragmentov EPSPS z Arabidopsis thaliana
dva 20-mérové oligonukleotidy s nasledovnymi sekven-
ciami:
5’-GCTCTGCTCATGTCTGCTCC-3’
5’-GCCCGCCCTTGACAAAGAAA-3’

boli syntetizované podl'a sekvencie génu pre EPSPS z Ara-
bidopsis thaliana (Klee H. J. a kolektiv (1987) Mol. Gen.
Genet., 210, strana 437 az 442). Tieto dva oligonukleotidy
zodpovedaju pozicidm 1523 aZ 1543 a 1737 az 1717 podl'a
publikovanej sekvencie a v opaénych orientéaciach.

b) Celkovd DNA z Arabidopsis thaliana (var. columbia)
bola ziskand z firmy Clontech (citacia katalogu: 6970 a7 1).

¢) 50 nanogramov (ng) DNA sa zmie$a s 300 ng kazdého
oligonukleotidu a podrobi sa 35 amplifikadnym cyklom v
pristroji Perkin-Elmer 9600, s pouZitim 3tandardného mé-
dia na amplifikaciu, ktoré je odpori¢ané vyrobcom. Vy-
sledny fragment s dizkou 204-bp tvori fragment EPSPS z
Arabidopsis thaliana.

2. Konstrukcia kniZnice cDNA z BMS bunkove;j linie ku-
kurice

a) 5 g filtrovanych buniek je zhomogenizovanych v kva-
palnom dusiku, celkové nukleové kyseliny st odstranené
spdsobom podl'a Shura a kolektiv, s nasledovnymi modifi-
kaciami:

- pH lyzujiceho pufru je upravené na pH 9,0,

- po precipitacii s izopropanolom sa sediment rozpusti vo
vode a prida sa chlorid litny do koncentricie 2,5 M. Po
dvanasthodinovej inkubécii pri 0 °C sa sediment ziskany
centrifugaciou pocas 15 miniit pri 30.000 g pri 4 °C resolu-
bilizuje. Rozpusteny sediment obsahuje RNA frakciu z cel-
kovych nukleovych kyselin.

b) Poly (A)" RNA frakcia sa ziska chromatografiou na oli-
go (dT)-celulozovej koldne, ako je opisané v ,Current
Protocols in Molecular Biology”.

¢) Syntéza dvojvléknovej cDNA obsahujicej synteticky
EcoRI koniec: tato syntéza sa uskutoctiuje podla protokolu
vyrobcu dodavajicim rézne chemikalie potrebné na tito
syntézu vo forme kitov, napriklad - ,copy kit” od firmy
InVitrogen.

Dva jednovldknové a Ciastocne komplementarne oligo-
nukleotidy nasledujicich sekvencii:

5’-AATTCCCGGG-3’
5’-CCCGGG-3’ (tento oligonukleotid je fosforylovany)

sa ligujt k tupym koncom dvojvidknovej cDNA.

Vysledkom ligacie adaptorov je vytvorenie Smal miest
pripojenych k dvojvidknovej cDNA a kohéznych EcoRI
miest na kaZdom konci dvojvlaknovych cDNA.

Konstrukeia kniZnice:

cDNA s umelo vytvorenymi kohéznymi EcoRI mies-
tami na koncoch sa liguje s Agt10 cDNA po itiepeni pomo-
cou EcoRI a defosforylaciou podla protokolu dodavatela
kitu New England Biolabs.

Cast’ produktov ligatnej reakcie je enkapsidovana in
vitro s enkapsidacnymi extraktmi, menovite s Gigapack
Gold, podl'a inStrukeii dodavatel'a. KniZnica je dalej titro-
vand s pouZitim baktérii E. coli C600 hfl. Takto ziskani
kniZnica sa namnoZi a skladuje podla indtrukcii toho istého
dodavatel'a a obsahuje cDNA kniZnicu pre BMS bunkovy
suspenziu kukurice.

3. Skrining cDNA kniZnice BMS bunkovej suspenzie kuku-
rice pomocou EPSPS sondy z Arabidopsis thaliana

Protokol pouZivany na tento skrining sleduje navody u-
vedené v ,,Current Protocols in Molecular Biology” diel 1 a
2, Ausubel a kolektiv, publikovany v Greene Publishing
Associates and Wiley-Interscience (1989) (CPMB).

V skratke, pribliZne 10° rekombinantnych fagov sa vy-
seje pri priemernej hustote 100 fagov na cm” na LB misky.
Lytické plaky sa replikujii na membrany Amersham Hy-
bond N ako duplikaty.

DNA sa fixuje na filtre pomocou pdsobenia 1600 kJ
UV (Stratagene Stratalinker). Filtre sa prehybridizuji v
6xSSC/ 0,1 % SDS/ 0,25 % odtugnené mlicko pocas dvoch
hodin pri 65 °C. Hybridizaéna sonda pre EPSPS z Arabi-
dopsis thaliana bola oznadend s [*PJdCTP metédou na-
hodnych primerov podl'a navodu dodévatela kitu (Pharma-
cia Ready to Go kit). Ziskana $pecifickd aktivita je radovo
10® cpm na pg fragmentu. Po denaturacii trvajicej S minit
pri 100 °C sa sonda pridd do prehybridizaéného média a
hybridizacia pokraguje dalsich 14 hodin pri 55 °C. Filtre
boli autoradiografované po 48 hodin trvajucej expozicii pri
-80 °C na film Kodak XARS a s pouZitim kazety so zosil-
fiovadom signdlu Amersham Hyperscreen RPN. Porovnanie
pozitivnych $kvin na filtri s miskami, z ktorych boli repli-
kované, umozni zistit' f4gy zodpovedajuice pozitivnym hyb-
ridizanym signalom s EPSPS sondou z Arabidopsis tha-
liana. Tieto kroky odobratia z kultivadnych platni, vysiatia,
prenosu, hybridizécie a opitovného ziskavania si opakova-
né dovtedy, pokym v3etky Skvrny na miske z uspesne puri-
fikovanych fagov nie su pri hybridizacii 100 % pozitivne.
Jednotlivé plaky z fagového lyzatu su prenesené do riedia-
ceho média A (Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgSO,, 0,1 M
NaCl, 0,1 % Zelatina). Tieto fagy tvoria v roztoku EPSPS-
pozitivne klony BMS bunkovej suspenzie kukurice.

4. Priprava a analyza DNA z EPSPS klonov BMS bunkove;
suspenzie kukurice

Priblizne 5x10° figov sa prida ku 20 ml baktérii C600
hfl s optickou hustotou ODgyonm = 2/ml a inkubuje sa 15
mint pri 37 °C. Tato suspenzia sa nariedi do 200 ml bakte-
ridlneho rastového média v 1 1 Erlenmayerovych bankach a
miesa sa na rotacnej trepacke pri 250 rpm. Lyza je zjavn4,
ked’ sa médium zacne &irit, €o zodpoveda Iyze turbidnych
baktérii a prejavuje sa priblizne po 4 hodinich mieania. S
tymto supernatantom sa zaobchédza podl'a in3trukcii opisa-
nych v ,,Current Protocols in Molecular Biology”. Ziskana
DNA zodpoveda EPSPS klonom bunkovej suspenzie kuku-
rice BMS.



SK 285144 B6

Jeden aZ dva mikrogramy tejto DNA sa Stiepia s EcoRI
a delia sa v 0,8 % LGTA/TBE agaré6zovom géli (ref.
CPMB).

Koneéné overenie je zaloZené na kontrole toho, 7e puri-
fikovana DNA vykazuje hybridizaény signdl s EPSPS son-
dou z Arabidopsis thaliana. Po elekiroforéze st fragmenty
DNA prenesené na membrany Amersham Hybond N podla
protokolu opisujiceho Southern blotting a opisaného ,,Cur-
rent Protocols in Molecular Biology”. Tento filter sa hybri-
dizuje so sondou EPSPS z Arabidopsis thaliana podla opi-
sanych podmienok v sekeii 3. Klon, ktory vykazuje hybri-
dizaény signal s touto sondou pre EPSPS z Arabidopsis
thaliana a obsahujuci najdlh&i EcoRI fragment by mal mat’
odhadovanu vel'kost' na géli priblizne 1,7 kbp.

5. Ziskanie klonu pRPA-ML-711

Desat’ mikrogramov klonu figa obsahujuceho 1,7 kbp
dlhy inzert sa podrobi pdsobeniu restrikéného enzymu
EcoRI a rozdeli sa v 0,8 % LGTA/TBE agarézovom géli
(ref. CPMB). Cast’ gélu s 1,7 kbp dlhym inzertom sa vyreZe
z gélu po vyfarbeni pomocou BET a fragment sa opracuje
agarazou podla instrukcii dodavatela, New England Bio-
labs. Purifikovana DNA ziskana z fragmentu 1,7 kbp sa li-
guje pri 12 °C pocas 14 hodin s DNA plazmidom pUC19
(New England Biolabs) nadtiepenym pomocou restrikéného
enzymu EcoRI podla protokolu na ligaciu opisaného v
,,Current Protocols in Molecular Biology”. Dva mikrolitre
zmienenej ligaénej zmesi boli pouZité na transformaciu
Zasti elektrokompetentnych buniek E. coli DH10B, trans-
forméacia sa uskutoéfiuje elektroporaciou pri nasledovnych
podmienkach: zmes kompetentnych baktérii a liga¢né mé-
dium sa prenesie do elektroporaénej kyvety s hribkou
0,2 cm (Biorad), ktora sa predtym vychladi na 0 °C. Fyzi-
kélne podmienky elektroporacie pri pouZiti elektroporatoru
vyrobeného firmou Biorad st nasledovné: 2500 V, 25 uF a
200 Q. Za tychto podmienok je stredna doba vybitia kon-
denzatora radovo 4,2 milisekundy. Baktérie sa nasledne
prenest do 1 ml SOC média (ref. CPMB) a mie$aj sa jed-
nu hodinu pri 200 rpm na rotadnej trepacke v patnastmili-
litrovych skumavkach Corning. Po vysiati na LB/agarové
médium, do ktorého je pridany karbenicillin do 100 pg/ml,
sa uskutoéni miniprepardcia bakteridlnych klonov, ktoré
naréastli cez noc pri 37 °C. Minipreparécia sa uskutoCtiuje
podl'a navodu opisaného v ,,Current Protocols in Molecular
Biology”. Po nastiepeni DNA s enzymom EcoRI a separé-
cii elektroforézou v 0,8 % LGTA/TBE agarézovom géli
(ref. CPMBY) sa vybert klony s 1,7-kbp dlhym inzertom.
Koneéné overenie sa sklada z kontroly toho, Ze purifikova-
na DNA skuto¢ne vykazuje hybridizaény signal s EPSPS
sondou z Arabidopsis thaliana. Po elektroforéze sa DNA
fragmenty prenes na membrany Amersham Hybond N tak,
ako je to opisané v navede na Southern blotting v ,,Current
Protocols in Molecular Biology”.

Filtre sa hybridizujo s EPSPS sondou z Arabidopsis
thaliana podPa podmienok opisanych v sekcii 3. Plazmid s
1,7-kbp dlhym klonovanym inzertom a hybridizujtci s
EPSPS sondou z Arabidopsis thaliana bol pripraveny vo
vagsom mnozstve a vysledna DNA bola purifikovana z
baktérii na gradiente CsCl, ako je opisané v ,,Current Pro-
tocols in Molecular Biology”. Purifikovandi DNA bola
¢iastodne sekvenovana pomocou Pharmacia kitu podla na-
vodu vyrobcu a s pouzitim primerov, ako si M13 priamy a
spiato¢ny (reverzny) univerzalny primer, ktoré su dodavané
rovnakym vyrobcom. Ciastoéna sekvencia pokryva pribliz-
ne 0,5 kbp. Odvodenéd aminokyselinova sekvencia v oblasti

maturovaného proteinu (priblizne 50 aminokyselinovych
zvyskov) vykazuje 100 % totoZnost’ so zodpovedajlicou a-
minokyselinovou sekvenciou maturovanej kukuri¢nej
EPSPS opisanej v Americkom patente USP 4 971 908.
Tento klon zodpovedajuci 1,7-kbp EcoRI fragmentu
EPSPS DNA z BMS bunkovej suspenzie kukurice, bol
oznaceny ako pRPA-ML-711. Kompletna sekvencia tohto
klonu bola uréena sekvenovanim obidvoch vlaken s pouzi-
tim postupu podl'a Pharmacia kitu a syntetizovanim kom-
plementarnych oligonukleotidov k tymto vlédknam, ale o-
pa&ne orientovanym, priblizne pre kazdych 250 bp. Kom-
pletna sekvencia ziskaného 1713-bp dlhého kionu je uve-
dena v Sekvencii id. €. 1.

6. Ziskanie klonu pRPA-ML-715

Analyza sekvencie klonu pRPA-ML-711, a najma po-
rovnanie odvodenej aminokyselinovej sekvencie so zodpo-
vedajicou sekvenciou z kukurice, vykazuje prediZenie sek-
vencie o 92 bp proti smeru transkripcie od GCG kodonu
kédujiceho NHy-koncovy alanin maturovanej ¢asti kuku-
ri¢nej EPSPS (Americky patent USP 4 971 908). Podobne
je pozorované prediZenie sekvencie o 288 bp v smere
transkripcie od AAT kodénu kédujiceho COOH-koncovy
asparagin maturovanej kukuri¢nej EPSPS (Americky patent
USP 4 971 908). Tieto dve casti by mohli zodpovedat’ v
pripade prediZenia NH, konca, Zasti sekvencie tranzitného
génu pre lokaliziciu v plastide a v pripade COOH-konca,
neprekladanej 3” oblasti DNA.

V pripade ziskania cDNA koédujlicej maturovanu ¢ast’
kukuri¢nej EPSPS, ako je opisané v USP 4 971 908, st
uskutoénené nasledovné operacie:

Odstranenie 3’ neprekladanej oblasti: konstrukcia pRPA-
-ML-712:

Klon pRPA-ML-711 bol Stiepeny s restrikénym enzy-
mom Ascl. Na vysledné ziskané Stepy sa posobilo Kleno-
wovym fragmentom DNA polymerazy I podl'a protokolu
opisanom v CPMB. Tak boli ziskané tupé konce. Produkt
bol nasledne &tiepeny s restrikénym enzymom Sacll. Vy-
sledna DNA bola delena elektroforézou v 1 % LGTA/TBE
agarozovom géle (ref. CPMB).

Cast’ gélu obsahujtica inzert s velkostou 0,4-kbp, so za-
rovnanym koncom po pdsobeni restrikéného enzymu Asel
a siahajlica aZ po miesto §tiepenia enzymu Sacll, bola vyre-
zana z gélu a purifikovand podla protokolu uvedeného v
odseku 5. DNA ziskana z klonu pRPA-ML-711 bola po-
drobena restrikénému Stiepeniu s enzymom HindIll v
mieste HindIII leZiacom v polylinkeri klonovaného vektora
pUC19. Presahujiice konce vzniknuté tymto Stiepenim boli
Klenowovym fragmentom DNA polymerazy I zarovnané
na tupé. Dalej nasledovalo $tiepenie restrikénym enzymom
Sacll. DNA vzniknuta touto manipuléciou bola delena po-
mocou elektroforézy v 0,7 % LGTA/TBE agarézovom géli
(ref. CPMB).

Cast’ gélu obsahujuca fragment s pribliznou velkostou
3,7-kbp s tupymi koncami po Stiepeni restrikénym enzy-
mom HindII[ a siahajiica aZ po Stiepne miesto pre restriké-
ny enzym Sacll bola vyrezand z gélu a purifikovana podla
protokolu opisanom v odseku 5.

Tieto dva inzerty boli ligaciou spojené a 2 pl liganej
zmesi boli pouzité na transformaciu E. coli DH10B, ako uZ
bolo opisané v odseku 5.

Obsah plazmidovej DNA z rdznych kmetiov bol analy-
zovany podl'a postupu opisaného pre pRPA-ML-711. Jeden
z vybranych plazmidovych klonov obsahuje priblizne 1,45-
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-kbp dlhy EcoRI-HindIIl inzert. Sekvenovanim terminal-
nych koncov tohto klonu sa potvrdilo, Ze 5° koniec inzertu
presne zodpoveda kore$pondujiicemu koncu pRP-ML-711
a 3’koniec ma nasledujicu sekvenciu:

5'-..AATTAAGCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATG-
CAAGCTT-3’

Pod¢iarknuta sekvencia zodpoveda kodénu pre COOH-
-koncovii aminokyselinu asparagin, nasledujuci kodén zod-
poveda translaénému stop koddnu.

Nukleotidova sekvencia v smere transkripcie zodpove-
da sekvencii Casti polylinkera pUC19. Tento klon obsahuje
sekvenciu zodpovedajlicu sekvencii pRPA-ML-711 aZ po
miesto na termindciu translicie maturovanej kukuri¢nej
EPSP syntdzy. Za tymto miestom nasleduje sekvencia po-
lylinkera pUC19 aZ po miesto HindIIl. Cel4 tato konstruk-
cia sa nazyva pRPA-ML-712.

Modifikacia 5'konca pRPA-ML-712: konstrukcia pRPA-
-ML-715:

Klon pRPA-ML-712 bol Stiepeny restrikénymi enzy-
mami Pstl a HindIIl. Z tychto manipulacii vzniknutd DNA
bola separovand pomocou elektroforézy na 0,8 %
LGTA/TBE agarézovom géli (ref. CPMB). Cast’ gélu ob-
sahujica Pstl-EcoRI inzert s velkostou 1,3-kbp bola vyre-
zana z gélu a purifikovana podrFa niavodu uvedeného v od-
seku 5.

Inzert bol ligovany za pritomnosti ekvimolirnych
mnoZstiev kazdého z dvoch Giastoéne komplementirnych
oligonukleotidov s nasledujicimi sekvenciami:

Oligol: 5'- GAGCCGAGCTCCATGGCCGGCGCCGAG-
GAGATGGTGCTGCA -3

Oligo2: 5'- GCACGATCTCCTCGGCGCCGGCCATGG-
AGCTCGGCTC -3

a tieZ v pritomnosti DNA plazmidu pUC19 $tiepene;j s res-
trikénymi enzymami BamHI a HindIIL

Dva mikrolitre ligaénej zmesi boli pouZité na transfor-
méciu E. coli DH10B, ako je opisané v odseku S. Po analy-
ze obsahu plazmidovej DNA v réznych klonoch, ktor bola
uskutocnend podl'a navodu v ¢asti 5, bolo zistené, Ze jeden
klon obsahuje inzert s priblizne 1,3-kbp dlhou sekvenciou.
Tento bol podrobeny d'aliej analyze. Sekvencia 5° konca
vybraného klonu sa sklada z nasledujticich &asti: sekvencia
polylinkera, a to od §tiepneho miesta pre EcoRI aZ po
miesto Stiepenia BamHI, potom nasleduje sekvencia oligo-
nukleotidov pouZitych na klonovanie, d’alej nasleduje zvy-
8ok sekvencie nachadzajici sa v pRPA-ML-712. Tento
klon bol oznaeny pRPA-ML-713. V tomto klone je kodén
ATG pre metionin zahmuty do vizbového miesta pre res-
trikény enzym Ncol, a to proti smeru transkripcie N-kon-
covej Casti kodénu pre alanin maturovanej EPSP syntazy.
Dalsie kodény pre alanin a glycin nachddzajice sa na N-
-konci, st zachované, ale si modifikované na tretej varia-
bilnej baze: pociatoény GCGGGT diva po modifikacii
GCCGGC.

Klon pRPA-ML-713 bol 3tiepeny restrikénym enzy-
mom HindIIl. Na ziskané vysledné 3tepy sa pdsobilo Kle-
nowovym fragmentom DNA polymerazy 1. DNA bola
potom podroben4 restrikénému $tiepeniu s enzymom Sacl.
Vysledna DNA bola delend elektroforézou v 0,8 %
LGTA/TBE agarézovom géli (ref. CPMB).

Cast’ gélu obsahujlica inzert s velkostou 1,3-kbp ,.Hin-
dllI-tupy koniec/Sacl” bola vyrezana z gélu a purifikovana
podl’a protokolu uvedeného v odseku 5. Tento inzert bol li-
govany za pritomnosti DNA z plazmidu pUC19, ktora bola
Stiepend s restrikénym enzymom Xbal a preénievajice
konce vzniknuté tymto §tiepenim boli zarovnané pomocou
Klenowovho fragmentu DNA polymerézy 1. Vysledny pro-
dukt bol 3tiepeny s restrikénym enzymom Sacl.

2 ul ligaCnej zmesi boli pouzité na transforméciu E.
coli DH10B, ako je opisané v odseku 5. Po analyze plazmi-
dovej DNA z réznych klonov, ktora bola uskutoénena pod-
I'a ndvodu v Casti 5, bolo zistené, Ze jeden klon ma inzert s
priblizne 1,3-kbp sekvenciou. Tento bol podrobeny daliej
analyze. Sekvencia DNA koncovych &asti tohto vybraného
klonu sa skladd z nasledovnych Zasti: sekvencia pUC19
polylinkera, a to od Stiepiaceho miesta pre EcoRI aZ po
miesto Sacl Stiepenia, potom nasleduje sekvencia oligo-
nukleotidov pouZitych na klonovanie, z ktorych bola vyne-
chana sekvencia s dizkou 4 bp GATC z oligonukleotidu 1
opisaného skér. Dalej nasleduje zostavajiica sekvencia pri-
tomna v pRPA-ML-712 az po miesto $tiepenia pre HindIII
a sekvencia polylinkera pUC19 od miesta pre Xbal po
miesto pre HindIIl. Tento klon bol oznaeny pRPA-ML-
-715.

Priprava ¢cDNA kddujicej mutovani formu kukuriénej
EPSPS.

Vsetky kroky vediice k mutagenéze boli uskutoénensé
pomocou stipravy Pharmacia U.S.E. podPa indtrukcii dods-
vatel'a. Princip tohto systému na generovanie mutécii je na-
sledovny: plazmidova DNA sa teplotne denaturuje a reaso-
ciuje sa v molarnom nadbytku oligonukleotidov, ktory ma
eliminovat’ unikatne cielové miesto pre ten restrikény en-
zym, ktory sa vyskytuje v polylinkeri. Po reasociécii sa na-
syntetizuje komplementdrne vlakno pomocou T4 DNA
polymerazy v pritomnosti T4 DNA ligizy a proteinu génu
32 vo vhodnom pufri, ktory je dodavany vyrobcom. Pro-
dukt syntézy je inkubovany v pritomnosti restrikéného en-
zymu, ktorého cielové sa malo mutagenézou odstréanit’. A-
ko hostitel'ské bunky na transforméciu toutc DNA sa pou-
Ziju baktérie E. coli, predovietkym viak také kmene, ktoré
obsahuji mutaciu mutS.

Bunky sa nechajii rast’ v kvapalnom médiu, celkova
plazmidové DNA sa z nich purifikuje a t4 sa potom inku-
buje s uvedenym restrikénym enzymom. Potom sa ako
hostitel’ na transformaciu touto DNA pouZiji baktérie kme-
fia E. coli DH10B. Vyizoluje sa plazmidova DNA jednotli-
vych klonov a sekvenovanim sa otestuje pritomnost’ muta-
cie.

A)- modifikacia cielovych micst alebo sekvencie, bez vyz-
namného zésahu do charakteru rezistencie kukuriénej
EPSPS proti produktom metabolizmu, ktoré s zarover
kompetitivnymi inhibitormi EPSP synt4zy: vynechanie cie-
l'ového miesta pre Ncol z plazmidu pRPA-ML-715.

Sekvencia plazmidu pRPA-ML-715 bola oéislovana
tak, Ze ako zatiatok bol uréena prva baza N-koncového a-
laninového kodénu GCC. Téato sekvencia obsahuje cielové
miesto Ncol v pozicii 1217. Oligonukleotid uréeny na mo-
difikaciu cielového miesta ma sekvenciu:

5’-CCACAGGATGGCGATGGCCTTCTCC-3".
Vlastné sekvenovanie sa uskutoénilo postupom uvede-

nym v referencidch a pritom sa zistilo, Ze po mutagenéze
sckvencia zodpovedd pouZitému oligonukleotidu. Ciel'ové
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miesto Ncol bolo skutodne odstrdnené a translacia amino-
kyselin v tejto oblasti zachovava za¢iato¢n( sekvenciu pod-
T'a plazmidu pRPA-ML-715.

Tento klon bol oznadeny ako pRPA-ML-716. 1340 bp
dlha sekvencia tohto klonu je zndzornend v Sekvencii id. ¢.:
2 av Sekvencii id. ¢.: 3.

B)- modifikacia sekvencie génu zvySujuceho rezistenciu
kukuri¢nej EPSPS proti metabolickym produktom, ktoré su
zarovefi kompctitivnymi inhibitormi EPSP syntdzy.

Na vnesenie mutécii sa pouzili nasledovné nukleotidy:

a) na vnesenie mutacie Thr 102 — Ile
5’-GAATGCTGGAATCGCAATGCGGCCATTGACA-
GC-¥

b) na vnesenie mutacie Pro 106 — Ser
5’-GAATGCTGGAACTGCAATGCGGTCCTTGACA-
GC-3’

¢) na vnesenie mutacii Gly 101 — Alaa Thr 102 — Ile
5-CTTGGGGAATGCTGCCATCGCAATGCGGCCAT-
TG-3’

d) na vnesenie mutdcie Thr 102 — {le a Pro 106 — Ser
5’-GGGGAATGCTGGAATCGCAATGCGGTCCTTGA-
CAGC-3’

Po sekvenovani sa zistilo, Ze sekvencia troch mutova-
nych fragmentov zodpovedala DNA sekvencii p6vodného
klonu pRPA-ML-716, s vynimkou oblasti s cielenou muta-
ciou, ktoré zodpovedali pouZitym oligonukleotidom. Jed-
notlivé klony boli ozna¢ené takto: klon s mutaciou Thr 102
— Ile ako pRPA-ML-717, klon s mutaciou Pro 106 — Ser
ako pRPA-ML-718, klon s mutaciami Gly 101 — Alaa Thr
102 — Ile ako pRPA-ML-719 a koneéne klon s mutaciami
Thr102 — Ile a Pro 106 — Ser ako pRPA-ML-720.

1340-bp dlha sekvencia plazmidu pRPA-ML-720 je
znézornen4 na sekvencii id. &.: 4 a Sekvencii id. €.: 5.

1395-bp dlhy inzert Ncol-HindIIl je zékladom pre
vietky konstrukcie pouZité na transforméciu rastlin a zame-
rané na vloZenie génov pre rezistenciu proti herbicidom,
ktoré funguji ako inhibitory EPSPS. Vo vyhodnom uspo-
riadani vynélezu su tieto konstrukcie pouZité na vnesenie
génu rezistencie proti glyfosatu. Tento inzert bude dalej
oznadovany ako ,,dvojity mutant kukuri¢nej EPSPS”.

Priklad 2: In vitro tolerancia rdznych mutantov proti glyfo-
satu

2.a: Extrakcia EPSP syntazy

Rézne gény pre EPSP syntizu sa pomocou Ncol-
Hindlll kazety vloZia do plazmidového vektora pTrc99a
(Pharmacia, ref. &.: 27-5007-01), ktory bol predtym nastie-
peny s enzymami Ncol a HindIII. Rekombinantné baktérie
kmetia E. coli DH10B exprimujlce tieto rdzne EPSP synta-
zy sa homogenizujii ultrazvukom v 40 ml pufru na 10 g u-
sadenych buniek a potom sa rovnakym pufrom premyji
(200 mM Tris-HC1 pH 7,8, 50mM merkaptoetanol, 5 mM
EDTA a 1 mM PMSF), do ktorého sa prida 1 g polyvinyl-
pyrolidonu (PVP). Suspenzia sa 15 minGt miesa pri teplote
4 °C a potom sa 20 minut centrifuguje pri 27,000xg pri
4°C.

K supernatantu sa prid4 siran aménny za vzniku rozto-
ku so 40 % nasytenim siranu aménneho. Zmes sa 20 minut
centrifuguje pri 27,000xg pri 4 °C. Potom sa prid k nové-

mu supernatantu d’al§i siran aménny do 70 % nasytenia.
Zmes sa potom 30 minut centrifugujc pri 27,000xg pri
4 °C. EPSP syntiza nachadzajica sa v proteinovom sedi-
mente sa prenesie do 1 ml pufru (20 mM Tris-HCI, pH 7,8
a 50 mM merkaptoetanol). Tento roztok sa cez noc dialy-
zuje proti 2 litrom tohto pufru pri teplote 4 °C.

2.b: Enzymova aktivita

Aktivita jednotlivych enzymov, ako aj ich rezistencie
proti glyfosatu, sa meria in vitro po¢as 10 miniit pri teplote
37 °C v reakénej zmesi obsahujicej 100 mM kyselinu ma-
leinova pH 5,6, | mM fosfoenolpyruvat, 3 mM Sikimat-3-
-fosfat (pripraveny podla prace Knowles P. F. a Sprinson
D. B. 1970, Metheds in Enzymology 17A, strany 351 aZ
352, pomocou kmetia baktérii Aerobacter aerogenes ATCC
25597) a 10 mM fluorid draselny. Ako posledny, po pri-
davku glyfosatu v rozsahu 0 aZ 20 mM, sa k reakénej zmesi
prida enzymovy extrakt.

Enzymové aktivita sa zmeria na zdklade uvoPneného
fosfatu s pouZitim techniky opisanej v praci Tausky H. A. a
Shorr E. 1953, . Biol. Chem. 202, strany 675 aZ 685.

Za uvedenych podmienok je enzym divého typu (WT)
pri 0,12 mM koncentracii glyfosatu inhibovany do 85 %.
Pri rovnakej koncentracii glyfosatu je mutantny enzym,
oznaceny ako Serl06 inhibovany iba do 50 % a dalSie tri
mutantné enzymy Ile102, 11e102/Serl06 a Alal01/Ile102
vykazuju nepatrnu alebo dokonca Ziadnu inhibiciu.

Koncentracia glyfosatu sa musi zvy3it’ desatnésobne, t.
j. na 1,2 mM, aby bola dosiahnutd 50 % inhibicia mu-
tantného enzymu 1le102, prifom mutantné enzymy
[le102/Ser106, Ala/Tle a Ala elte stale nevykazuji znamky
inhibicie.

Je treba poznamenat, Ze aktivita mutantnych enzymov
Ala/Ile a Ala nie je ovplyvnend ani pri 10 mM koncentracii
glyfosatu, a e mutantny enzym Ile102/Ser106 nie je nijako
dotknuty ani po zdvojndsobeni koncentracie glyfosatu (to
jest pri 20 mM).

Priklad 3: Rezistencia transformovaného tabaku

1.1. Transformécia

Vektor pRPA-ML-173 bol vloZeny do kmefia baktérii
Agrobacter tumefaciens EHA101 (Hood a kolektiv, 1987)
obsahujuceho kozmid pTVK291 (Komari a kolektiv, 1986).
Transforma¢na technika je zaloZend na postupu Horshe a
kolektiv (1985).

1.2. Regenerécia

Regenerécia tabaku PBD6 (dodaného firmou SEITA,
Franciizsko) z listovych explantatov sa uskutoéiuje na ba-
zalnom médiu Murashige-Skoog (MS) obsahujiicom 30 g/l
sacharézy a 200 pg/ml kanamycinu. Explantaty sa odoberl
z rastlin pestovanych v skleniku alebo in vitro a odrezky
listov sa transformuji 3tandardnym spdsobom (Science,
1985, zviizok 227, strany 1229 aZ 1231) v troch po sebe i-
dicich stupiioch: prvy je indukcia vyhonkov na komplet-
nom médiu 30 g/l sacharéza s pridavkom 0,05 mg/1 naftyl-
octovej kyseliny (NAA) a 2 mg/l benzylaminopurinu
(BAP). V tomto médiu sa listové disky inkubuji 15 dni.
Vyhonky, ktoré vzniknt poéas tejto doby, sa nasledne 10
dni vyvijaji na MS médiu doplnenom s 30 g/l sachardzy,
ale bez pridavkov horménov. Vyvinuté sa potom vybert a
kultivuji sa na MS médiu na tvorbu koretiov, ktoré ma po-
loviény obsah soli, vitaminov a cukrov a neobsahuje Ziadne
hormény. Po priblizne 15 dfioch sa zakorenené vyhonky
presadia do pody.
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1.3. Rezistencia proti 1-3-glyfosatu

Dvadsat’ transformovanych rastlin, ktoré boli pouZité
na konstrukciu pRPA-ML-173, bolo regenerovanych a pre-
sadenych do sklenika. Tieto rastliny boli v skleniku oSetre-
né v §tadiu piateho listu vodnou suspenziou herbicidu Ro-
und-up, ¢o zodpovedd pouZitiu 0,8 kg aktivnej substancie
(glyfosatu) na 1 hektar pddy.

Vysledky zodpovedaji pozorovaniam fytotoxicity za-
znamenanym po 3 tyZdiioch po ofetreni. Pri tychto pod-
mienkach bolo dokézané, Ze rastliny transformované kon-
Strukciou pRPA-ML-173 vykazuji velmi dobrd mieru tole-
rancie, zatial’ o netransformované kontrolné rastliny boli
uplne znidené.

Ticto vysledky jasne dokazuju zlep3enie spésobené po-
uZitim chimérneho génu podl'a vynalezu.

Priklad 4: Transformécia kukurice a vyber buniek kukurice

Bunky kukurice odrody BMS (Black Mexican Sweet) v
exponencialnej faze rastu boli ostrelované konstrukciou
pRPA-RD-130 postupom opisanym Kleinom a kolektiv,
1987 (Klen T. M., Wolf E. D., Wu R. a Sanford J. C.
(1987): High velocity microprojectiles for delivering nuc-
icic acids into living cells. Vysokorychlostné mikroprojek-
tily vhodné na vnesenie nukleovych kyselin do Zivych bu-
niek, Nature, zv. 327, strany 70 az 73).

Dva dni po transformacii sa prenest do rovnakého mé-
dia s obsahom 2 mM N-(fosfonomethyl)-glycinu. Po o-
semtyZdiiovej selekcii na tomto médiu boli vybrané vyvi-
nuté kalusy a pomocou PCR v nich bola dokazan4 pritom-
nost’ chimérneho génu OTP-EPSPS.

Bunky, ktoré neboli transformované, ale boli pestované
na tych istych médiach s obsahom 2 mM N-(fosfono-
methyl)glycinu, st herbicidom blokované a nevyvini sa z
nich Ziadne kalusy.

Transformované rastliny podl'a vynélezu mdZu byt po-
uZité ako rodicovské rastliny na ziskavanie linii a hybridov
s fenotypom zodpovedajlicim expresii vloZeného chiméric-
kého génu.

Opis konstrukcie plazmidov

Plazmid pRPA-RD-124: polyadenylaény signél ,nos”
bol vioZeny do plazmidu pRPA-ML-720 za vzniku klono-
vacej kazety obsahujucej dvojnasobny mutant kukuri¢ného
génu EPSPS (Thr102—lle a Pro106—Ser). Plazmid pRPA-
ML-720 bol nastiepeny s restrikénym enzymom HindIII a
opracovany s Klenowovym fragmentom DNA polymerazy
I za vzniku tupych koncov. Druhé $tiepenie bolo uskutoé-
nené s enzymom Ncol a potom bol EPSPS fragment purifi-
kovany. Gén EPSPS bol nésledne ligovany s purifikova-
nym plazmidom pRPA-RD-12 (klonovacia kazeta obsahu-
Jjuca polyadenylagny signal nopalin syntizy) za vzniku
plazmidu pRPA-RD-124. Pouzitelny, pregisteny vektor
pRPA-RD-12 bol ziskany tak, Ze plazmid bol najskor na-
Stiepeny s restrikénym enzymom Sall, konce zarovnané s
Klenowovym fragmentom DNA polymerazy I a nasledne
Stiepeny s Ncol.

Plazmid pRPA-RD-125: optimalizovany tranzitny pep-
tid (OTP) bol vloZeny do plazmidu pRPA-RD-124 za vzni-
ku klonovacej kazety obsahujucej gén EPSPS so signalnym
peptidom na lokalizaciu do plastidov. Plazmid pRPA-RD-7
(Eurdpska patentova prihlaska EP 652 286) bol nastiepeny
s enzymom Sphl, opracovany s T4 DNA polymerazou I a
potom naStiepeneny s enzymom Spel. Nasledne bol purifi-
kovany OTP fragment. Tento OTP fragment bol naklono-
vany do plazmidu pRPA-RD-124, ktory bol predtym na-
Stiepeny s restrikénym enzymom Ncol, opracovany s Kle-
nowovym fragmentom DNA polymerazy I z E. coli a na-

sledne eSte raz Stiepeny s enzymom Spel. Tento klon bol
potom sekvenovany, aby mohla byt uréena sprévna trans-
la¢na fuzia medzi OTP a EPSPS. Vzniknuty klon bol na-
zvany pRPA-RD-125.

Plazmid pRPA-RD-130: prométor histénu z kukurice
H3C4 a sekvencie intrénu 1 adhl z plazmidu pRPA-RD-
-124 (pozri Patentové prihlaska EP 507 698) bol vloZeny
do plazmidu pRPA-RD-125 za vzniku expresnej kazety na
pouzitie v rastlinach na expresiu dvojndsobnej mutantnej
formy EPSPS génu v tkanivach jednoklinych rastlin.
Plazmid pRPA-RD-124 (kazeta obsahujiica prométor his-
ténu z kukurice H3C4 fizovany s adhl intrénom 1) bol na-
Stiepeny s restrikénymi enzymami Ncol a Sacl. DNA frag-
ment obsahujiici prométor odvodeny z plazmidu pRPA-
-TD-123 bol nésledne pre€isteny a ligovany s plazmidom
pRPA-RD-125, ktory bol este predtym natiepeny s enzy-
mami Ncol a Sacl.

Plazmid pRPA-RD-159: k plazmidu pRPA-RD-125 bol
vloZeny dvojity prométor H4A748 histonu z Arabidopsis
(pozri Patentové prihlaska EP 507 698) za vzniku kazety na
expresiu fiizneho génu ,OTP-dvojnisobny mutant génu
EPSPS” v dvojkli¢nych rastlinach. Plazmid pRPA-RD-132
(kazeta obsahujica dvojity prométor H4A748 histénu z
Arabidopsis, pozri Patentova prihlaska EP 507 698) bola
nastiepena s restrikénymi enzymami Ncol a Sacl. Purifiko-
vany fragment bol potom naklonovany do plazmidu pRPA-
-RD-125, ktory bol predtym nastiepeny s enzymami EcoRI
a Sacl.

Plazmid pRPA-RD-173: do plazmidu pRPA-BL-150A
(pozri Eurépska patentova prihlaska 508 909) bol vlozeny
gén pre flzny protein ,H4A748 prométor-OTP-dvojity
mutant EPSPS génu” z plazmidu pRPA-RD-159 a bol vy-
tvoreny transformaény vektor v Agrobacter tumefaciens.
Plazmid pRPA-RD-159 bol nadtiepeny s enzymom Notl a
opracovany s Klenowovym fragmentom DNA polymerazy
I z E. coli. Tento fragment bol potom naklonovany do
plazmidu pRPA-BL-150A do restrikéného miesta Smal.

ZOZNAM SEKVENCII
INFORMACIE O SEKVENCII SEQ ID NO: 1:

(i) CHARAKTERISTIK A SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 1713 bazovych parov
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) POCET VLAKEN: dve
(D) TOPOLOGIA: linearna

(i) TYP MOLEKULY: cDNA

(vi) POVODNY ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Zea mays
(B) KMEN: BMS (Black Mexicam Sweet)

(vii) KONKRETNY ZDROJ:
(A) KNIZNICA: lambda gt10 (pIVB 3-420)
(B) KLON: pRPA-ML-711

(xi) OPIS SEKVENCIE SEQ ID NO: 1

AATCAATTIC ACACAGGAMA CAGCTATGAC CATGATTACG AATTCGGGCC CGEACGOGTE 60
ATCOGEOGSC GRLAGDGGLS SOGELBETEC 120
CCRTCANGGA BATCTOCEEC ACCGTCAAGC T TCGA 180
TOCTCCTAST 16 CAACRGTSAT TCATAADCTG 240

ASGATGTICCA CTACATGCTC GGGGCCTIGA GGACTCTIGG TCICTCTIGTC GAAGOSGACA 360
AAGCTGCCAR AAGAGCTGTA GTTSTTGGCT €

AR GTTCOCAGTT 360
PAGAGGAAGT GCAGCTCITC TTGGGGANTG CTGGAACTGC AATGOGGCCA TTGACAGCAG 429

CYGTTACTOC TGCTCGTCGA AATGCARCTT ACGTGCTTGA TGGAGTACCA AGAATGNSGG 460
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ATACALCTAT TRICHACTT GTCOUAT TOAMCAGKTT TGGTICAGAT GTTUATIOTT 540 GGC TCC ATC AGE AST CAG TAC 16 AG? §0C TTG CIG ATG SCT GCT CCT 518
Gly Sar Tle Ssr Ser Gln Tyt Leu Ser Als Lau Leu Mat Als Als Pro
TCTITHHEAS THACTIGECA. COTETTCHTG g COGAGAGCTA CCTAOTGGCA 604 B 180 185 180
NITICAAET GICTNCTON. ATCAICAT TTGAG OO GO & TIG GOT CTT GGG GAT QTG GAG ATT GAA ATC ATT UAT AAA TTA ATC 1CC 623
’ AGTC AGTACTHIAG TOCSITICT ATRGCTICTC 59 Leu Alz Leu Oly Asp Val Glu Ilm Glu Iie 1le Asp Lys Ley Ile Ser
THESRTITG GAGRTTSAAA TCATTBATAA ATTARICTZC ATTCCITACG 128 195 209 208
y—— _— — PR ATT OO8 TAC GTC GAA ATG ACA 776G AGA 717G AIG GAS T TTY GGT GTG €71
¢ APIGAGKTIG AVGGAGCHTT TICGTOIGAA AGCAGAGCAT TCTGATAGCT 182 Il Pro Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Pha Gly Vil
210 213 220
T CTACATTAAG ARTACAAGTC CCCTAABART GCCTATGTTG 349
AR GCA GAG CAT TCT GAT AGT 7GG GAC AGA TIC 1AC ATT AAG GGA 0GT s
AASTICATEC CTCAAGSGOA AGCTATTICT TGGCTGETEE TGCAATTACT 302 Lys Ala Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr Ile Lvs Gly Gly
224 230 235
TGACTOTGHA AGGTIGTGAC ACCACGAGTT T TGTGARGTTT GUTGAGGTAC s6a
CRA AR TAC AAG TCC OO RAA AT GGG TAT GTT SRR 6GT GAT 6O TOA 61
GCGANG GPTACATGGA CATARCIGIT ACTGGCCCAC 1620 Gin Lys Tys Lys Sox Pzo Lys Aan Als Zys Vel Glu Gly Asp Als Ser
240 248 250
COOGGRAGCS ATTTGGORAGE AAACACCTCA AGRCGH CARCATS AACAAG
. A TIGA 16T ¢ ATGC 1080 MGG GOA AGE TAT TIC TTG GCT GGT GCT GGA ATT ACT GGA GGG ACT 474 8
~ 8 k< Thr Val
CTGATGTCSC CATGACICTT GCTGTGATTS CCCICITISE CGATGGCCCS ACAGCGATCA 1140 Sec ALt Ses Tyr Pne Law Als Gly s Ala Tag Thr Ol Gl T
GAGAOGTGGS 'TICCTSGAGA GTAAAGGAGA CCGAGAGGAT CETTGCGATC CGGACGAAGC 1206 AOT GTG GAR GGT TGT GGG ACC ACC AGT TIG CAG GQT GAT GIG MAG TTT a63
Thr Val Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gln Gly Asp Val Lys Phe
ar 1260 25 280 285
AGRAGCTGAA CGTGACEGOG ATCGACADGT ACGAGGACCA CAGGATGRCG ATGGCSTICT  132¢ SCT GAG GTX ©TG GAG ATG ATG GGA GCG ARG GTT ACA 108 ACC GAG ACT s1s
Ala Glu Val Leu Glu Net Mot Giy Ale Lys Val ®hr 7cp ‘Tor Glu Thr
COTTIGOCEE CTETAOCRAS GTCCONGTCA CCATCCGAGA COUTGAGTRC ACCOGGRAAGA 1360 230 238 200
CCTICOCCAR. CTACTICGAT GIGCTIGAGCA CYTTUGTCAA GAATTAATAR AGCUTGOGAT 1440 ASC TR ACY GTT ACT GGC CCA COG 006G GAG CCA T17 GGG AGG AAA CAC 959
See val Thr Val The Gly Pro Pre Arg Gla Bro Phe Gly Arg Lys #is
ACTACCAZSC AGCTYGATTG e TICTITICTT 1300 305 39 ns
CIGMITITCT CTITCACGGRE MTTAGTTTT GAGTCIGTAR OGTTAGIMGT TIGTAGCMG CTC R GOG ATT GAT G7C AAC ATG MC MG RIG CUT GAT GTC 60C A6 1007
- PFTRASTITT GIAN e 1560 Lew Lys ALt The Aep Vel Asn Mat Asn Lys Met Pro Asp Val Als et
TRICIATTIC GGATCTIAAG TTTGTGCACT 1) TLTCATIICA ™ 1620 e a2 m
p— " ACT CTT GCT 62G GTT GOC CIC TIT GGG GAT GGC UG ACA 6CC ATC AGR 1685
T T AR ARRARARAAR X
CTTGGRATAR TARGAATART ARATTACGTT TCAGTGRARA AMAARANARA 1680 The Lew Als Val Val Als Lus Bne Ais Asp Gy Pro Tz Ale Tie Arg
3 o
ARBAARRARA NAAAAANAA BACCCSSSAA TTC 1713 3 ue 4o

G’CﬂGGE!TCCTCBMIGTXWWMEGMWNEG“TGCGITC 1103
Asp Val Ala Ssr Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Mst Vel Als Ile
358 360 365

INFORMACIE O SEKVENCII SEQ ID NO: 2: 50 o o8 CIA A MG GO 0O 0CA T GTT 0 G g S8 B 135

Arg Thr Glu Leu Thr Lys Leu Gly Al Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE oo o _
(A) DLZKA: 1340 bazovych parov RSN A S

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: dve
(D) TOPOLOGIA: linearna

T GAC AU ATG OCX AT 6CC
Hi¥ Acg MeL Als Mel Ala @
105 410

6CC 6CT TGT fHL
Ala Ala Cyr

€O BTC ACG ATC €3¢ GAC OCT 4GG TGC ACS $GG AAG ACT 1295
Pro Val Tnr lie Arg Asp Pro Gly Cys Thr Asg Lys Thr
420 28 430
(ii) 1 !P MOLEKULY. cDNA TAC TTC GAT GTG CT6 AGT ACT TIC GTC AAL MAT 1332
Tyr fhe Asp ¥al Leu Ser Thr Phe Vil Lys Asn
433 440

(vi) POVODNY ZDROJ: ™
(A) ORGANIZMUS: Zea mays
(B) KMEN: BMS (Black Mexicam Sweet)

FORMACIE O SEKVENCII SEQ ID NO: 3:
) (i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE
(vii)) KONKRETNY ZDRO/: (A) DLZKA: 440 aminokyselin

(B) KLON: pRPA-ML-716 (B) TYP: aminokyselina

. (C) TOPOLOGIA: lineérna

(ix) CHARAKTERISTICKE CRTY: (if) TYP MOLEKULY: protcin

(A) MENO, KLUC: CDS

(B) UMIESTNENIE: 6 aZ 1337 OPIS SEKVENCIE SEQ ID NO: 3

(xi) OPIS SEKVENCIE SEQ ID NO: 2

Als Gly Als Glu Glu Iis Val Leu Gln Pro Ile Lys Glu Ils Bar Gly

5 ie 185
CCATG G0C 56C 60T GAG GAG ATC G768 CTG CAC CCC ATC AAG GAG ATC 4 Thr ¥al Lys Leu Pzo Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg Ile Leu Leu
Als Gly Ala Glu Giu Ile Val Lau Gin Pre Ile Lys Glu Ile 29 25 kM
1 $ 12
Ala Al The T As

TCC GGC ACC GTC ARG C1G CC5 GGG TCC AAG TCG CTT T0C MC GGG ATC 35 jou Ade 3: twa ez Glu Gly T; he Val Val hep A‘:g Lew Lew Asn
Ser Sly Thr Vel Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ssr Asn Arg Ile -

% 0 2% 3¢

See 61 Asp Val Wis Tyr et Leu Gly Ala Leu Arc Thr Leu Gly Leu

¢ T ST GOT GOC OTG 7EC GAG GGG ACA ACA GG GTT GAY AAC CTG 143 5o 58 L

Leu Leu Low Als Als Leu Ser Glu Gly The The Vel Val Aep Aen Leu
3 <0 4%

&

Ser ¥al Glu Ala Asp Lys Ala Als Lys Arg Als val Val val Gly Cys
15 30

6% ¥
CTG PAC AGT GAS GAT GTC CAC TAC ATG CIC 636 BCC TT9 AGG ACT CTT 191
Ley Asn Sec Glu Asp ¥al His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Asg Thr Leu Giy Gly Lys fhe Prc Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gln Leu RPhe
83 20 98
e 5 s Leu 51y Asn Ala Gly Thr Als Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala Val Thr
: 100 168 110
GAM GO GRC AMR COT ACC ARA AGR CCT GTA BTT 07 239 o
Gilu Als Avp Lyw Ala Ala Lys Acg Al Yal val Val Aln ALs GLy Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Fre Arg Met
35 k 15 120 128
AAG TID CCA GTT GAU GAT GTT AAR GAG GAA 516 CAG b3l Arg Glu Arg Pre lle GLy Asp Leu Vil Val Gly Leu Lys Gln Leu Gly
Lys Pha Pro Val Giu Asp Ala Lys Glu fSlo vai Gin 130 335 140
85 20
Als Asp Val Asp Cys Pne Leu Gly Thr Asp Cys Pre Pro Val Arg val
AST G6CT GGA AST GCA ATG GG CCA 176G ACA GCA GET 338 145 150 185 160
Asn Ala Gly The Aly Het Acg Pro Lew Thr Ala Ala
e 1es 12 psny Gly Tie Gly Gly Leu Peo Gly Gly Lys Val Lys Leu Sar Gly Ser
1865 170 17%
57T ACT SCY GCT (AT GGA AAT GEA ACT TAT GTG CTT GAT GGA GTA CCA 383
Val Thr Ala Als Gly Gly Asn Ala Thi Tye Vel Leu Asp Gly Yol #r0 Iis Ser Ser GIn Tyr Leu Ser Als Leu Lau Met Ala Ala Fro Leu Ala
115 120 128
100 188 136
AGA ATG AGG GAG AGA CCC ATT SGC GAC TIG GTT GTC GGA TG AAG CAS 51
azg Mot Arg Glu Arg Pro Ile Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin Leu Gly Aep Val Glu Tle Glu Ile Ile Asp Lys Leu Ile Ser Ile Pro
130 135 140 195 200 208
CIT GGT GCA GAT GTT GAT TGT TIC CTT GGC ACT GAC TOC CTA OCT 61T 419 Tyr Vel Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lys Als
Ley Gly Ala Asp Val Asp Cys Phw Leu Gly Thz Asp Cys Pro Pro Val 218 218 z20
18 150 153
Glu His Socr Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr Ile Lys Gly Giy Gln Lys
CGT GIC ART GGR ATC GGA GGG CTA OCT 66T GGC AMG GIC ARG €16 10T (g 228 230 238 240
At ¥al Asn Gly Tl Gly Gly Leu Pro Giy Gly hys Val Lys leu Ser
160 168 170

Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr ¥al Glu Gly Asp Ala Ser Sor Als
245 250 288



fer e Phe Leu Ala Giy Ala

294

Ala Ser 7Trp Arg Val

370

Asp Rep His Arg Mast
Val Pro Val Thr Ils

Asp Tyr Pha Asp Val

Aln
Zad
Ul tily Sy Gly thr fThe Ser Leu
2 280
YAl L Slu Met Mer Gly Ata Lys
£33
Tnr Val Thr Gly Pre fro Arg Glu
ja 3
Als Ils Az=p Vil Asn Met Asn Lys
RS
Als Val Val Ala Leu Phe Ala Asp
Mo
Lys Glu thr
355 360
Giu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser
375
Ile Ile Thr Pro Pro Glu Lys Leu
330
hls Met Rla
405
Arg Asp Pro
420
Leu Ber Thr
435 440

Tis
245

Gin

Val

Pro

Met

Gly

345

Val

Asn

Phe

Gly

425

Phe

The

fily

Thr

Bhe

Arg

Glu
val
Ser
410

Cys

Val

Sy Gly

Tep The

Gly Arg

Asp Val

30U

ns

Asp val
Thr Ala
Met Val
Glu 61y

380

‘Ihe Ala

395

Leu Ala

Thr Arg

Thr Val Thr

270

Lys Pha Ala
235

Glu Thr Ser
Lys His Leu

Alz Met Thr

335

Iie Arg Asp

350

Ala Ile Arg

365

Lys Aen

Pro Aep Tyr

Ile Rsp Thr

Als Cys Als

Lys Thr Phe

430

INFORMACIE O SEKVENCII SEQ ID NO: 4:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:

(A) DLZKA: 1340 bazovych parov

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) POCET VLAKEN: dve

(D) TOPOLOGIA: linearna

(vi) POVODNY ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Zca mays
(B) KMEN: BMS (Black Mexicam Sweet)

(vii) KONKRETNY ZDROJ:
B) KLON: pRPA-ML-720

(xi) OPIS SEKVENCIE SEQ ID NO: 4

CCATS QOC GGC GCC GAG GAS ATC 676 CIG CAG COC ATC AAG GAG ATC

1

TCC G6C ACC G0
8ec Gly Thr Val

1%

CIC TTA CIC 600
Leu Leu Leu Ala

CIG AAC AGT GAG
Leu Asn Ser Glu
5C

GCT CTC TET ST
Gly Leu Ssr Vsl
[+3

2 B Len

ACT 4T ST
The Aly Ala

AGR ATG AGG GAG
Arg Met Arg Glu
130

ST GGY GCA GAT
Leu Giy Als Asp
145

$GT GTG AAT GSA
Arg val Asn Giy
160

G TCC ATC ASC
Gly Ser Ile Ser

A 16
Lys Leu
20

GCC C18
Als Leu
33

GAT GTC
Asp Val

SAA GCG
Slu Ale

65T GBA

Giy Gly
15

AGA CIC A

Asg Fro

GIT &AT
val Asp

ATC GGA
Ile Gly

AST CASG
Ser Gin
18¢

CC6 G&G TCC ARG TCG COTT TCC AAL
Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn

25

TCC GAG GGG ACA ACA
Glu Gly Thr

Bar

cne
His

GAC
Asp

L CCA

Pro

8%

T GOA

aiy

TAC
Tyr

AMA
Lys
kg

T GTA

IT GGS

aly

150

ATG
Met
85

6C1
Ala

GAG
Gy

GUA
Ala

GAC
Asp
135
orr
Lau

cer
Pro

AST
Sor

40
ere
Lau

e
Ala

axt

Asp

AT
Ml

TAC L

tyr
120

me

Leu

GG
Gly

GGT
Gy

{ec
Als

‘Thr

GGG
Gly

AAR
Lys

e
Ala

[e3 3]
Arg
106

GGC
Giy

176
Leu
18s

G676 611
Vil Vil

GCC 176
Ala Leu

AGR
Arg

o1
Al
15

GAT
Asp

AGG

Arg
0

GTA
val

AN

GIC
val

sac
Asp

AAG
Lys
170

cr6
Lou

L

GAT
ASE

GIC
Val

ATG
Het

A

The

GGA
Gly

16
Leu
49
ey

Pro

AAG
Lys

&1
Al

Ala Gly Als Glu Glu Ile Vel Leu Gln Pro Ile Lys Glu 1le
L] pi

066 AT
Arg Ile
30

A 16
Asti Lau
s

ACT CT1
Thr Leu

GTT 67T
Val val

TG CNG
vaL Glie

GOA 6CT
Als Ala
e

CTA CCA
Vsl Pro
125

ARG CAG
Lys Gin

T &7
Pro Val

c16 TCT
Leu Sar

G6CT T
Ale Pio
130

Glu

val

Lys

320"

Leu

Val

Thr

Cys

Tyr
400

Pro

143

131

239

335

575
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TS T STT GGG GAT GTS GAG ATT GAR ATC ATT GAY ABA TTA AIC TCC
Leu Ala Leu Gly Asp Val Glu Ile Glu Ila
19% 00

ATT CCG TAC GTC GAR AYG ACA TTG AGA 176
Ile Pro Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu
26

AMA GCA N3 CAT 0T GAT AGC 166 GAC AGR
Lyr Ala Glu His Sz Asp Sar TIp ASP Arg
w8 230

TAA AAM TAC RAG TCC CCT ARR AAT GOC TAT
Gla Lys tyr Lyw Ser Pro Lys Asn Ala Tyr
240 245

AGC GUA AGC TAT TIC 176 GCT GOT GOT GCA
887 Als Sec Tyr Phe Leu Ala Gly Als Ala
253

26T

AT GTR GAA 66T TGT GGC ACC MG AGT TT0

Thr ¥al Glu Gly Cys Giy The Thr Ser Leu
215

280

SCT GAG GTA CTG GAG ATG A1G GOA 605 AMG
Als Glu Yal Xeu Glu Met Met Gly Als Lys
230 285

AGC GTA ACT GTT ACT GOC CCA €C3 CGE GG
Her Vil Thr Vsl Thr Gly Bro Pro Arg Giu

ne

CTC ARG GOG ATT GAT CTC AAT ATG AMC ARG
Lew Lys Ale Ils Asp Val Aun Met Asn Lys
Az

ACT CTT GCT GTC GTT GOC S1C PTT 6CC GAT
e Ley Ala Vel VAl Alm Leu Phe Alx Asp
335

340

GAC GTG GUT 7CC TGG AGA GTA AAG GAG ACC
Aep Vsl Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr

ass

CGG ACG GAG CTA ACC ARG CTG GGA GCA “ICT
Acg Thz 6lu leu Thr Lyo Lau Gly Als Ser
7 ¥

TAC TGC ATC ATC MG COG O0G GAG AMG CT6
Tyr Cys Ile 1le Thr Pro Pro Glu Lys Leu

385

IAL GAC GAC CAC AGH K16 GG ATS GCC

fhe Tyr Ao Asp His Arg Mut. ALs Met Als

40D

05

G GAG GTC CIX (1C AQC ATC QGG GAC OCT
ALy Glu Val oo Vai The [le Acg Asp Pro

41%

42¢

TIC CUC GAG TAC TTC GAT %16 CTG AGC ACT
ne Bro Awp Tyr Phe Asp Yal Leu Ser The

TR

435

Iie

AXG
Mot

TC
ene

&rT
Val

AT
le

65

CAG
Gln

&7
val

ATG
Met

66¢
aly
s

[9
Glu

1T
Val

AT
Asn

™
Pha

560
Gty
425

e

Phe

Asp Lys Leu Lls Ssr
208

GAG CGT 77T GOT GT6
€1a Arg Phe Gly Val
220

TAC ATT AAD GOA GGT
Tyr Ile Lys Gy Giy
35

GAA GGT GAT GCC A
Glu Gly Asp Alz Ser
250

ACT GGA GGG AT GTG
the Gly Gly The Val
270

GGT GAT GIG AAG 172
Gly Asp Val Lys Phe
285

ACR TGG ACC GAG ACT
Thr Tcp Thr Glu The

TTT GGG AGG AMA CAC
ne Glv Arg Lys His
115

CCT GAT GIC GCT ATG
Pro Aep Val Al Met

TOG ACTA GCT AC AGR
fro thr Ala Ile Arg

AGG ATG GTT GCG ATC
Arg tet val Als Ile
365

GAG GAR GGG (XS GAC
Glu Glu Gly Pro Awp
380

GIG ACS GCG ATC GAC
Val Thr Ala Ile Asp

TCC ST GCT CC TGT
Ber Leu Als Ala Cy3
410

TEC ACT O3 ARG ACT

Tya Thr Arg Lys ‘thr
12

GTC AAG AAT

Val Lys Asn

INFORMACIE O SEKVENCII SEQ ID NO: §:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 444 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TOPOLOGIA: linearna
(ii) TYP MOLEKULY: protein

OPIS SEKVENCIE SEQ ID NO: 5

Ala 6ly Ala
b3

Thr Val Lys

Leu Als Ala

k1

Sar Glu Asp

sQ

Ser Vil Glu

(3]

Gly Gly Lys

Leu Gly Asy

s

Als Al Gly
118

Arg Glu Arg
13¢

Als Asp vVal

5

Asp Gly Il

Ile Sar Ser

Lsu Gly Asp
19%

Tyr Val Glu

a0

Glu His Ser

225

Tyc Lys Ser

Ser Tyx Phw

Gly Gly Cys
275

Blu Slu Ile ¥el Leu Gln
5
Lau Pro Gly Set Lys Ser
20 25
Ley Sar Glu Gly Tar Thr
10
Vil Eis Tyr Met Lau Gly
I’
Als Asp Lys All Ala Lys
kL
Phe Pro Val Glu Asp Ala
:2]
Ala Gly Ile Aip Mot Arg
100 108
Gly Asn Alx Thr Tyr Val
Pro Ile Gly Asp Leu Vsl
13
Asp Cys EBhe Leu Gly Thr
150
Gly Gly Leu Pro Gly Gly
165
Gln Tyr Lau Ser Ala Leu
180 ies
Val Glu Ile Glu 1ls Ile
200
Mest Thr Leu Arg Lau Met
28
Asp Ser Trp Asp Arg Phe
230
Pzo Lys Asn Alw Tyr Val
245
Lau Ala Gly Als Als Ils
260 265

Gly Thr Thr Sar Leu Gln
280

Fro Xle Lys Glu Ile Ser Gly
6 is

Leu Ser Asn Arg lle Leu Lay
30

Vil Val Rep Asn Lau Leu Asn
45

Als Lesu Arg Thr Leu Gly Leu

Arg Ala Val Vil Val Gly Cys
8 €0

Lys Glu Glu Val Glin Leu Phe
90

ger
Leu
Yal
Asp
Lys
170
Leu
Asp
Gl
TYD
Glu
250
The

Gly

%

Leu Thr Ala Ala Val Thr
110
Asp Gly Val Pro Arg Met
128
Gly Leu Ly Gln Leu Gly
pe
Cys Pro Pro Yal Rrg Val
18%

160

Ser

a
z

Val Lys leu Ser
178

Met Als Ais Pro Lau Als

%0
Lys Leu Ila Ser Ils Pro
205
Arg Phe Gly Val Lys Ala
220
Ile Lys Gly Gly Gln Lys
235

240

Gly Asp Ala Swr Ser Ala
258

Gly Gly Thr Val The Vel
216

Asp Val Lys Phe Als Glu
285

€23

€71

9

B&3

1007

1058

1151

1133

1298

1337

1340
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val Leu Glu Met Met Gly Ala Lys Val Thr Tep Thr Glu Thr Sec Val
210 295 300

Thr ¥al Thr Gly Pro Peo Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His Leu Lys
305 1o ns J20

Aln e Asp Yal Aun Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met Thr Leu
s EE L)
Alx Vil Val Ala Leu Phe Alz Asp Gly Pro Thr Ala lle Arg Asp Yal
S
RAlz Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala Ile AzQ The
355 360 36
Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 1yr Cys
370 278 380

Ile Ile Thr Pro Pra Glu Lys Leu Asn Val Thr Als Ila Asp Thr Tyr
385 330 95 ({1

Asp Asp His Arg Met Ala Met Ala £he far Lau Als Ala Cys Ala Glu
408 410 415
Val Pro Val Thr Ile Acg Asp Pra Gly Cys Thr Azqg Lys Thr Phe Pro
20 4258 40

Asp Tyr Phe Asp Val Lau Ser Thr Phe Val Lys Asn
438 440

PATENTOVE NAROKY

1. Sekvencia rastlinnej DNA kodujica mutovanu 5-
-enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntazu (EPSPS), vyzn a -
tujiaca sa tym, Ze obsahuje aspori jednu substi-
ticiu treoninu za izoleucin, priCom treonin zodpoveda po-
zicii 102 v sckvencii EPSPS z kukurice, a jednu substiticiu
prolinu za serin, pricom prolin zodpoveda pozicii 106 v
sekvencii EPSPS z kukurice.

2. Sekvencia rastlinngj DNA podl'a naroku 1, vy -
znaujaca sa tym, Ze obsahuje navyle este
mutaciu spo&ivajiicu v substiticii glycinu 101 za alanin.

3. Sekvencia rastlinnej DNA podla naroku 1 alebo 2,
vyznatujiuca sa tym,Zepochadza z kukuri-
ce.

4. Sekvencia rastlinnegj DNA podl'a néroku 3, vy -
znatujaca sa tym, Ze je vyjadrena sekven-
ciou SEQ ID NO: 4.

5. Mutovany rastlinny protein EPSPS, vyzna & u -
jici sa tym, Ze obsahuje aspofi jednu substiticiu
treoninu za izoleucin, priCom treonin zodpoveda pozicii
102 v sekvencii EPSPS z kukurice, a jednu substittciu pro-
linu za serin, priom prolin zodpoveda pozicii 106 v sek-
vencii EPSPS z kukurice.

6. Mutovany rastlinny protein EPSPS podl'a naroku S,
vyznadujaci sa tym, Ze je vyjadreny sek-
venciou SEQ ID NO: 5.

7. Chiméricky gén obsahujici koédujicu sekvenciu a re-
gulaéné elementy v polohe 5° a 3°, ktoré su heterolégne a
s schopné fungovat’ v rastlinich, vyznadujici
sa tym, Ze ako kodujicu sekvenciu obsahuje aspori
jednu sekvenciu DNA podl'a jedného z nérokov 1 az 4.

8. Chiméricky gén podla niroku 7, vyznadu-
juci sa tym, Zc obsahuje prométor z rastlinného
virusu.

9. Chiméricky gén podla naroku 7, vyznadu-
jici sa tym, Ze obsahuje rastlinny prométor, na-
priklad prométor a-tubulinu, histonu, intrénov, aktinu a tak
dalej.

10. Vektor na transforméciu rastlin, vyznadu-
juci sa tym, Ze obsahuje aspoil jeden chiméricky
gén podla jedného z narokov 8 az 9.

11. Rastlinnd bunka, vyznalujiuca sa
t ¥ m , Ze obsahuje aspoii jeden chiméricky gén podla jcd-
ného z narokov 8 aZ 9.

12. Rastlina,vyznadujiica sa tym,Zeje
ziskand regeneréciou z rastlinnej bunky podl'a naroku 11.

13. Spdsob produkeie rastlin so zvysenou toleranciou k
herbicidom pésobiacich proti EPSPS syntaze ako svojmu
cieluyvyznadujici sa ty m, rastlinné bunky
alebo protoplasty sa transformuji sekvenciou DNA podl'a
jedného z néarokov 1 aZ 4 a nasledne sa transformované
bunky podrobia regeneracii.

14. Spésob oSetrenia rastlin herbicidom pdsobiacim
proti EPSPS syntaze ako svojmu cielu, vyznadu-
jici sa tym, Ze herbicid sa aplikuje na rastliny
podTa naroku 12.

15. Sposob podla naroku 14, vyznaé€ujuci
sa ty m,Ze saaplikuje glyfosat alebo jeho prekurzor.
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