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Molekuly nukleové kyseliny kdédujici enzymy z pSenice uUlast-

nici se syntézy sSkrobu
Oblast techniky

Pr¥edklddany vyndlez se tykd molekul nukleové kyseliny kédu-
jici enzymy =z pSenice, které se uUlastni syntézy Skrobu
v rostlindch. Tyto enzymy jsou izotypy syntézy Skrobu.
Vyndlez se dale tyka vektorl a bakterii, které obsahuji ta-
kové molekuly nukleové kyseliny, a také rostlinnych buné€k
a rostlin transformovanych popisovanymi molekulami nukleové
kyseliny.

Dale vyndlez popisuje zpUsoby p¥ipravy transgennich rostlin,
které diky integraci molekul DNA kédujicich syntézu skrobu

z pSenice syntetizuji Skrob s modifikovanymi vlastnostmi.

Dosavadni stav techniky

Vzhledem k rostoucimu vyznamu, ktery je pfipisovén rostlin-
‘nym latkéam jako anoyitglnému ‘zdyqj%'rsurovin je jednim
-z pfedm&tl biotechnologického vyzkumu snaha o pfizpﬁsobenir
rostlinnych surovin poZadavkim zpra;ovatelského prumyslu.
Aby bylo mo¥né vyuZit modifikované obnovitelné suroviny v co
nejvice oblastech, je dtleZité ziskat Siroké spektrum latek.
- = Krom& olejd--tukli—-a -proteinl-tve¥i—-zakladni--obnovitelnou—susz.— —oee-.-
rovinu z rostlin polysacharidy. Krom& celuldzy mé& vyznamnou
pozici mezi polysacharidy &krob, ktery je jednou z nejvyz-
namn&jSich z&sobnich latek u vy83ich rostlin. Mezi nimi je
zajimavou plodinu p8enice, nebot ta tvo¥i 20 % celkového

mno¥stvi Skrobu produkovaného v Evropském spolelenstvi.




Polysacharid &krob je polymer tvof¥eny chemicky homogennimi
zdkladnimi sloZfkami, a sice molekulami glukdzy. AvS8ak tvo¥i
vysoce sloZitou sm&s riznych typl molekul, které se 1iSi na-
vzdjem stupndm polymerace a stupndm vé&tveni glukdzovych Fe-

t&zcl. Proto Skrob neni homogenni surovina. RozliSuje se ze-

jména amyldézovy Bkrob (ddle jen amyldza), nevétveny polymer

tvoreny molekulami glukdzy sbojen?mi o-1,4-glykosidovou vaz-
bou, a amylopektinovy Skrob (dédle jen amylopektin), ktery je
naopak sloZitou sm&si ruzn& rozvétvenych glukdzovych retéz-
ct. V&tveni je vysledkem dodate&ného vzajemného svézéni Fe-
t&zc o-1,6-glykosidovymi  vazbami. Skrob syntetizovany
v pSenici se skladda v z&vislosti na odrudé€ p¥ibliZné z 11 az
37 % amyldzy.

Pro co nejdirdi vyu?iti Skrobu se zda Zadouci, aby byly zis-
kdny takové rostliny, které jsou schopné syntetizovat modi-
fikovany Skrob, ktery je zvlait& vhodny pro riznd pouZiti.
Slecht&ni je jednim ze zptsobl, jak ziskat takové rostliny.
To se ale v pripadé pSenice ukazuje byt velmi obtiZnym
vzhledem k polyploidnim vlastnostem pé&stovanych pSenic (jde
o tetraploidni a hexaploidni rostliny). Teprve nedavno védci
usp&li ve vytvoreni ,voskovitych® pSenic (bez obsahu amylo-
zy) k¥iZenim mutantd existujicich v p¥irodé (Nakamura et
al., Mol. Gen. Genet. 248, 1995, 253-259). Jinou moZnosti je

specifickd genetickd modifikace metabolismu Skrobu rostlin

'Vytvéfejicichw=ékrob=nteehnikamiw=rekombinantniwvDNAT%:AvéakL

p¥edpokladem toho je identifikovat a charakterizovat enzymy
G&astnici se syntézy Skrobu a/nebo modifikace Skrobu stejné
tak jako izolovat p¥isluZné molekuly DNA kdédujici tyto enzy-

my.

‘Biochemické metabolické drahy vedouci k tvorb& Skrobu jsou

v podstat& zndmy. Syntéza Skrobu v rostlinné bulice probihéa

v plastidech. Ve fotosynteticky aktivnich pletivech to Jsou




chloroplasty, ve fotosynteticky neaktivnim, Skrob hromadicim
pletivu jsou to amyloplasty.

Nejdule?it&j8imi enzymy ulastnicimi se syntézy gkrobu jsou
syntdzy &krobu a v&tvici enzymy. V p¥ipadé syntdzy 8Skrobu
jsou popsény ruzné izotypy, které vsSechny katalyzuji polyme-
riza&ni reakci p¥enosu glykoéylového rezidua z ADP-glukézy
na a—1,4-giukany. vV&tvici enzymy katalyzuji po&atek oa-1,6
v&tveni linedrnich a-1,4-glukanu.

Syntdzy 8krobu lze rozd&€lit do dvou skupin: syntédzy 8Skrobu
vazané na zrna (GBSS, granule bound starch synthases) a roz-
pustné syntédzy Bkrobu (SSS, soluble starch synthases) . Toto
. odliBeni v8ak neni vZdy z¥ejmé, nebot n&které syntézy Skrobu
jsou jak vazané ne zrna, tak rozpustné (Denyer et al.,
Plant. J. 4, 1993, 191-198, Mu et al., Plant. J. 6, 1994,
151-159). V ramci této klasifikace jsou popisovany zruzné
izotypy pro rtzné rostlinné druhy. Tyto izotypy se 1i81 na-
vzadjem svou zavislosti na molekule primeru (tzv. ,na primeru
zdvislé™, ty pat¥i k typu II, a ,na primeru nezavislé"“, ty
pat¥i k typu I).

~Dosud byla Usp&Sné urdena presnad funkce v syntéze sSkrobu

zymovad aktivita siln& nebo Gpln& redukovana, syntetizovaly
gkrob =zcela bez amylézy (tzv. ,voskovity" 8krob) (Shure et

al., Cell 35, 1983, 25-233, Visser et al., Mol. Gen. Genet .

p¥isouzeny rozhodujici role v syntéze amyldézy. Tento jev lze
také pozorovat v bufikdch zelené fasy Chlamydomonas reinhard-
tii (Delrue et al., J. Bacteriol. 174, 1992, 3612-3620).
V pt¥ipad& Chlamydomonas bylo dale ukazéno, Ze BGSS I se ne-
jen Gdastni syntézy amylézy, ale také ovliviiuje syntézu amy-

lopektinu. U mutantd bez aktivity GBSS I chybi uréité frakce

pouze pro izotyp GBSS I. Rostliny, ve kterych byla tato én—v‘

_V=225?$199lTﬂ289_295F,Wo=g2ﬁ113jeﬁrmproto,bylawtomutogenZymuwz,,.
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za normalnich okolnosti syntetizovaného amylopektinu, ktery

méd dlouhé Fet&zce glukanu.

Funkce dalfich izotypl syntézy Skrobu vazané na zrna, zv1as-
t& GBSS II, a také rozpustnych syntédz Skrobu, nejsou dosud
zcela jasné. PYedpokladd se, Ze rozpustné syntédzy Skrobu,
spole&n& s vétvicimi enzymy, se G&astni syntézy amylopektinu
(viz nap¥. Ponstein et al., Plant Physiol. 92, 1990, 234-
241), a %e hraji dile¥itou roli v regulaci rychlosti syntézy

Skrobu.

V pripadé pSenice byly identifikovadny na proteinové dGrovni

p¥inejmensim dva izotypy syntazy gkrobu vézané na zrna

(60 kDa a 100 a% 105 kDa) a dalsi izotyp, ktery z¥ejmé& pred-
stavuje rozpustnou syntézu Skrobu (Denyer et al., Planta
196, 1995, 256-265, Rahman et al., Aust. J. Plant. Physiol.
22, 1995, 793-803). Existence nékblika izotypl SSS byly jiz

prokézédna chromatografickymi metodami (Rijven, Plant Phy-

siol. 81, 1986, 448-453). Také cDNA kédujici GBSS I z pSeni-
ce byly ji%Z popséana (Ainsworth et al., Plant Mol. Biol. 22,
1993, 67-82).

Sekvence pukleoyychvkyselinrkédujici daldi izotypy syntéazy
gkrobu z pSenice jsou dosud neznamé. R
Sekvence cDNA kédujici jiné syntazy 8krobu neZ GBSS I byly
dosud popsany pouze u hrachu (Dry et al., Plant. J. 2, 1992,
193- 202), ryZe (Baba et al., Plant Physiol. 103, 1993, 565-

'*573?*aw&mamboruw%ﬂdward&metﬁalwqmidantw“J.=8h&1995h528§;

294) .

Rozpustné syntazy &krobu byly identifikdvény pro nékolik
dal&ich rostlin druht krom& pSenice. Tak nap¥. rozpuétné
syntéazy 8krobu bYly izolovany v homogenni form& nap¥. z hra-
chu (Denyer a Smith, Planta 186, 1992, 609-617) a bramboru
(Edwards et al., Plant J. 8, 1995, 283-294). V t&chto ptipa-

dech se zjistilo, Ze izotyp rozpustné syntédzy Skrobu identi-
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fikovany jako SSS II je shodny se syntazou Skrobu vazanou na
zrna GBSS II (Denyer et al., Plant J. 4, 1993, 191-198, Ed-
wards et al., Plant J. 8, 1995, 283-294). V pripadé dal8ich
rostlinngch druh byla existence nékolika izotyptl SSS popséa-
na pomoci chromatografickych metod, jako nap¥. v ptipadé&
jedmene (Tyynela a Schulman, Physiologia Plantarum 89, 1993,
835-841, Kreis, Planta 148, 1980, 412-416) . Av8ak doposud
nebyly popsany sekvence DNA kédujici tyto proteiny. Je t¥eba

identifikovat p¥islusné sekvence DNA kédujici dal8i izotypy

syntdzy Zkrobu, aby bylo moZné modifikovat jakoukoliv poZa--

dovanou rostlinu ukléddajici Zkrob, zejména pak p8enici, ta-
kovym zptsobem, aby syntetizovala modifikovany Skrob.

Proto je ptedm&tem p¥edkléddaného vynalezu poskytnout moleku-
ly nukleové kyseliny kdédujici tento enzym, zejména enzym
z pSenice, tU&astnici se biosyntézy &krobu, jejichZ pomoci

lze p¥ipravit geneticky modifikované rostliny, které maji

zvySenou nebo sniZenou aktivitu t&chto enzymi, a tim podni-

tit modifikaci chemickych a/nebo fyzik&lnich vlastnosti

Skrobu syntetizovaného v té&chto rostlinach. Tento cil byl

dosaZen poskytnutim provedeni vynélezu popsanych v narocich.

Podstata vynélezu

Prvni aspekt vyndlezu se tykéd molekul nukleové kyseliny ko&-

~dujicich~proteinyﬁ-mpéen$ce=s=biologickouwaktiMitQu:rQ;PuStiT“

né syntézy Skrobu, pfifemZ tyto molekuly vyhodn& kéduji pro-
teiny obsahujici sekvenci aminokyselin uvedenou zde jako
sekvenci identifikadniho &isla (i. &.) 2. Vynalez se zv1asgté
tykd molekul nukleové kyseliny obsahujicich bud celou nebo
Sast nukleotidové sekvence uvedené zde jako sekvence 1. c.
1

, vyhodn& molekuly, které obsahuji kédujici UGsek sekvence
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i. &. 1 nebo, co? je mo¥ny p¥ipad, odpovidajicich ribonukle-

otidovych sekvenci.

p¥edkladany vynidlez se ddle tykad molekul nukleové kyseliny,
které kdéduji rozpustnou syntédzu Skrobu z pSenice a hybridi-
zuji s jednou z vySe uvedenych molekul.
Molekuly nukleové kyseliny kédujici rozpustnou syntazu 8kro-
bu z pSenice a sekvence, ktera se 1i%i od vyse zminéné se-
0 kvence vzhledem k degeneraci genetického kd&du, jsou také
p¥edm&tem p¥edkladdaného vynalezu.
Vynadlez se také tykd molekul nukleové kyseliny se sekvenci,
kterad je komplementadrni k celé nebo k gasti vy8e uvedenych

sekvenci.

EERE -

Proteiny kédované vySe popsanymi molekulami nukleové kyseli-

proteiny maji urcdité dseky homologické s dosud znédmymi roz-

pustnymi syntézami Skrobu z jingch rostlinnych druhd.

DalZi aspekt predkladaného vynalezu se tyka molekul nukleové

- kyseliny kédujicich proteiny s biologickou aktivitou syntazy

teiny obsahujici sekvenci aminokyselin uvedenou zde jako
sekvenci i. &. 6. Vynalez se zvla3té& tykd molekul nukleové

kyseliny obsahujicich nukleotidovou sekvenci uvedenou zde

kédujici Gsek uvedeny v sekvenci i. &. 5, anebo odpovidajici
ribonukleotidovou sekvenci.

pP¥edkladany vynadlez se déale tykd molekul nukleové kyseliny
kédujicich syntédzu Skrobu z pSenice a hybridizujici s nékte-
rou z vySe uvedenych molekul.

Molekuly nukleové kyseliny, které kéduji syntdzu Skrobu

'z pSenice, -a které se 1i8i od vySe uvedenych sekvenci nukle-

ny jsou rozpustné syntézy Skrobu odvozené z pSenice. Tytd

‘?T“=“—=“jakofsekvenciwdﬂw~éﬁ=5mneboﬁje;iﬁéést,,Nyhodnémobsahgj;w;gh‘_wm

Skrobu z pSenice, p¥ifemZ tyto molekuly vyhodné kéduji prb; o
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ové kyseliny diky degeneraci genetického k&édu, jsou také
predm&tem p¥edkléddaného vynalezu.

Vynadlez se také tykd molekul nukleové kyseliny, které maji
sekvenci komplementdrni k celé nebo d&asti nékteré z vyse

zmin&nych sekvenci.

Protein kédovany vyde uvedenymi molekulami nukleové kyseliny
je protein s biologickou aktivitou syntdzy Zkrobu z psSenice.
Kdy¥? se srovnala homologie s dalZimi znamymi sekvencemi,
zjistilo se, Ze homologie nejvy&8iho stupn& je se sekvencil
hrachu, kterid kéduje syntdzu Skrobu vadzanou na zrna. Takze
se predpokladéd, Ze popsanéd sekvence nukleové kyseliny kdéduje

syntdzu Skrobu vazanou na zrna 2z pSenice.

Molekuly DNA podle ptedkladaného vynédlezu mohou byt DNA
stejné tak jako RNA. Odpovidajici mblekuly DNA jsou napft.
molekuly genomové DNA nebo cDNA. Molekuly nukleové kyseliny
podle vyndlezu je moZné izolovat z p¥irodnich zdrojt nebo

mohou byt syntetizovany odbornikovi znamymi metodami .

V této p¥ihlasce termin ,hybridizace" znamen&d hybridizaci

v obvyklych konvenénich podminkach, vyhodné v stringtentnich
(p¥isnych) podminkam, jak popisuje nap¥. Sambrook et al.

(Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2nd Edition, 1989,

~"Cold- Spring“WHarborvaaboratoryv:PressTniCold=:SpringwwHarbor4 e

NY) .

Molekuly nukleové kyseliny hybridizujici s molekulami podle
vyndlezu se mohou izolovat nap¥. z knihoven genomové DNA
nebo cDNA p¥ipravenych z pletiva pSenice.

Tudi® identifikace a izolace takovych molekul nukleové kyse-
liny se mtGZe uskuteénit pomoci pouZitim molekul podle vyna-

lezu nebo: jejich &&sti, nebo p¥ripadné reverznich. komplemen-




tarnich Yet&zcti t&chto molekul, napf. hybridizaci standard-
nim zplsobem (viz Sambrook et al., Molecular Cloning. A La-
boratéry Manual, 2nd Edition, 1989, Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press, Cold Spring Harbor, NY).

Jako sonda pro hybridizaci se  mohou pouZit nap¥. molekuly
nukleové kyseliny, které bud p¥esn& nebo jako zdklad obsahu-
ji nukleotidové sekvence uvedené zde jako sekvence i. ¢. 1
nebo i. &. 5, nebo jejich &asti. Fragmenty pouzZité jako son-
dy pro hybridizaci také mohou byt syntetické fragmenty, kte-
ré byly ptipraveny konven&nim metodami a sekvence, které
jsou v zédkladu identické s molekulami nukleové kyseliny pod-
le vyndlezu. Po té, co byly identifikovany a izolovany geny
hybridizujici se sekvencemi nukleové kyseliny podle vynale-
zu, je t¥eba sekvence uréit a analyzovat vlastnosti protei-
nt, které jsou sekvencemi kédovany.

Molekuly hybridizujici s molekulami nukleové kyseliny podle
“vynalezu také obsahuji fragmenty, derivaty a alelické va-
rianty vy$e popsanych molekuly nukleové kyseliny, které ko&-
duji protéin z pSenice popsany ve vynalezu. Tim jsou frag-

menty definovény jako &asti molekul nukleové kyseliny, které

nych proteint. To zahrnuje také &asti molekul nukleové kyse-

liny podle vynédlezu, které postraddaji nukleotidovou sekvenci

kvence kédujici zbytky aminokyselin 34 aZz 671 uvedenéa zde
jako sekvence i. &. 2, nebo nukleotidova sekvence kédujici
zbytky aminokyselin 58 a¥ 799 nebo 61 a%Z 799 v sekvenci
i. &. 6. Fragmenty, které jsou zvladté& vyhodné podle p¥fed-
klddaného vyndlezu, jsou fragmenty obsahujici nukleotidy 186
as 2239 v sekvenci i. &. 1 a také fragmenty obsahujici doda-

tedny zbytek G na 57-konci, a.fragmenty. obsahujici nukleoti-

kédujici signédlni peptid zodpovédny za translokaci proteinu

- “’ﬂdo*‘plastidUﬁvaakovéT=£ragmentyﬁw§soufmnapf.w.nukleotidoyégﬂse;ﬂP

jsou dostatedn& dlouhé k tomu, aby kédovaly jeden z popsa—>w




dy 1084 a¥ 2825 sekvence i. <. 2. V tomto kontextu termin
,derivaty"“ znamen&d, Ze sekvence takovych molekul se 1i8i od
sekvenci vyde uvedenych molekul nukleové kyseliny v jedné
nebo vice polohdch, a Ze tyto sekvence vykazuji vysoky stu-
peii homologie s uvedenymi sekvencemi. Tedy homologie znamena
alespoil 40% identitu sekvenci, zv143t& identitu alespon 60%,
vyhodn& vy%%i neZ 80 % a jesté VYhodnéji identitu sekvenci
vy881 ne¥ 90 %. Odchylky, které se objevi p¥i srovnani s vy-
%e uvedenymi molekulami nukleové kyseliny mohou byt zplsobe-
ny deleci, substituci, inzerci nebo rekombinaci.

Krom& toho homologie znamend, Ze existuje také funkéni
a/nebo strukturni shoda mezi p¥isludnymi molekulami nebo
proteiny, které kéduji. Molekuly nukleové kyseliny, které
jsou homologni s vySe popsanymi molekulami a predstavuji de-
rivaty té&chto molekul, jsou vS8eobecné variacemi téchto mole-
kul, které tvo¥i modifikace vykazujici shodnou bioldgickou
funkci. Tyto variace mohou byt p¥irozené se vyskytujici va-
riace, napY¥. sekvence pochdzejici z jiného organizmu, nebo
mutace, at u¥ vzniklé p¥irozen& nebo zavedené prost¥ednic-
~tvim specifické mutageneze. Krom& toho variace mohou byt
synteticky p¥ipravené sekvence. Alellcke varlantQWﬁohou byt
prlrozene se vyskytujlcl stejn€ jako synteticky pfipravene

Varlanty' nebo varianty pripravené technikami rekombinantni

DNA.

rrm——==Proteiny--kédované rGznymi-—-variantami. .molekul._nukleové kyse-_

liny podle p¥edkladaného vynalezu vykazujl. jisté spolecné
charakteristiky. Pat¥i sem enzymova aktivita, molekulova
hmotnost, imunologickd reaktivita, konformace apod., a také
fyzikélni vlastnosti jako je pohyblivost v gelové elektrofo-
réze, chromatografické chrakteristiky, sedimentadni koefi-
cient; rozpustnost, spektroskopické vlastnosti, stabilita,

pH-optimum, teplotni optimum apod. Vyznadnymi charakteristi-
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kami syntézy Skrobu jsou: I) lokalizace ve stromatu plastidu
v rostlinné bufice, II) schopnost syntetizovat linedrni o-1,4
spojené polyglukany uZitim ADP-glukézy Jjako substratu. Tato
aktivita m%e byt urdena postupem ktery popsali Denyer
a Smith (Planta 186, 1992, 606-617) nebo postupem uvedenym
v prikladech.

w Molekuly nukleové kyseliny specificky hybridizujici s Fetéz-
cem molekuly nukleové kyseliny podle vynédlezu jsou také
p¥edm&tem vynalezu. Jsou to vyhodn& oligonukleotidy délky
alespoili 10, zvlasté alespoil 15 a v?hodnéji'délky alesponl 50
nukleotidli. Tyto molekuly nukleové kyseliny specificky hy-
bridizuji s Yet&zcem molekuly nukleové kyseliny podle vyna-
lezu, tj. nehybridizuji, nebo hybridizuji pouze Vv malém roz-
sahu, se sekvencemi nukleové kyseliny kédujicimi jiné pro-
teiny, =zvl1as8t& jiné syntédzy Skrobu. Oligonukleotidy podle
vyndlezu se mohou pouzit napf¥. jako primery pro PCR reakci.
Také mohou byt komponentou anti-sense konstruktu (s orienta-
ci proti smyslu transkripce) nebo molekul DNA kédujicich

vhodné ribozymy.

Didle se vynédlez tyka vektorl, zvlasté plazmidd, kozmidd, vi-
rd, bakteriofagl a dalZich vektort, které se uzivaji v geno-
vém in¥enyrstvi, a které obsahuji molekuly nukleové kyseliny

mrem ==me zaeam mpodle ~vYynalezu.,  mrem—r s e s s e

Ve vyhodném provedeni vyndlezu jsou molekuly nukleové kyse-
liny obsaZ%ené ve vektorech spojeny s regula¢nimi prvky, kte-
ré zajistuji transkripci a syntézu translatovatelné RNA
v prokaryotickych i eukaryotickych burikéach.

Exprese molekul nukleové kyseliny podle vyndlezu v prokaryo-

tickych -bufikdch jako nap¥. v Escherichia coli je =zajimava
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proto, e umoZiiuje pecllivE&jsi charakterizaci enzymatickych
aktivit enzymi kédovanych t&mito molekulami. Konkrétné je
mo¥né charakterizovat produkt syntetizovany p¥islusnym enzy-
mem v nep¥itomnosti ostatnich enzyml, které se G&astni syn-
tézy &krobu v rostlinné buiice. To umoZiiuje <&init z&veéry
o funkci, kterou mé& p¥isludny protein Vv prib&hu syntézy
Skrobu v rostlinné burtice.

Navic je mo¥né do molekul nukleové kyseliny podle vynélezu
vnést ruzné mutace pomoci konvenénich technik molekuléarni
biologie (viz nap¥. Sambrook et al., Molecular Cloning.
A Laboratory Manual, 2nd Edition, 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY), &imZ se indukuje
syntéza proteind s moZnosti modifikovanych biologickych
vlastnoéti. Timto zpusobem je na jedné stran& moZné vVytvo-
¥it deledni mutanty, kde se vytvareji molekuly nukleové ky-
seliny postupnymi delecemi na 57 -konci nebo 37 -konci kdéduji-
ci sekvence DNA. Takové molekuly nukleové kyseliny pak mohou
vést k syntéze odpovidajicim zplsobem zkriacenych proteinu.

Tak nap¥. delece na 57 -konci nukleotidové sekvence umoZnuji

~identifikovat sekvence aminokyselin, které jsou zodpovédné

za  translokaci enzymu do plastidd (tranzitni peptidy) . To
umo¥fuje specifickou p¥ipravu enzymi, které diky odstranéni
prisludnych sekvenci nejsou ji%¥ dale lokalizovany v plasti-

dech ale v cytosolu, nebo které diky pripojeni dalsi signal-

Na druhé stran& bodové mutace mohou byt také zavedeny v ta-
kovych polohdch, kde modifikace aminokyseliny - ovliviiuje
nap¥. enzymovou aktivitu nebo regulaci enzymu. Timto zpuso-
bem se mohou vytvo¥it nap¥. mutanty s modifikovanou hodnotou

Km, nebo mutanty, které nejsou jiZ dale ovlivilovany regulac-
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nim mechanismem allosterické regulace nebo kovalentni modi -
fikace obvykle se vyskytujici v buiice.

Navic se mohou vytvo¥it mutanty vykazujici odlidnou substréa-
tovou nebo produktovou specifinost jako nap¥. mutanty, kte-
ré uzivaji jako substrat ADP-glukézo-6-fosfat misto
ADP-glukdzy. Také mohou byt vytvofeny mutanty s modifikova-
nym teplotnim profilem aktivity.

- Pro genové manipulace v prokaryotickych butikdch molekuly nu-

kleové kyseliny podle vynédlezu nebo jejich gasti mohou byt
vlio¥eny do plazmidl, které umoZiuji mutagenezi nebo modifi-
kaci sekvenci rekombinaci sekvenci DNA. Pomoci standardnich
metod (viz nap¥. Sambrook et al., Molecular Cloning. A Labo-
ratory Manual, 2nd Edition, 1989, Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, Cold Spring Harbor, NY) je mo¥né provést vyménu
baze nebo se mohou p¥idat p¥irozené nebo syntetické sekven-
ce. Pro spojeni fragmentl DNA se mohou k fragmenttim p¥ipojit
adaptery nebo linkery. Mohou se vyu¥it takové manipulace,
které nabizeji vhodnd restrikéni mista nebo které odstranuji

-

postradatelnou DNA nebo restrik®&ni mista. Kdekoliv je to

‘uZite®né je moZné pouZit inzertd, deleci nebo substituci,

in vitro mutageneze, techniky ,primer repair“ (opravy prime-
ru), restrikce nebo ligace. K analyze se pak obvykle uZziva
sekvendni analyza, restrik&ni analyza a dalsi biochemické

a molekularn&-biologické metody.

Dalsi provedeﬁi p¥edkléddaného vynalezu se tyka hostitelskych
bun&k, zvlast& prokaryotickych nebo eukaryotickych bunék,
které byly transformovany a/nebo geneticky modifikovény po-
moci molekul nukleové kyseliny uvedenych v p¥edchozim textu
nebo vektoru podle vyndlezu, a také se tykad bun&k pochézeji-

cich z takto transformovanych a/nebo geneticky modifikova-

- nych .bun&k obsahujicich molekulu nukleové kyseliny podle vy-
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nalezu nebo vektor podle vyndlezu. Vyhodné se jednd o bakte-
riadlni nebo rostlinnou bufiku. Takova burka je charakteristi-
ckd tim, Ze vnesend molekula nukleové kyseliny podle pred-
kladdaného vynadlezu je budto heterologni vzhledem k transfor-
mované bufice, tj. p¥irozen& se v této bulice nevyskytuje, ne-
bo je umist&na v genomu na jiném misté ne? odpovidajici pri-
rozen& se vyskytujici sekvence.

Predmd&tem vyndlezu jsou dale proteiny kédované molekulami
nukleové kyseliny podle vyndlezu a také zplsob jejich p¥i-
pravy, kdy se hostitelskd butika podle vyndlezu kultivuje
v podminkédch, které umoZiiuji syntézu protein a protein se

pak izoluje z kultivovanych bunék a/nebo kultivadniho média.

Dile se predkladdany vyndlez tyka transgennich rostlinnych
bun&k transformovanych jednou nebo vice molekulami nukleové
kyseliny podle vyndlezu. Takové butiky obsahuji jednu nebo
vice molekul nukleové kyseliny podle vynadlezu, které jsou
vyhodné spojeny s regﬁlaénimi prvky DNA, zejména se jedné

o promotor, které zajistuji transkripci v rostlinné buiice.

‘Takové buiiky se 1i8i od p¥irozen& se vyskytujicich rostlin-

- tjje-v- jiném-genomovém-prost¥edi—— - - o m e

nych bun&k tim, Ze obsahuji alespoifi jednu molekulu nukleové
kyseliny podle vynalezu, ktera se p¥irozen& v té&chto buiikach
nevyskytuje nebo tim, Ze molekula je integrovdna v urditém

mist& bun&®ného genomu, ve kterém se prirozené nevyskytuje,

Metodami, které jsou odbornikovi znamé, mohou byt z transgen-
ni rostlinné builky regenerovany celé rostliny. Tedy rostliny
ziskané regeneraci transgennich rostlinnych bunék podle vy-
nidlezu fjsou také predmétem predkladaného vynédlezu. DalSim
ptedmétem vyndlezu jsou rostliny, které obsahuji vySe uvede-
né transgenni rostlinné builky. Transgenni rostliny mohou byt

v principu rostliny jakéhokoliv poZadovaného druhu, tj. jak
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jednod&lo¥né tak i dvoud€loZné. Vyhodn& jsou to uZitkové
rostliny, zvlast& rostliny syntetizujici Skrob nebo rostliny
ukléddajici Skrob jako jsou nap¥. obiloviny (2ito, Jjecmen,
oves, p3enice atd.), ryZe, kuku¥ice, hréach, maniok (kasava)
a brambory.
Tim, %e jsou k dispozici molekuly nukleové kyseliny podle
vynadlezu, a sice prost¥ednictvim technik rekombinantni DNA,
. ~je nyni moZné specificky ovliviiovat metabolismus 8Skrobu
v rostlindch takovym zptisobem, ktery doposud metodami klasi-
ckého Zlecht&ni nebyl mo¥ny. TakZe metabolismus Skrobu mize
byt zm&n&n takovym zplsobem, Ze je syntetizovan modifikovany
gkrob, tj. Bkrob, ktery je zmén&€n ve srovnadni se &Skrobem
syntetizovanym v rostlindch divokého typu co se tyCe jeho
fyzikdln&-chemickych vlastnosti, zejména poméru amyldézy
k amylopektinu, stupné& vétveni, prim&rné délky FYet&zce, ob-
sahu fosfatu, chovani p¥i vytvafeni  Skrobového mazu
(pastifikace), . velikosti .a/nebo .tvaru Skrobovych zrn. EXi-
stuje tak moénoét zvy8it vynos geneticky modifikovanych ros-
tlin zvy%enim aktivity proteint popsanych ve vyndlezu, a to
nap¥. nadmérnou expregi“(”Qvgrexpressionf) p¥isludnych mole-
kul nukleové kyseliny nebo vytvafenim mﬁéaéﬁﬁ,wktérérjii
nejsou, co se tyde jejich aktivity, nadéle pod vlivem buné&c-
“ né& specifického regula&niho schematu a/nebo maﬁi odlisnou
teplotni z&vislost. Ekonomicky vyznam mozZnosti zasdhnout do
»s"-**“ﬂ=syntézyvékrobuWUapéenice=ﬁe=z£ejmy7=nebot”tatovrostlinawyy;ﬂw,“,mn?
tva¥i vyznamné mno¥stvi Skrobu.
Je mo¥né exprimovat molekuly nukleové‘kyseliny podle pred-
klddaného vyndlezu v rostlinné bufice s cilem zvySit aktivitu
p¥isludnych syntdz Bkrobu nebo je moZné vloZit je do bunék,
které obvykle neexprimuji tento enzym. Dile molekuly nuk-
leové kyseliny podle vyndlezu mohou byt modifikovany metoda-

‘mi odbornikovi. zndmymi, -aby vznikly syntdzy &krobu podle vy-
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nidlezu, které ji¥ nadale nepodléhaji bun&Zné specifickym re-
guladénim mechanismim nebo maji modifikovanou teplotni z&vis-
lost nebo substritovou, popfipad® produktovou specificitu.
Syntetizovany protein vznikajici expresi molekul nukleové
kyseliny podle vyndlezu miZe Vv principu byt lokalizovan
v libovolném kompartmentu rostlinné builky. Pro lokalizaci do
specifického kompartmentu. musi byt deletovadna (odstranéna)
. sekvence pro lokalizaci do plastidu a zbyvajici kdédujici
sekvence se ptipadn& spoji se sekvenci zaji8tujici lokaliza-
ci v poZadovaném kompartmentu. Takové sekvence jsou znamé
(viz nap¥. Braun et al., EMBO J. 11, 1992, 3219-3227, Wolter
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 1988, 846-850, Sonne-
wald et al., Plant J. 1, 1991, 95-106).

vynadlez se také tykd mnoZitelského materidlu z rostlin podle
vynalezu, nap¥. plodt, semen, hliz, podno%i, semenadkt, riz-
k1, kalusll, bun&&nych kultur a pod.

Skrob ziskany z transgennich rostlinnych bun&k nebo rostlin,
a také z mno¥itelského materidlu podle vynédlezu, je také
predm&tem p¥edklddaného vynélezu.

Diky expresi, pF¥ipadn& dodatelné expresi, alesponi jedné mo-
lekuly nukleové kyseliny podle vynélezu, transgehni foéﬁiiﬁ—w

né butiky nebo rostliny popsané ve vynalezu syntetizuji

u gkrob, ktery je ve srovnédni se gkrobem syntetizovanym ros-
tlinami divokého typu modifikovédn nap¥. ve fyzikalné-
- -4 ===schemickych- vlastnostech;— zvl&8t&—pokud ~jde--o—pomér. amyld- S

za/amylopektin, stupeifi v&tveni, prum&rnou délku Yet&zce, ob-
sah fosfatli, vytvaf¥eni 8Skrobového mazu (pastifikace), veli-
kost a/nebo tvar &krobovych zrn, p¥ipadn€ je tento Skrob mo-
difikovan 2zvl1ast& vzhledem k viskozit& a/nebo vlastnostem

p¥i vytva¥eni gelu v lepidlech z tohoto Skrobu.
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Dal8im pYedmeétem ptedkladaného vynélezu jsou transgenni
rostlinné buiiky, ve kterych je aktivita alespoil jednoho pro-
teinu podle vynalezu sniZena ve srovnani s netransformovany-
mi rostlinami.
Pomoci molekul nukleové kyseliny podle vyndlezu Je mozZné
. p¥ipravit rostlinné butiky a rostliny, ve kterych je aktivita
alespoil jednoho proteinu podle vynalezu sni%ena. To také ve-
a de k syntéze Bkrobu s modifikovanymi chemickymi a/nebo fyzi-
kalnimi vlastnostmi ve srovnadni se Bkrobem z netransformo-
vanych bun&k rostlin divokého typu. |
Rostlinné buflky se sniZenou aktivitou alespoili jednoho pro-
teinu podle vyndlezu je moZné vytvorit nap¥. tak, Ze se po-
moci molekul nukleové kyseliny podle vynalezu exprimuje ale;
spoii jedna odpovidajici ,anti-sense™ RNA (tj. RNA s orienta-
ci proti smyslu transkripce normalni mRNA), nebo alespoil
. jedna ,sense™ RNA (RNA s normélni orientaci) k dosaZeni
kosupresniho efektu, nebo se exprimuje alespoii jeden odpovi-
dajicim zpisobem konstruovany ribozym, ktery specifickym
zpisobem $t&pi transkripty (tj. molekuly RNA) kédujici

- n&ktery z proteinu pqdlervynélezu.

Pro expresi anti-sense RNA je moZné pouZzit molekuly DNA,

které obsahuji tdplnou sekvenci kédujici protein podle vyna-

"

lezu, v&etn& p¥ipadnych sousednich sekvenci, stejné jako mo-

lekuly DNA obsahujici pouze &ast kédujici sekvence, pricemz

g me——et vt o Casti—mus b?twdestateéné;dlouhé k tomu,..aby bylo _dosa-.

Yeno anti-sense efektu v bufice. V podstat& se mohou pouZit
sekvence s délkou 15 bp, vyhodn& s délkou 100 aZ 500 bp, pro
4&innou anti-sense inhibici se vdak vyhodn& pouZiji sekvence
s délkou v&tsi ne¥ 500 bp. Obecn& se uZivaji molekuly DNA
krat3i ne¥ 5000 bp, vyhodn& sekvence krat8i neZ 2500 bp.

Mohou se také vyuZit sekvence, které jsou vysoce homologni

a ptitom ne zcela identické se sekvencemi DNA molekul podle
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vyndlezu. Minim&lni homologie by m&la byt vy331 neZ 65
Vyhodn& se pouZiji sekvence s homologii mezi 95 a 100 %.
Zpisob sniZeni aktivity enzymid podle vyndlezu v rostlinnych

butikdch pomoci efektu kosuprese je odbornikovi znam a jeho

popis publikovali nap¥. Jorgensen (Trends Biotechnol. 8,

1990, 340-344), Niebel et al. (Curr. Top. Microbiol. Immu-
nol. 197, 1995, 91-103), Flavell et al. (Curr. Top. Micro-
biol. Immunol. 197, 1995, 43-46), Palagui a Vaucheret (Plant
Mol. Biol. 29, 1995, 149-159), Vaucheret et al. (Mol. Gen.
Genet. 248, 1995, 311-317), deBorne et al. (Mol. Gen. Genet.
243, 1994, 613-621) a dalsi.

‘Exprese odpovidajicich ribozymi s cilem sni¥it aktivitu ur-
gitych enzyml v bulice je také metoda odbornikovi znédmé& a by-
la popséna nap¥. v patentové p¥ihlasce EP Bl 0 321 201. Ex-
presi ribozymd v rostlinnych bufikach publikoval nap¥. Feyter

et al. (Mol. Gen. Genet. 250, 1996, 329-338) .

predm&tem predklddaného vyndlezu jsou také rostliny obsahu-

jici vySe popsané transgenni rostlinné buflky podle vynélezu.

Tyto rostliny se mQhou”vytvofitrregeneraci rostlinnych buné&k

v celé rostliny zplusoby odbornikovi znamymi. Tyto rostliny
jsou vyhodn& ty, které jiZ byly uvedeny, zv1asté& uzitkové
rostliny, zejména rostliny syntetizujici 8krob nebo rostliny
ukladajici Bkrob. zv1asté& vyhodnd rostlina je pSenice.

Vynédlez se také tyka mnoZzitelského materidlu z rostlin podle
vyndlezu, 2zv1lasté plodl, semen, hliz, podno%i, semenacki,

¥izkda, kalust, bun&Znych kultur a pod.

Také Zkrob ziskany z vy$e uvedenych transgennich rostlinnych
bun&k, rostlin nebo mnoZitelského materidlu, je predmétem

- p¥edkladaného vynélezu.
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Diky sni%eni aktivity alespoil jednoho proteinu podle vynale-
zu transgenni rostlinné builky nebo rostliny podle vynélezu
syntetizuji 8krob, ktery je ve srovnani se Skrobem synteti-
zovanym rostlinami divokého typu modifikovan nap¥. ve fyzi-
kadln&-chemickych vlastnostech, =2zv1ast& pokud Jjde o pomér
. amyléza/amylopektin, stupefi vétveni, prumérnou délku ZYetéz-
ce, obsah fosfatt, vytvareni Skrobového mazu (pastifikace),
. velikost a/nebo tvar Skrobovych zrn. Tento Zkrob je pripadné
modifikovan nap¥. vzhledem k viskozit& a/nebo vlastnostem
p¥i vytvareni gelu v lepidlech z tohoto gkrobu ve srovnani

se Skrobem ziskanym z rostlin divokého typu.

Ekroby podle vyndlezu mohou byt modifikovany zplisoby odbor-
nikovi znadmymi, pro potravinad¥stvi i v jinych oborech jsou
vhodné jak v modifikované podobé&, tak i nemodifikované.
Obecn& se mo¥nosti vyuZiti Skrobu mohou rozdé€lit do dvou
hlavnich oblasti. Jedna oblast .obsahuje hydrolyzované pro-
dukty 8krobu, v podstaté& glukdzové a glukanové slozky ziska-
né enzymatickymi nebo chemickymi procesy. Tytd sloZky se mo-
hou vyuzit jako vychozi material pro dal&i chemické modifi-
kace a procesy, jako je nap¥. fermentace. vaéto sbuvislosti
miZe byt duleZité, Ze proces hydrolyzy se da provést jedno-
dude a s nizkymi nédklady. V soulasné dobé ée provadi v pod-
stat® enzymaticky uZitim amyloglukosidazy. Lze uvazovat
' =0“tomTwéewnékiadywbywmohly=b?twsniEenymtimrﬁéerbyﬁseﬁuiiyalo,
mendi mno¥stvi enzymu pro hydrolyzu vzhledem ke zm&néné
struktu¥e &krobu, nap¥. zvétS8enému povrchu zrn, zlepdené
gt&pitelnosti diky slab8imu vétveni nebo sterické struktufte,
kterd omezuje p¥istup pouZitého enzymu.
Druhd oblast, kde se &krob u¥iva pro svou polymerni struktu-

ru je tzv. nativni 8krob, a to ve dvou dal8ich oblastech:
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1. PouZiti v potravind¥stvi

Skrob je klasické aditivum pro ruzné potravinové vyrobky,
kde v podstaté& slouZi k tomu, %e va¥e vodna aditiva a/nebo
zvySuje viskozitu nebo zvySuje vytvareni gelu. DuleZitymi
vlastnostmi jsou chovani p¥i tedeni a sorpci, teplota bobt-
nadni a pastifikace, viskozita a zahustovaci schopnost, roz-
pustnost 8Skrobu, transparence a struktura mazu, odolnost
k teplu, smyku a kyselinédm, tendence k retrogradaci, schop-
nost vytvareni filmu, odolnost k mrznuti/tini, stravitelnost
a také schopnost vytva¥et komplexy nap¥. s anorganickymi ne-
bo organickymi ionty.

Vyhodnou oblasti pou¥iti nativniho Skrobu je vyroba pediva

a téstovin.

2. PouZiti v jinych oblastech ne¥ potravina¥stvi

Druhou hlavni oblasti pouZiti Skrobu je u¥iti Skrobu jako
adjuvans v rlznych vyrobnich procesech nebo jako aditiva
v technickych vyrobcich. Hlavni oblasti pQuiiti Skrobu jako
adjuvans je papirenstvi a vyroba lepenky. V tomto oboru se
gkrob vyuZivd pro retenci (k zadrienivpgynych &astic), pro
kliééni mélych.vééstic a kliZeni vnit¥nich vrstev lepenky,
jako ztuZovaci latka a pro redydrataci. Krom& toho se Vyuzi-

vaji vyhodné vlastnosti &krobu s ohledem na tuhost, tvrdost,

lesk, hladkost, odstin, pohmat, pevnost v dotr¥eni a povr-

—. ...ChOVE Gpravy... —iccc e i e - e e e

2.1. Vyroba papiru a lepenky (karténu)

V procesu vyroby papiru lze odlifit &ty¥i oblasti pou¥iti,
vytva¥eni papirové plochy, povlékani, post¥ikovani a vlastni
celulézova hmota.

Pozadavky na 8krob z hlediska vytva¥eni papirové plochy jsou

‘nezbytn€ b&lost, odpovidajici viskozita, . vysokd  stabilita
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viskozity, dobré vytvareni tenké vrstvy (filmu) a také nizka
tvorba prachu. Pro pouZiti k povlékani hraje daleZitou zroli
obsah pevnych 1l4atek, viskozita,v vysokd vazebnd schopnost
a vysokd afinita k pigemntu. Pro aditiva do celulézové hmoty
Jsou dileZité vlastnosti rychld, uniformni a bezeztratova
disperze, vysokd mechanick& stabilita a Uplnd retence v ce-
lulézové hmoté& (papirovin&). PouZije-1i se Zkrob pro posti¥i-
kovani, je daleZity obsah pevnych latek, viskozita a vysokéa

vazebn& kapacita.

2.2. Vyroba lepidel
Hlavni oblasti pouZiti je vyroba lepidel, kde 1lze pouziti
rozdélit do C&ty¥ech oblasti: pouZiti &istého Skrobového le-
pidla, pouZiti ve Skrobovych lepidlech p¥ipravenych se spe-
cidlnimi chemickymi 1latkami, pouZiti &krobu jako aditiva
k syntetickym prysky¥icim a disperzim polymerd a pouZiti
Skrobl jako nastavovaciho plnidla pro syntetickd lepidla.
90 % vS8ech lepidel se Skrobovym zdkladem se u¥iva pro vyrobu
vlinité lepenky, papirovych sadkt a pytld, kompozitnich mate-
ridld z papiru a hliniku, krabic a také speciédlnich zvlh&o-
Hvéciéh‘lépidélrné obélky, znamky a pod.
2.3. Textilni primysl
Dal8i moZnosti vyuZiti Zkrobu jako adjuvans a aditiva je p¥i
.Vyrobé& .textilu.a.p¥i.-vyrobé- p#ipravkid -pro- ofet¥ovani - texti-
lu. V textilnim prumyslu lze pouZiti rozd&lit do ¢ty¥ech ob-
lasti: pouZiti Skrobu jako kli%idla, tj. jako adjuvans pro
hlazeni a od¥epikovdni a jako ochrana proti taZnym silam p¥i
spradani a také pro zvySeni odolnosti k od&ru p¥i sp¥adani,
jako ¢&inidlo pro zlepSeni kvality vldken zejména po kvalitu
poékdzujicinl oSet¥eni, jako je nap¥. b&leni nebo barveni,

- jako zahu3tovadla p¥i p#ipravé barevnych past k zabranéni
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diftGze barviva a jako aditiva k snovacimu &inidlu pro &ici

-nité.

2.4. Stavebnictvi

Ctvrtou oblasti vyu¥iti Skrobu je jeho pouZiti jako aditiva
ve stavebnich materidlech. Jednim p¥ikladem je vyroba sadro-
kartonovych desek, kde 8krob p¥imichny do ¥idké sadry vytva-
¥i s vodou maz, difunduje na povrch sadrové desky a tim vaze
karton k desce. Dal8im zpusobem vyuZiti je smichani se sad-
rou nebo miner&lnimi vldkny. V suché betonové sm&si se miZe

skrob pouZit pro zpomaleni kli%¥iciho procesu.

2.5. Stabilizace zeminy
Dadle je Zkrob vyhodny pro vyrobu prost¥edkt pro stabilizaci
zeminy pro do&asnou ochranu zemnich &&stic proti vod& p¥i

umé&lych pF¥esunech pidy. Podle soufasného stavu techniky

V.oboru se m& zato, Ze.kombinace produktéi obsahujicich Zkrob

levnéjsi.

a polymerové emulze md stejny vliv na redukci eroze a in-

krustace jako dosud uZivané materidly, avS8ak je podstatng&

2.6. PouZiti Skrobu v ochran& a ve vy%iv& rostlin
DalSi oblasti wvyuZiti je pouZiti Skrobu v prost¥edcich

ochrany rostlin pro modifikaci specifickych vlastnosti té&ch-

vosti prost¥edkd ochrany rostlin nebo hnojiv, pro davkované
uvoliiovani aktivni 1l&atky, pro konverzi kapalnych, t&kavych
a/nebo zapachajicich aktivnich 1latek do mikrokrystalické,
stabilni, deformovatelné latky, pro michadni nekompatibilnich

slouCenin a pro prodlouZeni trvani G&inku v disledku sniZeni

rozpadu.
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2.7. Farmaceuticky a kosmeticky primysl

Skrob se miZe pouZit také ve farmaceutickén1 a kosmetickém
priumyslu. Ve farmaceutické primyslu se miZe pouZit jako po-
jivo pro tablety nebo pro ¥ed&ni pojiva v kapslich. D&ale je
gkrob vhodny jako dezintegrant pro tablety, nebot po spolk-
nuti absorbuje tekutinu a po kratké dob& nabobtnad tolik, Ze
se uvolni aktivni 1l&tka. Z kvalitativnich d@vodd jsou medi-
cindlni masti a pudry dal%i oblasti pouZiti. V oblasti kos-
metiky se miuZe 8krob pouzit jako nosid aditiv k pudru, jako
jsou nap¥. vonné latky nebo kyseliny salicylova. Oblasti ex-

tenzivniho vyuZiti Skrobu jsou zubni pasty.

2.8. Skrob jako aditivum do uhli a briket

Lze také uvazovat o wvyuZiti &krobu jako aditiva do uhli
a briket. Pridavkem Skrobu se miZe uhli kvantitativn& aglo-
merovat a/nebo vytva¥et vysoce kvalitni brikety, p¥idemZ se
zabrani predasnému rozpadu briket. Obsahuje-1i uhli na gri-
lovani pfidavek Skrobu v rozmezi 4 aZ 6%, zvySi se kaloricka
vyh¥evnost o 0,1 a% 0,5 %. Krom& toho je 8krob vhodny jako
vazebné ¢inidlo, nebot p¥idavek ékrobu‘dovuhli a briket miZe

vyznamné redukovat emise toxickych léatek.

2.9. Zpracovani rudnych a uhelnych kalua

Dale se Skrob dé& pouZit jako flokula&ni &inidlo p¥i zpraco-

P -

2.10. Skrob jako aditivum p¥i odlévani

Dal8i oblasti vyuZiti Skrobu je pouZiti jako aditiva k mate-
ridlim pot¥ebnym p¥i odlévani. Pro rizné zplsoby odlévani se
vytvareji formy =z piskl smichanych se spojovacim agens.
V soulasnosti je nejbéZné&jsim spojovacim agens bentonit smi-

- chany s modifikovanymi Skroby, vétSinou bobtnavymi Skroby.

--=V&vani.-rudnych .a.uhelnych-kald. — = mmrmomme —on - D mme =
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Davodem pro p¥idavani Zkrobu je zvySeni odporu proti proudé&-
ni soufasné se zlepSenim spojovaci sily. AvSak bobtnavé
Skroby by splnily 1lépe poZadavky vyrobniho procesu, nap¥t.
pro svou rozpustnost ve studené vodé, schopnost rehydratace,

dobrou misitelnost s piskem a vysokou schopnost vazat vodu.

2.11. PouZiti Skrobu v gumirenském primyslu

V gumarenském primyslu se &Skrob mi¥e pouZit pro zlep&eni
technické a optické kvality. Divody jsou zlep3ni povrchového
lesku, pohmatu a vzhledu. Pro tento G&el je Ekrob dispergo-
van na lepkavém zgumovat&lém povrchu gumovych latek pred
vulkanizaci za studena. Skrob se mi¥%e také pouZit pro zlep-

Seni potiskovatelnosti gumy.

2.12. Vyroba ndhraZek kluZe
Dal8i oblasti vyuZiti modifikovaného Skrobu je vyroba nahra-

Zzek ktzZe.

2.13. Skrob v syntetickych polymerech

V oblasti plastt se objevuji‘nésledujici”moénqsti aplikace:
pouiit& préduk£ﬁ zé ékrdbu ve vyrobnim procesu (8krob je ja-
ko plnidlo, neni zde p¥im4& vazba mezi syntetickym polymerem
a §krobem), nebo integrace produktli pochézejicich ze &krobu

p¥imo do vyroby polymeru (8krob a polymer vytvareji stalou

e VAZDOW) e e e = mrmmam o e e s e s mr s i -

Pouziti 8krobu jako pouhého plnidla nemti¥e sout&¥it s jinymi
latkami jako nap¥. talkem. Situace je zcela odlisna, pokud
za¢nou plUsobit specifické vlastnosti &Zkrobu a profil vlast-

nosti vysledného produktu se jasn& zm&ni. P¥ikladem je pou-

INK

iti Skrobovych produktd ve zpracovani termoplastickych ma-

teridlt, jako je nap¥. polyetylén. Skrob a synteticky poly-

- mer se smichaji v pom&€ru 1:1 prost¥ednictvim koexprese, &im¥
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se vytvari tzv. hlavni varka (master batch), ze které se pak
vytvareji razné produkty zndmymi zplsoby pomoci granulované-
ho polyetylénu. Integrace 3Bkrobu do poyetylénovych film mi-
Ze zpusobit zvySenou propustnost pro latky v dutindch, zlep-
Senou propustnost pro vodni péaru, zlepSené antistatické

. a protiblokovaci vlastnosti, a také zlepSenou potiskovatel-
nost vodou feditelnymi barvami. ,

4 Dalgi moZnosti je pouZiti Zkrobu v polyuretanovych filmech.

Diky adaptaci derivatt &krobu a diky optimalizaci zpisobu
zpracovani, je moZné specificky ¥idit reakci mezi syntetic-
kymi polymery a hydroxylovymi skupinami &Skrobu. Vysledkem
jsou polyuretanové filmy, které diky Skrobu maji nédsledujici
vlastnosti: sniZeny koeficient teplotni rozpinavosti, snie-
né smrsStovani, zlepZené tlakové/tenzni vlastnosti, zvygenou
propustnost pro vodni paru bez ovlivné&ni jimavosti wvody,
sniZenou ho¥lavost a hustota trhlin, %&dny odpad ho¥lavych
Castic, . 24dné halogenidy a redukované starnuti. P¥etrvavaji-
cimi nedostatky jsou sniZend tlakovd a rézova pevnost.
Ale vyvoj vyroba filmd neni jedind mo¥nost. Také pevné plas-
tové vyrobky, jako nédoby, talifera Eglimky se mohou vyrab&t
S obsahém ékrbbu vyééih nez 50 %. Sm&si Skrob/polymer nabi-
zeji navic tu vyhodu, Ze jsou snadn€ji biodegradovatelné.

2 Krom& toho pro svou>extrémni schopnost véazat vodu s8krobové
nroubované" polymery jsou velmi vyznamné. To jsou takové
tetického monomeru naroubovaného podle principu radik&lového
Yet&zového mechanismu. Skrobové roubované polymery nyni do-
stupné maji zlepSenou schopnost vazat a udrfet vodu, a to a¥
1000 g vody na 1 g skrobu p¥i vysoké viskozit&. Tyto supe-
rabsorbujici latky se uZivaji hlavn& v oblésti hygieny v ta-
kovych vyrobcich jako jsou nap¥. pleny a povledeni, a také

- v zemé&délstvi, nap¥. pro peletizaci semen.

_ﬂfﬁwmn,wtmproduktyTWkteréwmajimpéteiézeﬁékrobumaapostrani«mfiiku=syn--~*~»-=
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Pro pouZiti nového &krobu modifikovaného technikami rekombi -
nantni DNA jsou rozhodujici na jedné stran& struktura, obsah
vody, obsah proteinu, obsah 1lipid%, obsah vldkniny, obsah
popelovin, obsah fosfatu, pom&r amyléza/amylopektin, distri-
buce relativni molekulové hmotnosti, stupeii v&tveni, veli-
kost a tvar zrna a krystalizace, a na druhé stran& vlastnos-
ti ovliviiujici nésledujici charakteristiky: tekutost a sorp-
¢ni vlastnosti, teplota pastifikace, viskozita a zahus&tovaci
schopnost, rozpustnost 8Skrobu, transparence a struktura ma-
zu, odolnost k teplu, smyku a kyselindm, tendence k retro-
gradaci, schopnost vytvéd¥eni gelu, odolnost k mrznuti/téani,
schopnost vytvaret komplexy, vazba jodu, filmotvornost, le-

pivost, enzymova stabilita, stravitelnost a reaktivita.

Priprava modifikovaného &krobu prost¥ednictvim genetickych
manipulaci s transgenni rostlinou mi¥e modifikovat vlastnos-
ti Skrobu takto ziskaného z rostlin takovym zplsobem, Ze ne-
vyzaduje dal$i modifikace chemickymi nebo fyzikdlnimi meto-
dami. Na druhé stran& Zkroby modifikované technikami rekom-
binantni DNA mohou byt jedt& dale modifikovany chemicky, coZ
'povedébk daléihﬁ Zleﬁéeni kvality bro uré¢ité vyse popsané
oblasti vyuZiti. Takové chemické modifikace jsou v podstaté
odbornikovi znémé..Jsou to zejméﬁa modifikace ziskané:

-plisobenim tepla

-oxidaci

-esterifikaci,

pricemZ tyto modifikace vedou k vytvat¥eni fosfatu, nitratu,
sulfatu, xanthétu, acetdtu a citratu Bkrobu. Pro esterifika-
ci se mohou uZit dal8i organické kyseliny.

-vytva¥enim étert Skrobu

w.—._.—pUsobenim_kyseliny . e .
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jako je nap¥. alkyléter Skrobu, O-allyléter Skrobu, hydoxy-
alkyléter a O-karboxymetyléter Skrobu, étery Skrobu obsahu-
jici dusik, fosfor anebo siru,

-vytva¥enim rozvétvenych Zkrobt

-vytvarenim Skrobovych roubovanych polymert (viz vyde).

Skroby podle p¥edkladaného vyndlezu se vyhodné& poZzivaji pro
vyrobu balicich materidl? a materi&ll pro jednordzové pouZi-

ti.

Pro expresi molekul nukleové kyseliny podle vynalezu, budto
vV sense nebo anti-sense orieﬁtaci, se tyto molekuly spoji
s reguladnimi prvky DNA, které zajisti transkripci v rost-
linné burice. Takové regula&ni prvky jsou zejména promotory.
Pro expresi se v podstaté miZe pouZit jakykoliv promotor ak-
tivni v rostlinné burice.
Promotor se vybere tak, Ze exprese probihd konstitutivné& ne-
bo jen v urCitém pletivu nebo jen v urd&itém okamZiku vyvoje
rostliny a nebo v okamZiku urdeném vn&jsimi okolnostmi.
Vzhledem k rostliné€ miZe byt promotor homologni nebQ hetero-
logni. Vhodné promotory pro konstitutivni expresi jsou nap¥.
- pbromotor 35S RNA z viru mozaiky tabdku (CMV) a ubichitinovy
promotor z kukufice. Pro expresi specifickou pro hlizy
brambor se miZe pouZit promotor B33 patatinového genu
- ——+—{ROcha-Sosa- et —al .-;- ~-EMBO~J+~=8;—1989, 23-29)+ P¥ikladem=pro-—-=- - = -
motoru, ktery zajistuje expresi pouze ve fotosynteticky ak-
tivnim pletivu je promotor ST-LS1 (Stockhaus et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84, 1987, 7943-7947, Stockhaus et al.,
EMBO J. 8, 1989, 2445-2451. Pro expresi specifickou pro en-
dosperm je vhodny promotorem promotor HMG z pSenice, promo-
tor USP, promotor fazeolinu nebo Jjsou vhodné promotory

zeinovych gend z kuku¥fice. Dale existuji terminadni sekven-




27

ce, které slouZi ke spravnému ukondeni transkripce a k tomu,
aby byla p¥iddna poly-A sekvence k transkriptu, kterad ho
stabilizuje. Takové prvky jsou popsany v literatuf¥e (viz na-
pPr. Gielen et al., EMBO J. 8, 1989, 23-29) a mohou byt na
p¥adni vymé&nény.

Pfedkladany vyndlez poskytuije molekuly.nukleové kyseliny ké-
dujici vyznamné typy syntdz Zkrobu z pSenice. To umoZHuje
identifikovat funkci té&chto izotypll v Dbiosyntéze &krobu
a také vytvaret geneticky modifikované rostliny, ve kterych
je aktivita alespofl jednoho z té&chto enzymd modifikovéana. To
vede k tomu, Ze takto modifikované rostliny syntetizuji
gkrob s modifikovanou strukturou a tudi¥ i s modifikovanymi
fyziké&lné-chemickymi vlastnostmi.

Molekuly nukleové kyseliny podle pr¥edklddaného vyndlezu se
mohou pouZit také k vytvo¥eni rostlin, ve kterych je aktivi-
ta alespoil jednoho enzymu podle vynédlezu budto sni¥ena nebo
zvySena a .soufasn& aktivity dal&ich enzymd Udlastnicich se

biosyntézy &krobu jsou modifikovany. Tudiz 1lze uvazovat

o vSech moZnych kombinacich a permutacich. Modifikaci akti-

vity jednoho nebo vice izotyph syntézy Skrobu v rostlinach

lze dos&hnout syntézy 8Skrobu s modifikovanou strukturou.
ZvySenim aktivity jednoho nebo vice izotypa syntdzy &Skrobu
v bufikdch pletiva ukladajiciho Skrob v transformovanych ros-

tlindch, jako je nap¥. endosperm p&enice nebo kukufice nebo

molekuly nukleové kyseliny kdédujici protein podle vynélezu,
nebo odpovidajici anti-sense konstrukty, mohou byt integro-
vany do rostlinnych buné&k, ve kterych je syntéza endogennich
proteind GBSSI, SSS nebo GBSSII ji¥ inhibovana prostfednic-
tvim anti-sense efektu nebo mutaci, nebo ve kterych je syn-
téza vétviciho enzymu inhibovana (viz napt¥. Nakamura et al.,

loc. cit.)

_M=hlizéchwbramborrﬁlzendoséhnoutquyéenfwv?nosﬁf=Tak=napff’**
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Ma-1i byt dosaZeno inhibice syntézy né&kolika syntdz Skrobu
v transformovanych rostlindch, mohou byt pro transformaci
pouZity molekuly DNA, které soulasn& obsahuji n&kolik oblas-
ti v anti-sense orientaci ¥izenych vhodnym promotorem a ké-
dujicich odpovidajici syntdzy Zkrobu. Takto mi¥e byt kaZda
sekvence Yizena svym vlastnim promotorem anebo mohou byt se-
kvence transkribovany jako fdze ze spole&ného promotoru. Po-
sledni alternativa bude obecn& vyhodn&d, nebot v tbmto p¥ipa-
dé by syntéza pr¥islusSnych proteind m&la byt inhibovana do
" p¥ibliZné stejné miry.

Krom& toho je moZné konstruovat molekuly DNA, které, nehled&
na sekvence DNA kdédujici syntézy Skrobu, obsahuji dal3i se-
kvence DNA kédujici dal8i proteiny zapojené do syntézy Skro-
bu nebo jeho modifikace. Takto mohou byt sekvence opé&t spo-
jeny do sérii a byt pY¥episovany ze spole&ného promotoru. Pro
jednotlivé kdédujici oblasti pouZ¥ivané v takovém konstruktu
jsou vySe uvedend fakta tykajici se tvorby anti-sense kon-
struktl také platnd. Neni Z&dny horni limit pro podet anti-
sense fragmentll prepisovanych z promotoru v takové molekule
- DNA. Avsak vysledny transkript by nem&l byt deldi neZ 10 kb,

vyhodné 5 kb.

Kédujici oblasti, které jsou 1lokalizované v anti-sense
orientaci za vhodnym promotorem v takovych molekuldch DNA

v kombinaci s dal8imi kédujicimi oblastmi, mohou pochézet ze

---=—sekvenci- DNA=kbédujicimi—nadsltedujici -proteiny-syntizy Skrobu

vadzané na zrna (GBSS I a II), dal3i rozpustné Skrobové syn-
tazy, vétvici enzymy, a S8tépici ,debranching“ enzymy
a ,disproportionizing™ enzymy a také fosforyldzy Skrobu.
Tento vy&et slouZi pouze jako ptiklad. PouZiti dal&ich se-

kvenci DNA v ramci takové kombinace také p¥ipadd v Gvahu.




29

Pomoci takovych konstrukt@i je moZné inhibovat v rostlinnych
butikdch transformovanych t&mito molekulami syntézu nékolika
enzymi soulasné&.

Krom& toho konstrukty mohou byt integrovany do klasickych
mutantd, které jsou defektni v jednom nebo vice genech bio-
syntézy S8krobu. Tyto defekty se mohou tykat nésledujiéich
proteind: syntdzy Skrobu vizané na zrna (GBSS I a II) a roz-
pustné syntdzy 8Skrobu (SSS I a II), v&tvici enzymy (BE I
a II), ,debranching“ enzymy (R-enzymy), ,disproportionizing™
enzymy a fosforylazy 8Skrobu. Tento vydet slouZi pouze jako
priklad.

Prost¥fednictvim této strategie je dile mo¥né inhibovat
v rostlinnych butikdch transformovanych t&mito molekulami nu-

kleové kyseliny syntézu n&kolika enzymi soudasné.

Pro integraci cizorodych genti do vyZ&ich rostlin je k dispo-
zici velky polet klonovacich vektort, které obsahuji repli-
ka¢ni signdl pro E. coli a genovy marker pro selekci trans-
formovanych bakteridlnich buné&k. Priklady takovych wvektora
jsou pBR322, vektory série puUC a série»M13mphrpACYC184 atd.
Poéadévané sekvencévmﬁie byt vloZena do vektoru ve vhodném
restrikénim mist&. Ziskany plazmid se pouzije pro transfor-
maci bunék E. coli. Transformované burtiky E. coli jsou pé&sto-
vény ve vhodném Zivném médiu a ndslednd sklizeny a lyzovéany
:4%Eaﬂztnichwje”ziskén=plazmidv=Jakowanaiytické«metodywpro=cha—
rakterizaci ziskané plazmidové DNA se obecnévpouiivaji re-
strik&ni analyza,. elektroforéza v gelu a dal3i biochemické
metody a metody’fnolekulérni biologie. Po kaZdé manipulaci
mi¥e byt plazmidovad DNA nastépena a ziskané fragmenty DNA
mohou byt spojeny s daldimi sekvencemi DNA. Ka%da plazmidové.
DNA miZe byt klonovéna do stejnych nebo jinych plazmidt. Pro

integraci DNA do rostlinnych hostitelskych bun&k je k dispo-
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zici celd Yada technik. Tyto techniky zahrnuji transformaci
rostlinnych bunék T-DNA za pouZiti Agrobacterium tumefaciens
nebo Agrobacterium rhizogenes jako prostfednika transforma-
ce, fazi protoplastt, injekci a elektroporaci DNA, integraci
DNA biolistickou hetodou (bombardovani mikrolasticemi), ja-
koZz i dalsi moZnosti.

V p¥ipadé injekce, biolistické metody a elektroporace DNA do
rostlinnych buné€k nejsou na pouZité plazmidy Z&adné specidlni
poZadavky. Mohou byt pouZity jednoduché plazmidy, jako deri-
vaty pUC. Ale v pt¥ipad&€, Z%e maji byt regenerovany =z bun&k
transformovanych takovym zplisobem celé rostliny, mé&l by byt
pritomen selektivni genovy marker.

V zavislosti na metodé integrace poZadovanych gent do ros-
tlinné butlky mohou byt nutné dal8i sekvence DNA. Je-li po-
uzit Ti-plazmid nebo Ri-plazmid, nap¥. pro transformaci
rostlinné butlky, mé&la by byt obvykle alespoil pravd hranice,
ale Castéji pravd i levd hranice Ti- a Ri-plazmidové T-DNA
spojena s cizorodym genem, ktery m& byt integrovan jako sou-

sedni oblast.

Pouzije-1li se pro transformaci Agrobacterium, mé&la by byt

DNA, kterd m& byt integrovéna, klonovdna do specidlnich
plazmidd, jmenovité& bud do intermedidtniho vektoru nebo do
bindrniho wvektoru. Kvali sekvennim homologiim k sekvencim

v T-DNA, mohou byt intermediadtni vektory integrovény do Ti-

-nebo--Ri-plazmidu -Agrobacterium—diky-—homelogni- rekombinaci- -

To také obsahuje oblast ,vir“ nutnou pro p¥enos T-DNA.
Intermedidtni vektory se nemohou replikovat v Agrobacterium.
Prostfedhictvim pomocného plazmidu miZe byt intermedidtni
vektor p¥enesen do Agrobacterium tumefaciens (konjugace) .
Bindrni vektory se mohou replikovat jak v E. coli, tak i
v Agrobacterium. Obsahuji selektivni genovy marker, jakoZ

i linker nebo polylinker, ktery je ordmovadn pravou a levou
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T-DNA hrani¢ni oblasti. Mohou byt transformovédny p¥imo do
Agrobacterium (Holsters et al., Mol. Gen. Genet., 163, 181-
187, 1978). Agrobacterium pusobici jako hostitelska buiika by
mé&lo obsahovat plazmid nesouci Usek ,vir“. Tento dsek ,vir®
je obvykle nezbytny pro p¥enos T-DNA do rostlinné buiiky. M-
Ze byt pritomna daldi T-DNA. Agrobacterium transformované
takovym zplsobem se pouZivéd pro transformaci rostlinnych bu-
nék. |

Pouziti T-DNA pro transformaci rostlinnych bun&k bylo inten-
zivné zkouméno a dostatedné& popsdno v EP 120 516 a dale je
popsali Hoekema: The Binary Plant Vector System, Offsetdruk-
kerij Kanters B.V., Alblasserdam, 1985, kapitola V, Fraley
et al., Crit. Rev. Plant. Sci., 4, 1-46 a An et al., EMBO
J., 4, 277-287, 1985.

Pro prendSeni DNA do rostlinnych bundk mohou byt rostlinné
explantdty vhodné kultivovéany spole&n& s Agrobacterium tume-
faciens nebo Agrobacterium rhizogenes. Z infikovaného rost-
linného materidlu (nap¥. kousky list®, segmenty stonku, ko-
Yeny, ale také protoplasty nebo rostlinné buiiky p&stované
v suspenzi) mohou byt poté regenerovény ‘celé rostliny ve
vhbdném Eivnéﬁ ﬁédiu; které mﬁié obsahovat antibiotika nebo
biocidni 1latky pro selekci transformovanych buné&k. Rostliny
ziskané timto'zpﬁsobem mohou byt poté vySet¥ovény na to, zda

je integrovan&d DNA pritomna nebo ne. DalZi moZnosti, jak in-

—=rtmine- = - Legrovat...cizorodou «=DNA --vyuZitim--biolistické.—metody—nebo—rm -

transformaci protoplastl jsou odbornikovi =zndmy (viz nap¥.
Willmitzer, L., 1993, Transgenic Plants. V: Biotechnology,
A Multi-Volume Comprehensive Treatise (H.J. Rehm, G. Reed,
A. Puhler, P. Stadler, edito¥i), dil, 2, 627-659, VCH Wein-
heim-New York-Basel-Cambridge) .
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Alternativni systémy pro transformaci jednodéloZnych rostlin
jsou transformace biolistickou metodou, elektricky nebo che-
micky vyvoland integrace DNA do protoplastti, elektroporace
Zastedn& permeabilizovanych bunék, makroinjekce DNA do kvé-
tu, mikroinjekce DNA do mikrospér a pro-embryi, integrace
DNA kli&icim pylem a integrace DNA bobtndnim embryii (viz
pfehled Potrykus, Physiol. Plant, 269-273, 1990).

Zatimco transformace dvoud&loZnych rostlin vektorovymi sy-
stémy zaloXenymi na Ti-plazmidu pomoci Agrobacterium tumefa-
ciens je dobtre zavedena metoda, nové&js8i studie naznacuji, :ze
transformace vektory zaloZenymi na Agrobacterium miZe byt
také pouZita v p¥ipadé jednod&€loZnych rostlin (Chan et al.,
Plant Mol. Biol., 22, 491-506, 1993, Hiei et al., Plant J.,
6, 271-282, 1994, Bytebier et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 84, 5345-5349, 1987, Raineri et al., Bio/Technology, 8,
33-38, 1990, Gould et al., Plant Physiol., 95, 426-434,
1991, Mooney et al., Plant, Cell Tiss. & Org. Cult., 25,
209-218, 1991, Li et al., Plant Mol. Biol., 20, 1037-1048,
1992).

T¥i z vySe uvedenych transformadnich systémi byly v minulos-
ti zavedeny pro rtzné druhy obiiovin;-élektroporéce rééfiin—
né tkané&, transformace protoplastd a p¥enos DNA bombardova-
nim mikro&isticemi v regenerativni tkéni a butikdch (viz p¥e-

hled Jahne et al., Euphytica 85, 35-44, 1995).

- V. odpovidajici.-literatu¥e.je-popsdno..nékolik..zplsobll  trans-... . ... ....-

formace pSenice (p¥ehled v Maheshwari et al., Critical Re-
views inhibice Plant Science, 14 (2), 149-178, 1995).

Hess et al. (Plant Sci, 72, 233, 1990) pouzivali makroinjek—
ci, aby dostali pyl a Agrobacterium blizko k sob&. Mobiliza-

ce plazmidu obsahujiciho gen nptII jako selektivni marker

byla prokdzana pomoci analyzy Southernovym p¥enosem a testem

NPTII. Transformanty utvo¥ily normalni fenotyp a byly fer-
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tilni. Rezistence na kanamycin mohla byt prokdzana ve dvou
po sobé& jdoucich generacich.

Prvni transgenni fertilni rostlina pSenice, kterd mohla byt
regenerovdna po bombardovédni mikroprojektily s navazanou
DNA, byla popséna Vasilem et al. (Bio/Technology, 10, 667-
674, 1992). Cilovou tkani pro bombardovani byla tkafiovd kul-

L

tura embryogenniho kalusu (kalus typu C). Jako selektivni

% genovy marker byl pouZit gen bar, kédujici fosfinotricinfos-
fotransferdzu, a tudiZ poskytujici rezistenci k herbicidu
fosfinotricinu.

Dal&i systém byl popsan Weeksem et al. (Plant Physiol., 102,

1077-1084, 1993), a také Beckerem et al. (Plant J., 5(2),

v 299-307, 1994). Jako cilovad tkdh pro transformaci DNA bylo

zde pouZito scutellum (pletivo &titku) nezralych embryi.

SR TR e
I3 i

V Gvodu in vitro fé&ze scutellum indukovalo somaticka embrya.

U&innost transformace je podstatné vy88i v systému vyvinutém

Beckerem et al. (loc. cit.), s 1 transgenni rostlinou na 83

émbryi druhu ,Florida“, ne? v systému zavedeném Weeksem et
al., s 1 a% 2 transgennimi rostlinami na 1000 embryi druhu

~Bobwhite™. - .
Systém vyvinuty Beckerem et al. (loc. cit.) tvo¥i zaklad pro
transformacni experimenty popsané v p¥ikladech.

Jakmile je jednou zavedend DNA integrovdna v genomu rostlin- .

né buiiky, je zde obvykle nadidle stabilni, a také ztstava

i[“"

i
L

lektivni marker, ktery transformovanym rostlinnym buiikam
proplijéuje rezistenci proti biocidni latce, jako je fosfino-
tricin, nebo proti antibiotiku, jako je kanamycin, G 418,
bleomycin nebo hygromycin atd. Individudlné vybrany marker
by mél proto umoZnit selekci transformovanych buné&k proti

burikdm postrddajicim integrovanou DNA.

u_potomkl..puvodné. .t ransformované—buiiky.--Obvykle obsahuje-se- -
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Transformované buriky rostou obvyklym zplsobem v rostlinach
(viz také McCormick et al., Plant Cell Reports, 5, 81-84,
1986) . Vysledné rostliny mohou byt péstovany obvyklym zptso-
bem a k¥iZeny s rostlinami majicimi stejny transformovany
geneticky zdklad nebo odlisny geneticky zé&klad. Vysledni hy-
bridni jedinci maji odpovidajici fenotypové vlastnosti.
Rostliny pak tvo¥i semena.

Mé&ly by se péstovat dvé& nebo vice generaci, aby bylo jisté,
zda se fenotypové vlastnosti stabilné udrzuji a =zda jsou
p¥endgeny. Krom& toho by se semena mé&la sbirat, aby bylo
jisté, Ze odpovidajici fenotyp nebo daldi vlastnosti zusta-

nou.

P¥iklady provedeni vyndlezu
V prikladech se pouZivaji nédsledujici metody:

1. Klonovani

Pro klonovadni v E. coli byl pouZzit vektor pBluescript

IT SK (Stratagene).

2. Bakteridlni kmeny

Pro vektor Bluescript a pro anti-sense konstrukty byl

Gaithersburgh, USA). Pro in vivo excisi byl pouzit kmen

E. coli XL1-Blue.
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3. Transformace nezralych embryi pSenice
PouZitd kultivadéni média
médium MS: 100 ml/l makrosoli (sm&s makroelementi)
1 ml/1 mikrosoli (sm&s mikroelementi)
2 ml/1 Fe/NaEDTA

30 g/1 sachardzy

(D. Becker a H. Ldérz, Plant Tissue Culture Manual, 1996,

Bl12: 1-20)

30: MS + 2,4-D (2 mg/l)

X

médium

médium &. 31: MS + 2,4-D (2 mg/l) + fosfinotricin (PPT,

aktivni sloZka herbicidu BASTA® (2mg/1))
médium &. 32: MS + 2,4-D (0,1 mg/l) + PPT (2 mg/l)
médium &. 39: MS + 2,4-D (2 mg/l)

+ ka%dy z 0,5 M manitol/sorbitol

Uvedend média byla upravena na hodnotu pH 5,6 pomoci KOH

[

a ztuZena pr¥idavkem 0,3 % Gelritu.

Zplisob pro transformaci nezralych embryi z pSenice byl vyvi-
nut a optimalizovan Beckerem a Ldrzem (D. Becker a H. LOrz,

Plant Tissue Culture Manual, 1996, Bl2: 1-20).

V pokusech popsanych ddle byl sledovan laboratorni protokol

stanoveny Beckerem a Ldrzem (loc. cit).
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Pro transformaci se odeberou klasy s obilkami ve vyvojovém
stadiu 12 aZ 14 dnl po anthesi a povrchové se sterilizuji.
Izolovand scutella jsou vysazena na indukdéni médium &. 30
tak, Ze osa embrya leZi &eln& k médiu.

Po 2 aZ 4 dnech predbé&Zné kultivace (26 °C, tma) jsou explan-
taty preneseny na médium &. 39 pro osmotickou'prekultivaci
(2-4 h, 26 °C, tma).

Pro biolistickou transformaci se pro kazZdy vyst¥el pouziva
29 png <¢astic zlata, na kterych precipitovalo 5 ug nebo 73 ng

cilové DNA. ProtoZe provadéné pokusy jsou kotransformace,

cilovd DNA skladajici se z cilového genu a genu pro marker

rezistence (gen bar), se do precipitacéni smési dava v poméru

1:1.

4. Znaceni fragment DNA pomoci DIG

Znac¢eni fragmentd DNA, které se pouZivaly jako sondy pro
testovani (screening), se dosahovalo specifickou PCR
(polymerdzovou reté&zovou reakci) prost¥ednictvim inkorporace

dUTP znacdenych DIG (digoxigeninem) (Boehringer Mannheim, Né&-

Priklad 1

Identifikace, izolace a charakterizace c¢DNA k&édujici roz-

_.pustnou..syntézu..8krobu._z _pSenice. (Triticum...aestivum _L.,..

cv. Florida)

Syntéza cDNA vychédzela z poly(A)'RNA p¥ibliZn& 21 dnt starych
pSenidénych obilek. V8echny pokusy dale zmifiované se provadé-
ly podle laboratorniho protokolu vyrobce (ZAP-cDNA Synthesis
Kit a ZAP-cDNA Gigapack II Gold Cloning Kit, Stratagene Gm-

~bH, Heidelberg).
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Po urCeni titru knihovny cDNA byl nalezen primdrni titr 1,25
x 10° pfu/ml. Testovani se provadélo pomoci fragmentu DNA
znac¢eného DIG. Takto byl jako sonda pouZ¥it fragment PCR zna-
Ceny DIG kdédujici <&&st fragmentu rozpustné syntdzy Skrobu
z ryze (Baba et al., loc.cit.). Oligonukleotidové primery
pouzivané pro PCR m&ly sekvence:

R;: ACA GGA TCC TGT GCT ATG CGG CGT GTG AAG (i. &. 3)

R,: TTG GGA TCC GCA ATG CCC ACA GCA TTT TTT TC (i. &. 4)

Pro testovéni bylo vyseto p¥ibli¥n& 5 x 10° pfu na misku
(15 em v pruméru). Byly vybrany pozitivni klony. Pomoci ex-
cize in vivo byly ziskadny vybrané klony ijako pBluescript
SK(-) fagemidy.

Po analyze klond pomoci minipreparace a po restrikci plazmi-

dové DNA byl déle zpracovavan klon TaSSS.

Priklad 2

Sekvencni analyza inzertu cDNA z plazmidu pTaSSS

Izolovala se plazmidova DNA klonu TaSSS a sekvence inzertu

cDNA se urdovala pomoci dideoxynukleotidové metody (Sanger
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 1977, 5463-5467).

Nejdfive se ur€ila C&&stefnd sekvence obsahujici nukleotidy

--186-.a%- 2239, - jak uvedeno~-v:--sekvenci-i.- -&—1;—kterd obsahova=- o=

la pridatny zbytek G na svém 5'-konci. Inzert klonu TaSSS je
dlouhy 2239 bp a tvo¥i tém&¥ plnou délku cDNA. Nukleotidova
sekvence je uvedena v sekvenci i. &. 1. Odpovidajici amino-

kyselinovad sekvence je uvedena jako sekvence i. &. 2. Pred-

vpoklédané St€pné misto signdlniho peptidu je lokalizovéano

mezi aminokyselinovymi =zbytky 33 a 34, jak je vyznaleno

v sekvenci i. &. 1.
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Sekvencni analyza a srovnadni s ji%¥ publikovanymi sekvencemi
ukazaly, Ze sekvence uvedend jako sekvence i. &. 1 je nova
a obsahuje tém&€¥ plnou délku kdédujici oblasti, kterd je ho-
mologni s rozpustnymi syntdzami Bkrobu z jinych organismi.
Pomoci C&astelné sekvence cDNA z TaSSS je mo¥né pro odbornika
z oboru molekuldrni biologie izolovat chyb&jici oblast
v 5'-oblasti a ziskat tak kompletni klon cDNA. Pro tento G&el
se 5'-oblast klonu TaSSS miZe pouZit jako sonda pro testovani
celé cDNA a kompletni klon mi¥e byt izolovdn =za pouZiti
standardnich metod prost¥ednictvim hybridizace. Na druhé
strané muiZe byt ziskan chyb&jici 5'-konec pou¥itim metody

«5'-Race™ (nap¥. od Boehringer Mannheim nebo jinych vyrobcu) .

Priklad 3

Produkce rostlinného transforma&niho vektoru pTaSSS-as

Aby se exprimovala antisense RNA k izolované cDNA ze psSeni-
ce, byl navrZen rostlinny transforma®ni vektor na bazi
pUC19, jako =zakladniho plazmidu, ve kterém je inzert cDNA
plazmidu pTaSSS spojen s fragmentevaNA v anti-sense orien-
taci, ‘kde je exprese regulovdna ubichitinovym promotorem.
Tento promotor se sklédé'z prvniho netranslatovaného exonu
a prvniho intronu genu pro ubichitin 1 z kukuFfice

(Christensen, A.H. et al., Plant Molecular Biology 18, 1992,

8T8 2689 ) e e e

Casti polylinkeru a NOS-termindtoru jsou ziskédny z plazmidu
PActl.cas (CAMBIA, TG 0063, Cambia, GPO Box 3200, Canberra
ACT 2601, Australie). Vektorové konstrukty s timto termini-
torem a konstrukty zaloZené na pActl.cas jsou popsany
Vv McElroy et al. (Molecular Breeding 1, 1995, 27-37). Pro
transformaci pSenice byl pouZit pTaSSS, jak jiZ bylo popsé-

no.
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Priklad 4
Identifikaée, izolace a charakterizace dalsi c¢DNA kdédujici

syntdzu 8krobu z pSenice (Triticum aestivum L., cv. Florida)

P¥i srovnani sekvenci doposud znadmych sekvenci kd&dujicich
rostlinné rozpustné syntédzy a syntédzy vézané na zrna bylo
zjevné, Ze mezi ruznymi proteiny existuji t¥i silné konzer-
vativni oblasti.

Aby se 1izolovaly rozpustné syntazy Skrobu z pSenice, byly
tyto t¥i oblasti vybrany pro p¥ipravu polyklondlnich pepti-
dovych protiléatek. Byly tudiZ vytvo¥eny t¥i syntetické poly-

peptidy s néasledujicimi aminokyselinovymi sekvencemi:

Peptid 1: NH,-PWSKTGGLGDVC-COOH (sekvence i. &. 7)
Peptid 2: NH,-PSRFEPCGLNQLY-COOH (sekvence i. &. 8)
Peptid 3: NH,-GTGGLRDTVENC-COOH (sekvence i. &. 9)

Tyto peptidy byly spojeny s nosifem KLH (homocyanin z p¥i-
lipky) a pak pouZity pro tvorbu polyklondlnich protilétek

v kradlicich (Eurogentec, Seraing, Belgie).

Nasledujici protilatky byly navrzZeny, jak uvadi p¥ehled:

anti-Ss1 polyklondlni protilatka proti peptidu 1

=.anti=882.- = .polyklondlni.protilatka proti peptidu-2 - - e

anti-SS3

polyklondlni protildtka proti peptidu 3.

Protilatky byly nésledné pouzity pro testovani knihovny cDNA
z pSenidnych obilek a vyhledavédni sekvence kédujici syntazy
Skrobu z pSenice. Pro tento Gdel byla pouZita expresni
knihovna cDNA vytvo¥end jak bylo popséno v p¥ikladu 1. Aby
se analyzovaly fagové plaky, byly plaky preneseny na nitro-
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celuldzové filtry, které byly p¥edem inkubovany v 10 mM roz-
toku IPTG po 30-60 minut a nasledn& usufeny na papiru What-
man. Pfenosvtrval 3 hodiny v 37 ° C. Poté se filtry inkubova-
ly v Dblokujicim roztoku 30 minut p¥i teplot& mistnosti
a dvakrat se promyly v pufru TBST 5-10 minut. Filtry se t¥e-
paly s polyklondlnimi protildtkami ve vhodném *ed&ni 1 hodi-
nu p¥i teploté& mistnosti nebo 16 hodin p¥i 4 °C. Identifikace
& plakd exprimujicich protein, které byly rozpoznany jednou
z protilatek, se provddéla pomoci soupravy Imun-Blot Assay
s kozim proti-krdli¢im IgG (Biorad) podle doporudeni vyxrob-
ce.
Klony faga z knihovny cDNA exprimujici protein, které byly
rozpoznany jednou z protilatek, byly déale purifikovany stan-
dardnimi metodami. Prost¥ednictvim metody excise in vivo
(Stratagene) se z pozitivnich fagovych klont vytvorily klony
E. coli, které obsahovaly dvojvlaknovy plazmid pBluescript
IT SK s odpovidajicim inzertem cDNA mezi misty polylinkeru
EcoRI a ZXhoI. Po zkontrolovdni velikosti a restrik&niho
vzorce inzertu byl vhodny kmen, tj. TaSS1, podroben sekvenc-

ni analyze.

Priklad 5

. Sekvencni analyza inzert® cDNA z plazmidu pTaSS1l

=t _Izolovala..se..plazmidovad-DNA—z-klonu -pTaSSl—-a-sekvence-inzer- -
tu cDNA se urcovala pomoci standardnich postupli pouZitim
dideoxynukleotidové metody (Sanger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 74, 1977, 5463-5467).

Nejd¥ive byla urdena &aste&nd sekvence obsahujici nukleotidy
1084 aZ 2825, jak je uvedeno v sekvenci i. &. 5. Inzert klo-

nu pTaSSl je dlouhy 2825 bp a tvo¥i kompletni cDNA. Nukleo-
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tidovad sekvence je uvedena v sekvenci i. &. 5. Odpovidajici
aminokyselinovd sekvence je uvedena jako sekvence i. &. 6.

SekvenZni analyza a srovndni s ji%¥ publikovanymi sekvencemi
ukazaly,

Ze sekvence zde uvedend jako sekvence i. &. 5 je

nova a obsahuje kdédujici oblast projevujici homologii se
syntadzami 8krobu z jingch organismti. P¥edpoklddi se, %e tato
cDNA kéduje protein, ktery mé& biologickou aktivitu syntazy
Skrobu vadzané na zrna.

Kromé toho diky homologiim se znadmymi obdobnymi sekvencemi
pro St&€pnéd mista signdlniho peptidu bylo zji&t&no, Ze pred-
pokladany signdlni tranzitni peptid je St&pen mezi pozicemi
57 a 58 nebo mezi pozicemi 60 a 61 v aminokyselinové sekven-
ci, jak je ukézéno v sekvenci i. &. 6.

P¥iklad 6

P¥iprava rostlinného transforma&niho vektoru pTaSSl-as
Aby se exprimovala &astefnad anti-sense RNA odpovidajici izo-

lované cDNA ze pSenice, byl vytvoYen rostlinny transformadni

vektor na bazi plazmidu pUC19. Rostlinny transformadni vek-
tor d&astedné€ obsahuje inzert cDNA plazmidu pTaSSl v anti-
sense orientaci._Exprese je regulovana ubichitinovym promo-
torem. Tento promotor se skladdd z prvniho netranslatovaného-
exonu a prvniho intronu genu pro ubichitin 1 =z kuku¥ice
675-689) .

Casti polylinkeru a NOS-termindtoru jsou ziskdny z plazmidu

pAct.cas (CAMBIA, TG 0063, Cambia, GPO Box 3200, Canberra

ACT 2601, Austrélie). Vektorové konstrukty s timto terminé—
torem a konstrukty =zaloZené na pActl.cas jsou popsény
Vv McElroy et al. (Molecular Breeding 1, 1995, 27-37).
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Pro transformaci pSenice byl pouZit pTaSSl-as, jak ji% bylo

popsano vyse.

P¥iklad 7
Komplementace mutanta E. coli s klonem cDNA, kterd kéduje

rozpustnou syntdzu Skrobu z pSenice

Enzymatickéd aktivita rozpustné syntdzy 8krobu kdédované cDNA
klonu TaSS (p¥iklad 2) se analyzovala komplementadnimi poku-
sy za pouziti mutanta E. coli Hfr G6MD2 (kmen M. Schwartz,
CGSC &. 5080, E. coli Genetic Stock Center, New Haven, USA)
jako hostitele pro genovou expresi. Mutant E. coli vykazuje
deleci operonu glg, kédujiciho bakteridlni ADP-glukézo-
pyrofosforylazu (glg C), glykogensyntetdzu (glg A) a vétvici
enzym (glg B). Tato mutace mad za nédsledek neschopnost synté-
zy glykogenu drahou Vychézejici z ADP-glukézy. Kromé toho
delece operonu mal A zabratiuje syntéze linedrnich a-1,4-
glukand enzymem amylomaltidzou (mal Q).

Funknost rozpustné syntédzy 3Bkrobu se testovala spolednou
transformaci plazmidld pTaSSSA188 a pACAg v mutantu G6MD2.
Plazmid pTaSSSA188 obsahuje nukleotidy 188-2239 se sekvence
cDNA o velikosti 2239 bp, kterd kéduje rozpustnou syntézu
g§krobu. cDNA je vloZena jako fragment EcoRI/XhoI do oblasti

polylinkeru vektoru pBluescript (Stratagene). To umoZfiuije,

-2e-N-koncové-&ast -a-peptidu-beta-galaktosidézy- kédovana vek-

torem je fdzovana v souladu s &tecim rémcem s &asti rozpust-
né syntézy Skrobu.

Usp&8na komplementace mutace - glykogensyntetéazy (glg A)
v G6MD2 je zdvisld na expresi aktivity ADP-glukézo-
pyrofosforyléazy, zodpovédné za z&dsobu ADP-glukdzy, substratu
pro syntézu o-1,4-glukant. TudiZ byl spoledn& transformovan

plazmid pACAG (Abel, G.J.W., Untersuchungen zur Funktion von
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Starke-Synthasen in der Kartoffel (Solanum tuberosum L.),
Dissertation, Freie Universitat Berlin, 1995) obsahujici ko-
dujici oblast 1lokusu glg C izolovanou z kmene E. coli LCB
618 (Baecker et al., J. Biol. Chem., 258, 5084-5088, 1983)
pod kontrolou promotoru lacZz. Kédovana ADP-glukdzo-
pyrofosforylazova aktivita je méné ovlivnéna aktivatorem
fruktbdzo-1,6-bisfosfiatem a inhibitorem AMP, coZ ma za nasle-
dek dostatecnou zasobu ADP-glukdzy.

Buriky spolecn€ transformované konstrukty pTaSSSA188 a pACAG
byly vysety na misky s LB-agarem doplnénym 1% glukdézou, 1 mM
IPTG a 50 pM kyselinou diaminopimelovou. Vysledné kolonie
byly obarveny jodovymi parami. Transformované bunlky G6MD2
vykazovaly modrou a svétle hnédavou barvu na rozdil od Zlu-
tavé barvy netransformovanych kolonii, coZ ukazuje, ze
exprimovany fazni protein mé&l ADP-glukdza:a-1,4-D-glukan
4—a—glukosYltransferézovou aktivitu.

Systém byl kontrolovan tim, Z%e bullky G6MD2 kotransformované
konstrukty pACAG a pEc5.3 byly barveny jodem. Plazmid pEc5.3
obsahuje gen glykogensyntazy (glg A) izolovany =z kmene
E. coli DH5a technologii PCR (Abel, G.J.W.,VUntersuchungen
zur Funktion von Starke-Synthasen in der Kartoffel (Solanum
tuberosum L.), Dissertation, Freie Universitat Berlin,
1995) . Transformované buliky vykazovaly tmavé modrou barvu po

obarveni jodem, coZ naznalovalo syntézu a-1,4-glukanu.
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SEZNAM SEKVENCT

(2)

CG ACG CAG

CCT
Pro

GCT

(1)

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 2239 parQ bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA k mRNA

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vi) PUVODNI ZDROJ:

(vii)

(ix)

(A) ORGANISMUS: Triticum aestivum L.
(B) KMEN: cv. Florida
(E) HAPLOTYP: ca. 21 d Caryopses

BEZPROSTREDNI ZDROJ: -
(A) KNIHOVNA: cDNA knihovna v pBluescript sk
(B) KLON: TaSSS

ZNAKY : ,
(A) JMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 3...2017

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S I. C. 1:

CcCT

CCG CCC CTG CCG GAC GCC GGC GTG GGG GAA CTC GCG CCC

1n Pro Pro Leu Pro Asp Ala Gly Val Gly Glu Leu Ala Pro

CTG
Leu

GCA
Ala

GCT
Ala

50

TAT

- 1 N -

CTC GAA GGG ATT GCT GAG GAT TCC ATC GAC AGC ATA ATT
Leu Glu Gly Ile Ala Glu Asp Ser Ile Asp Ser Ile Ile
20 25 30

AGT GAG CAG GAT TCT GAG ATC ATG GAT GCG AAT GAG CAA
Ser Glu Gln Asp Ser Glu Ile Met Asp Ala Asn Glu Gln
35 40 45

AAA GTT ACA CGT AGC ATC GTG TTT GTG ACT GGT GAA GCT
Lys Val Thr Arg Ser Ile Val Phe Val Thr Gly Glu Ala
55 ' 60

GCA AAG TCA GGG GGG TTG GGA GAT GTT TGT GGT TCG TTA

(-)

47

95

143

191

239




Ala Pro
65

CCA ATT
Pro Ile
80

AGA TAC
Arg Tyr

ACT GCG
Thr Ala

ACC TTT
Thr Phe

CAT CCG
His Pro
145

GCT TTT
Ala Phe
160

TGC GAG
Cys Glu

AAT TGC
Asn Cys

CTT CTT-

Leu Leu

AGC ACC
Ser Thr
225

..AGT_ACA

Ser Thr
240

GAA TGG
Glu Trp

GAG GCA
Glu Ala

GTG ACC
Val Thr

Tyr

GCT
Ala

TTA
Leu

AAG
Lys

TTT
Phe
130

TCA
Ser

GGT
Gly

GCC
Ala

ATG
Met

GCT
Ala
210

CTT
Leu

TAT ..

Tyr

GTA
Vval

GTT
Val

GTC
Val
290

Ala

CTT
Leu

Asn

CAC
His
115
CAT

His

TAT

GAT
Asp

CCA
Pro

TTT
Phe
195

Geca
Ala

GTT
Val

CCT.

Pro

TTT

Phe

AAC
Asn
275

AGT
Ser

Lys

GCT
Ala

GGG
Gly
100

ATT
Ile

GAG
Glu

CAC
His

AAT
Asn

CTA
Leu
180

GTT
Val

Lys

ATA
Ile

.GAT

Asp

cca
Pro
260

TTT
Phe

CAG
Gln

Ser Gly
70

GCT CGT
Ala Arg
85

TCC TCT
Ser Ser

AAG ATT
Lys Ile

TAT AGA
Tyr Arg

AGA CCA
Arg Pro
150

CAG TTC
Gln Phe
165

ATC CTT
Ile Leu

GTG AAC
vVal Asn

TAT AGA
Tyr Arg

CAT AAT
His Asn
230

_CTG_GGA
Leu Gly
245

GAA TGG
Glu Trp

TTG AAA
Leu Lys

GGT TAT
Gly Tyr

Gly Leu

GGT CAC
Gly His

GAT AAA
Asp Lys

CCA TGC
Pro Cys
120

GAC AAC
Asp Asn
135

GGA AGT
Gly Ser

AGA TAC
Arg Tyr

GAA TTG
Glu Leu

GAT TGG

Asp Trp
200

CCA TAC
Pro Tyr
215

TTA GCA
Leu Ala

Leu Pro

GCA AGG
Ala Arg

GGA GCA
Gly Ala
280

TCA TGG
Ser Trp
295

45

Gly Asp

CGA GTG
Arg Val
90

AAC TAT
Asn Tyr
105

TTT GGG
Phe Gly

GTC GAT
Val Asp

TTA TAT
Leu Tyr

ACA CTC
Thr Leu
170

GGA GGA
Gly Gly
185

CAT GCC
His Ala

GGT GTT
Gly Val

CAT CAG
His Gln

.ITTG_CCT_CCT_GAA

Pro Glu
250

AGG CAT
Arg His
265

GTT GTG
Val Val

GAG GTC
Glu Val

¢ Oveo
[ ¢ o

Val Cys
75

ATG GTT

Gly

GTA

Met Val Val

GCA AAG
Ala Lys

GGA TCA
Gly Ser

TGG GTG
Trp Val
140

GGA GAT
Gly Asp
155

CTT TGC
Leu Cys

TAT ATT
Tyr Ile

AGC CTT
Ser Leu

TAC AGA

Tyr Arg
220

GGT GTG
Gly Val
235

TGG_TAT._,
Trp Tyr

GCC CTT
Ala Leu

ACA GCA
Thr Ala

ACA ACT
Thr Thr
300

TAT
Tyr

TAT
Tyr

GTG
Val
205

GAT -

Asp

GAG
Glu

GGA
Gly

GAC
Asp

GAT
Asp
285

GCT
Ala

Ser

ATG
Met

TTA
Leu
110

GAA
Glu

GTC
Val

TTT
Phe

GCT
Ala

GGA
Gly
190

cCa

Pro

TCC
Ser

CcCT
Pro

.GCT.
Ala
Lys
270
CGG

Arg

GAA
Glu

Leu

CcCa
Pro
95

TAC
Tyr

GTG
Val

GAT
Asp

GGT
Gly

GCA
Ala
175

CAG
Gln

GTC
Val

CGC
Arg

GCA
Ala

JIIA .

Leu
255

GGT
Gly

ATT
Ile

GGT
Gly

287

335

383

431

479

527

575

623

-671

719

815

863

911




GGA
Gly

GGA
Gly
320

Lys

Lys

GAT
Asp

ATT
Ile

CAA
Gln
400

AGA

Arg

TTT
Phe

TTA
Leu

ACA
Thr

TTG
Leu

CAG
Gln
305

ATT
Ile

TGT
Cys

TGT
Cys

GTT
Val

GAT
Asp
385

TTT
Phe

TCT
Ser

AGT
Ser

ATG
Met

CAA
Gln

_465_

ACA

Thr

GGG
Gly

cca
Arg

GGC
Gly

GTA
Val

cre
Leu

Lys

cCT
Pro
370

CTC
Leu

GTC
val

ACC
Thr

GTT
Val

cCa
Pro
450

TAT
Tyr

GTC
Val

TGG
Trp

ACC
Thr

CTC
Leu

AAT
Asn

CCT
Pro

GCT
Ala

355

CTG
Leu

ATT
Ile

ATG
Met

GAG
Glu

cca
Pro
435

TCG
Ser

GGT
Gly

GAG
Glu

GCG
Ala

GCG
Ala
515

AAT
Asn

GGA
Gly

CAT
His
340

GAA
Glu

ATT
Ile

Lys

CTT
Leu

TCG
Ser
420

GTT
Val

AGA
Arg

ACA
Thr

ACC
Thr

TTC
Phe
500

ATG
Met

GAG CTC
Glu Leu
310

ATT GAC
Ile Asp
325

CAT TAT
His Tyr

TTG CAG
Leu Gln

GGC TTT
Gly Phe

ATG GCC
Met Ala
390

GGA TCT
Gly Ser
405

AGT TAC
Ser Tyr

TCC CAC
Ser His

TTT GAA
Phe Glu

GTT CCT
Vval Pro

I
i

TTC AAC
Phe Asn
485

TCA CCG

Ser Pro

TCG ACA
Ser Thr

470 . .

TTA
Leu

ATT
Ile

TCT
Ser

AAG
Lys

ATT
Ile
375

ATT
Ile

GGG
Gly

AAG
Lys

AGA
Arg

CTA
Leu

TTC
Phe

AGC
Ser

AAT
Asn

GTC
Val

GAG
Glu
- 360

GGA
Gly

cca
Pro

GAT
Asp

GAT
Asp

ATA
Ile

440

TGC
Cys

GTT
Val

TTT
Phe

ACC
Thr

AGG
Arg
520

46

TCC CGA
Ser Arg

GAT TGG

Asp Trp
330

GAT GAC
Asp Asp
345

TTG GGT
Leu Gly

AGA . CTG
Arg Leu

GAG CTC
Glu Leu

CCA ATT
Pro Ile
410

AAA TTC
Lys Phe
425

ACT GCA
Thr Ala

GGT CTT
Gly Leu

CAT GGa
His Gly

GGT GCA
Gly Ala
490.

GTG GAC
Val Asp
505

GAG CAC
Glu His

AAA AGT
Lys Ser
315

AAC CCC
Asn Pro

CTC TCT
Leu Ser

TTA CCT
Leu Pro

GAT TAC

Asp Tyr
380

ATG AGG
Met Arg
395

TTT GAA
Phe Glu

CGT GGA
Arg Gly

GGT TGC
Gly Cys

AAT CAG
Asn Gln
460

ACT GGG
Thr Gly

475 _ ..

AAA GGA
Lys Gly

AAG ATG
Lys Met

AAG CCG
Lys Pro

GTA
Val

ACC
Thr

GGA
Gly

GTA
Val
365

CAG
Gln

GAG
Glu

GGC
Gly

TGG
Trp

GAT
Asp
445

CTA
Leu

TTG
Leu

TCC
Ser
525

TTG
Leu

ACA
Thr

AAG
Lys
350

AGG
Arg

Lys

GAC
Asp

TGG
Trp

GTT
Val
430

ATA
Ile

TAT
Tyr

TGG

Trp
510

TGG
Trp

GGC
Gly

GTG
Val

ATG
Met
415

GGA
Gly

TTG
Leu

GCT
Ala

CGA
Arg

GGT
Gly
495

GCA
Ala

GAG
Glu

959

1007

1055

1103

1151

1199

1247

1295

1343

1391

1439

1487

1535

1583




A

GGG
Gly

cCcG
Pro

ACG
Thr
560

GCT
Ala

TGT
Cys

CTT
Leu

GTG
Val

GGA
Gly
640

CTC
Leu

CcTC
Leu

AGC
Ser
545

TCA
Ser

CTG
Leu

ACA
Thr

TGG
Trp

ACA
Thr
625

TGT
Cys

TCT
Ser

ATG
Met
530

AGT
Ser

TGT
cys

AAG
Lys

TTG
Leu

TTC
Phe
610

GCT
Ala

GCT
Ala

GTC
Val

AAG
Lys

ACG
Thr

AGA
Arg

ACA
Thr

CGT
Arg
595

GCC
Ala

TCG
Ser

GCA
Ala

CGT
Arg

CGA
Arg

AGC
Ser

CGG
Arg

TCC
Ser
580

TGT
cys

GGT
Gly

GGT
Gly

GGA
Gly

GTT
Val
660

GGC
Gly

AGA
Arg

GGA
Gly
565

TCT
Ser

ccT
Pro

TCG
Ser

GGA
Gly

TGG

Txp
645

ACA
Thr

ATG
Met

TCT
Ser
550

CTG
Leu

TCA
Ser

GCT
Ala

AGA
Arg

CGA
Arg
630

TTA

Leu

GCT
Ala

ACG
Thr
535

TCG.

Ser

GGG
Gly

TCC
Ser

ACA
Thr

ACA
Thr
615

CAG
Gln

ACA
Thr

GAA
Glu

Lys

AGT
Ser

AGG
Arg

TTC
Phe

GTA
Val
600

TAT
Tyr

TTA
Leu

GCA
Ala

ATC
Ile

47

GAC
Asp

GGG
Gly

TCC
Ser

cee
Arg
585

GAG
Glu

GAC
Asp

CAG
Gln

AAG
Lys

AGA
Arg
665

CAT
His

CCT
Pro

AAG
Lys
570

GGC
Gly

TCG
Ser

GGC
Gly

TTT
Phe

CAC
His
650

AAC
Asn

GCCTTAGTGA TTGTGAAGTT TGTTGCCTTC TGTGTATGTIT

ATATTTGACC TGTTGGAGAA TTTTATCTTT GCTGCTGTTT

GTTTCCTCCG ATTTCATTAA AAAAAAAANA AAARAAAAAA

(2)

ACG
Thr

TCG
Ser
555

TGC
Cys

cCG
Pro

CAA
Gln

TGT
cys

TGG

Trp
635

Ccac

His

CAA
Gln

TGG

Trp
540

TGG
Trp

GAG
Glu

GAA
Glu

TGC
Cys

GCT
Ala
620

GGA
Gly

TCA
Ser

CTG
Leu

GAC
Asp

ACC
Thr

TCT
Ser

GGA
Gly

GCC
Ala
605

GCT
Ala

ATA
Ile

GAT
Asp

GTG
Vval

CAT
His

AAC
Asn

CCT
Pro

TAC

Tyr
590

TGC
Cys

GCG
Ala

AGG
Arg

GGC
Gly

ACT
Thr
670

GCC
Ala

ccr
Pro

TCA
Ser
575

ccc
Pro

TTG
Leu

GCG
Ala

AAG
Lys

AGC
Ser
655

CTT
Leu

TA

GTCTTGTCCT TAGCTGACAA
TTTTTTAATC AAAAGAGGGG

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

(1)
(7)
(B)
(D)

(ii) TYP

DELKA :
TYP: aminokyselina
TOPOLOGIE: linearni

MOLEKULY: protein

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
671 aminokyselin

1631

1679

1727

1775

1823

1871

1919

1967

2017

2077

2137

2197
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S I. C. 2:

Thr Gln Pro Pro Leu Pro Asp Ala Gly Val Gly Glu Leu Ala Pro Asp
1 5 10 . 15

Leu Leu Leu Glu Gly Ile Ala Glu Asp Ser Ile Asp Ser Ile Ile Val
20 25 30

Ala Ala Ser Glu Gln Asp Ser Glu Ile Met Asp Ala Asn Glu Gln Pro
35 40 45

Gln Ala Lys Val Thr Arg Ser Ile Val Phe Val Thr Gly Glu Ala Ala
50 55 60 :

Pro Tyr Ala Lys Ser Gly Gly Leu Gly Asp Val Cys Gly Ser Leu Pro
65 70 75 80

Ile Ala Leu Ala Ala Arg Gly His Arg Val Met Val Val Met Pro Arg
85 90 95

Tyr Leu Asn Gly Ser Ser Asp Lys Asn Tyr Ala Lys Ala Leu Tyr Thr
100 105 110

Ala Lys His Ile Lys Ile Pro Cys Phe Gly Gly Ser His Glu Val Thr
115 120 125

Phe Phe His Glu Tyr Arg Asp Asn Val Asp Trp Val Phe Val Asp His
130 135 140

Pro Ser Tyr His Arg Pro Gly Ser Leu Tyr Gly Asp Asn Phe Gly Ala
145 150 155 160

Phe Gly Asp Asn Gln Phe Arg Tyr Thr Leu Leu Cys Tyr Ala Ala Cys
,165 v ;70 o 7 175

Glu Ala Pro Leu Ile Leu Glu Leu Gly Gly Tyr Ile Tyr Gly Gln Asn
180 185 190

Cys Met Phe Val Val Asn Asp Trp His Ala Ser Leu Val Pro Val Leu
195 200 205

Leu Ala Ala Lys Tyr Arg Pro Tyr Gly Val Tyr Arg Asp Ser Arg Ser

e T T G D g e e s i i 2 ) () s

Thr Leu Val Ile His Asn Leu Ala His Gln Gly Val Glu Pro Ala Ser
225 230 235 240

Thr Tyr Pro Asp Leu Gly Leu Pro Pro Glu Trp Tyr Gly Ala Leu Glu
245 250 255

Trp Val Phe Pro Glu Trp Ala Arg Arg His Ala Leu Asp Lys Gly Glu
260 265 270

Ala Val Asn Phe Leu Lys Gly Ala Val Val Thr Ala Asp Arg Ile Val
275 280 285

0




Thr

Gln

val
290

Gly

305

Ile
Cys
Cys
¢
val
Asp
385
Phe
Ser
Ser
Met
Gln
465

Thr

Gly

Ser
545

Ser

Leu

Val

Leu

Lys

Pro

370

Leu

Val

Thr

Val

Pro

450

Tyr

val

Trp

Thr

Met

530

Ser

Cys

Lys

Ser

Leu

Asn

Pro

Ala

355

Leu

Ile

Met

Glu

Pro

435

Ser

Gly

Glu

Ala

Ala

515

Lys

Thr

Arg

Thr

Gln

Asn

Gly

His

340

Glu

Ile

Lys

Leu

Ser

420

vVal

Arg

Thr

Thr

Phe

500

Met

Arg

Ser

Arg

Ser
580

Gly
Glu
Ile
325
His
Leu
Gly
Met
Gly
405
Ser
Ser
Phe
Val
fhe
485
Ser
Ser
Gly
Arg
Gly

565

Ser

Tyr

Leu

310

Asp

Tyr

Gln

Phe

Ala

390

Ser

Tyr

His

Glu

Pro

470

Asn

Pro

Thr

Met

Ser

550

Leu

Ser

Ser
295

Trp

Leu Ser

Ile Asn

Val

Ser

Glu
360

Lys

Ile
375

Gly
Ile Pro
Gly Asp
Lys Asp

Ile
440

Arg
Pro
455

Val val

‘Phe

Pfo

Leu Thr

49

Glu Val

Ser Arg
Asp Trp
330

Asp Asp
345

Leu Gly
Arg Leu
Glu Leu

Pro Ile
410

Lys Phe
425

Thr Ala
Gly Leu
His Gly
Gly Ala

490

Val Asp-
505

Thr

Lys

315

Asn

Leu

Leu

Asp

Met

395

Phe

Arg

Gly

Thr
475

Lys

Lys

Thr Ala
300

Ser Val
Pro Thr
Ser Gly
Pro Val

365

Tyr Gln
380

Arg Glu
Glu Gly
Gly Trp
Cys Asp

445
Gln Leu
460
Gly Gly

Gly Glu

Met Leu

Glu Gly Gly
Leu Asn Gly
320

Thr Asp Lys
335

Lys Ala Lys
350

Arg Glu Asp
Lys Gly Ile
Asp Val Gln

400

Trp Met Arg
415

Val Gly Phe
430

Ile Leu Leu
Tyr Ala Met
Leu Arg Asp

480

Glu Gly Thr
495

Trp Ala Leu
510

Phe Arg Glu His Lys Pro Ser Trp Glu Gly

520

525

Thr Lys Asp His Thr Trp Asp His Ala Pro

535

Ser Ser Gly Pro Ser

555

Gly Arg Ser Lys Cys

570

Ser Phe Arg Gly Pro

585

540

Trp Thr

Glu Ser

Glu Gly

Asn Pro Thr
560

Pro Ser Ala
575

Tyr Pro Cys
590
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Thr Leu Arg Cys Pro Ala Thr Val Glu Ser Gln Cys Ala Cys Leu Leu
595 600 605

Trp Phe Ala Gly Ser Arg Thr Tyr Asp Gly Cys Ala Ala Ala Ala Val
610 615 620

Thr Ala Ser Gly Gly Arg Gln Leu Gln Phe Trp Gly Ile Arg Lys Gly
625 630 635 640

Cys Ala Ala Gly Trp Leu Thr Ala Lys
645

His Ser Asp Gly Ser Leu
655

o m
Ul He
o n

Ser Val Arg Val Thr Ala Glu Ile Arg Asn Gln Leu Val Thr Leu
660 665 670

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: jinéd nukleovd kyselina
(A) POPIS: /popis = ,oligonukleotid™

(iii) HYPOTETICKA: ano
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S I. C. 3:

ACAGGATCCT GTGCTATGCG GCGTGTGAAG 30

5

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:
e
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 32 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: jin& nukleové& kyselina
() POPIS: /popis = ,oligonukleotid™

(iii) HYPOTETICKA: ano
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(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S I. C. 4:

TTGGGATCCG CAATGCCCAC AGCATTTTTT TC : 32

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 2825 paru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA k mRNA

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vi) POVODNI ZDROJ:
(A) .ORGANISMUS: Triticum aestivum L.
(B) KMEN: cv. Florida
(E) HAPLOTYP: ca. 21 d Caryopses

(vii) BEZPROSTREDNI ZDROJ:
(A) KNIHOVNA: cDNA knihovna v pBluescript.sk (-)
(B) KLON: pTASS1

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 162...2559

(x1i) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S I. . 5:

CTTCGGCCTG ACCCCGTTCG TTTACCCCCA CACAGAGCAC ACTCCAGTCC AGTCCAGCCC 60
ACTGCCACCG CGCTACTCTC CACTCCCACT GCCACCACCT CCGCCTGCGC CGCGCTCTGG 120
GCGGACCAAC CCGCGAACCG TACCATCTCC CGCCCCGATC C ATG TCG TCG GCG 173

Met Ser Ser Ala
675




7B

L ]
LA AR L] L3N J et L] .0

GTC GCG TCC GCC GCA TCC TTC CTC GCG CTC GCG TCA GCC TCC CCC GGG 221
val Ala Ser Ala Ala Ser Phe Leu Ala Leu Ala Ser Ala Ser Pro Gly
680 685 690
AGA TCA CGC AGG CGG GCG AGG GTG AGC GCG CAG CCA CCC CAC GCC GGG 269
Arg Ser Arg Arg Arg Ala Arg Val Ser Ala Gln Pro Pro His Ala Gly
695 700 705
GCC GGC AGG TTG CAC TGG CCG CCG TGG CCG CCG CAG CGC ACG GCT CGC 317
ala Gly Arg Leu His Trp Pro Pro Trp Pro Pro Gln Arg Thr Ala Arg
* 710 715 720
GAC GGA GCT GTG GCG GCG CTC GCC GCC GGG AAG AAG GAC GCG GGG ATC 365
* Asp Gly Ala Val Ala Ala Leu Ala Ala Gly Lys Lys Asp Ala Gly Ile
725 730 735
GAC GAC GCC GCC GCG TCC GTG AGG CAG CCC CGC GCA CTC CGC GGT GGC 413
Asp Asp Ala Ala Ala Ser Val Arg Gln Pro Arg Ala Leu Arg Gly Gly
740 745 750 755
GCC GCC ACC AAG GTC GCG GAG CGA AGG GAT CCC GTC AAG ACG CTC GAC 461
Ala Ala Thr Lys Val Ala Glu Arg Arg Asp Pro Val Lys Thr Leu Asp
760 765 770
CGC GAC GCC GCG GAA GGC GGC GGG CCG TCC CCG CCG GCA GCG AGG CAG 509
Arg Asp Ala Ala Glu Gly Gly Gly Pro Ser Pro Pro Ala Ala Arg Gln
775 780 785
GAC GCC GCC CGT CCG CCG AGT ATG AAC GGC ATG CCG GTG AAC GGC GAG 557
Asp Ala Ala Arg Pro Pro Ser Met Asn Gly Met Pro Val Asn Gly Glu
790 795 800
AAC AAA TCT ACC GGC GGC GGC GGC GCG ACT AAA GAC AGC GGG CTG CCC 605
Asn Lys Ser Thr Gly Gly Gly Gly Ala Thr Lys Asp Ser Gly Leu Pro
805 810 815
ACG CCC GCA CGC GCG CCC CAT CCG TCG ACC CAG AAC AGA GCA CCG GTG 653
Thr Pro Ala Arg Ala Pro His Pro Ser Thr Gln Asn Arg Ala Pro Val
820 ' 825 830 835
ko AAC GGT GAA AAC AAA GCT AAC GTC GCC TCG CCG CCG ACG AGC ATA GCC 701
Asn Gly Glu Asn Lys Ala Asn Val Ala Ser Pro Pro Thr Ser Ile Ala
840 : 845 850
a—iz ‘5— e e i e e, e s - S oIS —TmIERRTTRESE CRAE TEES L = o.m e ——— E— . ¢ mgammEn sEm e = e+ megipime S e
GAG GCC GCG GCT TCG GAT TCC GCA GCT ACC ATT TCC ATC AGC GAC AAG 749
Glu Ala Ala Ala Ser Asp Ser Ala Ala Thr Ile Ser Ile Ser Asp Lys
855 - 860 865
GCG CCG GAG TCC GTT GTC CCA GCT GAG AAG ACG CCG CCG TCG TCC GGC 797
Ala Pro Glu Ser Val Val Pro Ala Glu Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly
870 *. 875 880
TCA AAT TTC GAG TCC TCG GCC TCT GCT CCC GGG TCT GAC ACT GTC AGC 845

Ser Asn Phe Glu Ser Ser Ala Ser Ala Pro Gly Ser Asp Thr Val Ser
885 890 895




GAC
Asp
900

ccAa
Pro

GAC
Asp

GCC
Ala

CAC
His

Asn
980

GGT
Gly

GGA
Gly

GCC
Ala

ATG
Met

TTC
Phe
1060

GTG
Val

AAG
Lys

CTT
Leu

AAG
Lys

CAC
His
965

GTG
val

CTG
Leu

CAT
His

TAC
Tyr

GAA
Glu
1045

ATT
Ile

GAA
Glu

cca
Pro

TGG
Trp

GAT
Asp
950

CAG
Gln

GTC
val

GGA
Gly

CGT
Arg

GAT
Asp
1030

GTG
Val

GAC
Asp

GGC AGC AGA

Gly

GCT
Ala

GAT
Asp

Ser

GTT
Val

GGA
Gly

Arg

GAG
Glu

CAA
Gln

AAG
Lys

GAT
Asp
935

GAT
Asp

AAT
Asn

GTC
Val

GAT
Asp

GTT
Val
1015

GTC
Val

AAT
Asn

GCT
Ala

CAG
Gln

GTT
val
1095

GAA CTG AAG
Glu Leu Lys
905

GCT CTT TCG
Ala Leu Ser
920

TTC AAG AAA
Phe Lys Lys

GGC CGG GCT
Gly Arg 2la

CAC GAC TCC
His Asp Ser
970

GTG GCT GCT
Vval Ala Ala
985

GTT GCG GGT
Val Ala Gly
1000

ATG GTT GTG
Met Val Val

GGA GTC CGA
Gly Val Arg

TAT TTC CAT
Tyr Phe His

1050

CCT CTC TTC
Pro Leu Phe
1065

GAA ATT ATG

Glu Ile Met
1080

CCA TGG CAC
Pro Trp His

AAT CTG GTG TTT ATT
aAsn Leu Val Phe Ile

1110

AAG
Lys

CCG
Pro

TAC
Tyr

GTC
Val
955

GGA
Gly

GAG
Glu

GCT
Ala

GTA
Val

AAA
Lys
1035

GCT
Ala

CGA
Arg

“NAG

Lys

GTT
val

GCA
Ala
1115
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GGT
Gly

CCT
Pro

ATT
Ile
24¢C

GCA
Ala

CCT
Pro

TGT
cys

CTG
Leu

CCA
Pro
1020

TAC
Tyxr

TAT
Tyr

CAC
His

CcGC
Arg

CCA

GCG
Ala

GCA
Ala
925

GGT
Gly

GAT
AsSp

TTG
Leu

TCT
Ser

ccce
Pro

GTC
Val
910

GCC
Ala

TTC
Phe

GAT
Asp

GCA
Ala

cce
Pro
990

AAG
Lys

1005

AGG
Arg

TAC
Tyr

ATC
Ile

CGT
Arg

ATG

Met

TAT
Tyr

AAG
Lys

GAT
Asp

CAG
Gln
1070

ATT
Ile

1085

TGC

GGC

Pro Cys Gly

1100

AAT GAT TGG
Asn Asp Trp

GTT
Val

ccc
Pro

GAG
Glu

GCG
Ala

GGG
Gly
975

TGG
Trp

GCT
Ala

GGG
Gly

GCT
Ala

GGA
Gly

GTC
Vval

GCT
Ala

GAG
Glu

GGC
Gly
960

GAG
Glu

TGC
cys

TTG
Leu

GAC
Asp

GCT
Ala
1040

GTIT

Val

1055

GAA
Glu

TTG

Leu

GGT
Gly

GAC
Asp

“TTC

Phe

GTC
Val

GAA
Glu

GTA
Val

ccce
Pro
945

TCC
Ser

AAT
Asn

Lys

GCA
Ala

TAT
Tyr

GAA GCT
Glu Ala
915

CAA GAA
Gln Glu
930

GTG GAG
Val Glu

TTT GAA
Phe Glu

GTC ATG
Val Met

ACA GGT
Thr Gly
995

AAG AGA
Lys Arg
1010

GAA GAA
Glu Glu

1025

GGA
Gly

GAT
Asp

ATT
Ile

TGC

cys

CCT
Pro

CAG GAT
Gln Asp

TTT GTG
Phe Val

TAT GGG

Tyr Gly
1075

AAG GCC

Lys Ala
1090

TAT GGG
Tyr Gly

1105

CAC ACG GCA CTC CTG
His Thr Ala Leu Leu

1120

893

941

989

1037

1085

1133

1181

1229

1277

1325

1373

S T1421

1469

1517
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CCT GTC TAT CTG AAA GCA TAT TAC AGG GAC CAT GGT TTG ATG CAG TAC 1565
Pro Val Tyr Leu Lys Ala Tyr Tyr Arg Asp His Gly Leu Met Gln Tyr
1125 1130 1135
ACT CGG TCC ATT ATG GTG ATA CAT AAC ATC GCT CAC CAG GGC CGT GGC 1613
Thr Arg Ser Ile Met Val Ile His Asn Ile Ala His Gln Gly Arg Gly
1140 1145 1150 1155
CCT GTA GAT GAA TTC CCG TTC ACC GAG TTG CCT GAG CAC TAC CTG GAA 1661
Pro Val Asp Glu Phe Pro Phe Thr Glu Leu Pro Glu His Tyr Leu Glu
11690 1165 1170
CAC TTC AGA CTG TAC GAC CCC GTG GGT GGT GAA CAC GCC AAC TAC TTC 1709
His Phe Arg Leu Tyr Asp Pro Val Gly Gly Glu His Ala Asn Tyr Phe
1175 1180 1185
GCC GCC GGC CTG AAG ATG GCG GAC CAG GTT GTC GTG GTG AGC CCC >GGG 1757
Ala Ala Gly Leu Lys Met Ala Asp Gln Val Val Val Val Sexr Pro Gly
1190 1195 1200
TAC CTG TGG GAG CTG AAG ACG GTG GAG GGC GGC TGG GGG CTT CAC GAC 1805
‘Tyr Leu Trp Glu Leu Lys Thr Val Glu Gly Gly Trp Gly Leu His Asp
1205 1210 1215
ATC ATA CGG CAG AAC GAC TGG AAG ACC CGC GGC ATC GTC AAC GGC ATC 1853
Ile Ile Arg Gln Asn Asp Trp Lys Thr Arg Gly Ile Val Asn Gly Ile
1220 1225 1230 1235
GAC AAC ATG GAG TGG AAC CCC GAG GTG GAC GCC CAC CTC AAG TCG GAC 1901
Asp Asn Met Glu Trp Asn Pro Glu Val Asp Ala His Leu Lys Ser Asp
1240 1245 1250
GGC TAC ACC AAC TTC TCC CTG AGG ACG CTG GAC TCC GGC AAG CGG CAG 1949
Gly Tyr Thr Asn Phe Ser Leu Arg Thr Leu Asp Ser Gly Lys Arg Gln
1255 1260 1265
TGC AAG GAG GCC CTG CAG CGC GAG CTG GGC CTG CAG GTC CGC Gécvéﬁc 1997
Cys Lys Glu Ala Leu Gln Arg Glu Leu Gly Leu Gln Val Arg Ala Asp
1270 1275 1280
GTG CCG CTG CTC GGC TTC ATC GGC CGC CTG GAC GGG CAG AAG GGC GTG 2045
Val Pro Leu Leu Gly Phe Ile Gly Arg Leu Asp Gly Gln Lys Gly Val
1285 1290 1295
" GAG ATC ATC GCG GAC GCC ATG CCC TGG ATC GTG AGC CAG GAC GIG CAG™ 2093
Glu Ile Ile Ala Asp Ala Met Pro Trp Ile Val Ser Gln Asp Val Gln
1300 1305 1310 1315
'CTG GTG ATG CTG GGC ACC GGG CGC CAC GAC CTG GAG AGC ATG CTG CAG 2141
Leu Val Met Leu Gly Thr Gly Arg His Asp Leu Glu Ser Met Leu Gln
. 1320 1325 1330
CAC TTC GAG CGG GAG CAC CAC GAC AAG GTG CGC GGG TGG GTG GGG TTIC 2189
His Phe Glu Arg Glu His His Asp Lys Val Arg Gly Trp Val Gly Phe
1335 1340 1345
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TCC GTG CGC CTG GCG CAC CGG ATC ACG GCG GGG GCG GAC GCG CTC CTC
Ser Val Arg Leu Ala His Arg Ile Thr Ala Gly Ala Asp Ala Leu Leu
1350 1355 1360

ATG CCC TCC CGG TTC GAG CCG TGC GGG CTG AAC CAG CTC TAC GCC ATG
Met Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu Asn Gln Leu Tyr Ala Met
1365 1370 1375

GCC TAC GGC ACC GTC CCC GTC GTG CAC GCC GTC GGC GGC CTC AGG GAC
Ala Tyr Gly Thr Val Pro Val Val His Ala Val Gly Gly Leu Arg Asp
1380 1385 1350 1385

ACC GTG CCG CCG TTC GAC CCC TTC AAC CAC TCC GGG CTC GGG TGG ACG
Thr Val Pro Pro Phe Asp Pro Phe Asn His Ser Gly Leu Gly Trp Thr
1400 1405 1410

TTC GAC CGC GCC GAG GCG CAC AAG CTG ATC GAG GCG CTC GGG CAC TGC
Phe Asp Arg Ala Glu Ala His Lys Leu Ile Glu Ala Leu Gly His Cys
1415 1420 1425

CTC CGC ACC TAC CGA GAC TTC AAG GAG AGC TGG AGG GCC CTC CAG GAG
Leu Arg Thr Tyr Arg Asp Phe Lys Glu Ser Trp Arg Ala Leu Gln Glu
1430 1435 1440

CGC GGC ATG TCG CAG GAC TTC AGC TGG GAG CAC GCC GCC AAG CTC TAC

Arg Gly Met Ser Gln Asp Phe Ser Trp Glu His Ala Ala Lys Leu Tyr
1445 1450 1455

GAG GAC GTC CTC GTC AAG GCC AAG TAC CAG TGG T GAACGCTAGC

Glu Asp Val Leu Val Lys Ala Lys Tyr Gln Trp

1460 1465 1470

TGCTAGCCGC TCCAGCCCCG CATGCGTGCA TGACAGGATG GAACTGCATT GCGCACGCAG

GAAAGTGCCA TGGAGCGCCG GCATCCGCGA AGTACAGTGA CATGAGGTGT GTGTGGTTGA

GACGCTGATT CCAATCCGGC CCGTAGCAGA GTAGAGCGGA GGTATATGGG AATCTTAACT

TGGTATTGTA ATTTGTTATG TTGTGTGCAT TATTACAATG TTGTTACTTA TTCTTGTTAA

AAAAAAAAAA AAAAAA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 799 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

2237

2285

2333

2381

2429

2477

2525

2569

2629

2689

2749

2809

2825




56

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S I. ¢. 6:
Met Ser Ser Ala Val Ala Ser Ala Ala Ser Phe Leu Ala Leu Ala Ser
1 5 10 15

Ala Ser Pro Gly Arg Ser Arg Arg Arg Ala Arg Val Ser Ala Gln Pro
20 25 30

Pro His Ala Gly Ala Gly Arg Leu His Trp Pro Pro Trp Pro Pro Gln
35 40 45

Arg Thr Ala Arg Asp Gly Ala Val Ala Ala Leu Ala Ala Gly Lys Lys
50 55 60

Asp Ala Gly Ile Asp Asp Ala Ala Ala Ser Val Arg Gln Pro Arg Ala
65 70 75 80

Leu Arg Gly Gly Ala Ala Thr Lys Val Ala Glu Arg Arg Asp Pro val
85 90 95

Lys Thr Leu Asp Arg Asp Ala Ala Glu Gly Gly Gly Pro Ser Pro Pro
100 105 110

Ala Ala Arg Gln Asp Ala Ala Arg Pro Pro Ser Met Asn Gly Met Pro
115 120 125

Val Asn Gly Glu Asn Lys Ser Thr Gly Gly Gly Gly Ala Thr Lys Asp
130 135 140

Ser Gly Leu Pro Thr Pro Ala Arg Ala Pro His Pro Ser Thr Gln Asn
145 150 155 160

Arg Ala Pro Val Asn Gly Glu Asn Lys Ala Asn Val Ala Ser Pro Pro
165 170 _ 175

Thr Ser Ile Ala Glu Ala Ala Ala Ser Asp Ser Ala Ala Thr Ile Ser
180 185 190

Ile Ser Asﬁ Lys Ala Pro Glu Ser Val Val Pro Ala Glu Lys Thr Pro
195 200 . 205

Pro Ser Ser Gly Ser Asn Phe Glu Ser Ser Ala Ser Ala Pro Gly Ser
SSURVRRSEDR N %, f o JR SRR J; - J —220..

Asp Thr Val Ser Asp Val Glu Gln Glu Leu Lys Lys Gly Ala Val Val
225 230 235 240

vVal Glu Glu Ala Pro Lys Pro Lys Ala Leu Ser Pro Pro Ala Ala Pro
' 245 250 255

Ala Val Gln Giu Asp Leu Trp Asp Phe Lys Lys Tyr Ile Gly Phe Glu
260 265 270

Glu Pro Val Glu Ala Lys Asp Asp Gly Arg Ala Val Ala Asp Asp Ala
275 280 ' 285
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Gly Ser Phe Glu His His Gln Asn His Asp Ser Gly Pro Leu Ala Gly
290 295 300

Glu Asn Val Met Asn Val Val Val Val Ala Ala Glu Cys Ser Pro Trp
305 310 315 320

Cys Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Ala Gly Ala Leu Pro Lys Ala
325 330 335

, Leu 2Ala Lys Arg Gly His Arg Val Met Val Val Val Pro Arg Tyr Gly
= 340 345 350

Asp Tyr Glu Glu Ala Tyr Asp Val Gly Val Arg Lys Tyr Tyr Lys Ala
¥ 355 360 365

aAla Gly Gln Asp Met Glu Val Asn Tyr Phe His Ala Tyr Ile Asp Gly
370 375 380

Val Asp Phe Val Phe Ile Asp Ala Pro Leu Phe Arg His Arg Gln Glu
385 390 395 400

Asp Ile Tyr Gly Gly Ser Arg Gln Glu Ile Met Lys Arg Met Ile Leu
405 410 415

Phe Cys Lys Ala Ala Val Glu Val Pro Trp His Val Pro Cys Gly Gly
420 425 430

Val Pro Tyr Gly Asp Gly Asn Leu Val Phe Ile Ala Asn Asp Trp His
435 440 445

Thr Ala Leu Leu Pro Val Tyr Leu Lys Ala Tyr Tyr Arg Asp His Gly
450 455 460

Leu Met Gln Tyr Thr Arg Ser Ile Met Val Ile His Asn Ile Ala His
465 470 475 480

Gln Gly Arg Gly Pro Val Asp Glu Phe Pro Phe Thr Glu Leu Pro Glu
485 490 495

His Tyr Leu Glu His Phe Arg Leu Tyr Asp Pro Val Gly Gly Glu His
b 500 505 510

Ala Asn Tyr Phe Ala Ala Gly Leu Lys Met Ala Asp Gln Val Val Val
T - e . - 1 e 525

Val Ser Pro Gly Tyr Leu Trp Glu Leu Lys Thr Val Glu Gly Gly Trp
530 535 540

Gly Leu His Asp Ile Ile Arg Gln Asn Asp Trp Lys Thr Arg Gly Ile
545 550 555 560

Val Asn Gly Ile Asp Asn Met Glu Trp Asn Pro Glu Val Asp Ala His
565 570 575

Leu Lys Ser Asp Gly Tyr Thr Asn Phe Ser Leu Arg Thr Leu Asp Ser
580 585 590
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Gly Lys Arg Gln Cys Lys Glu Ala Leu Gln Arg Glu Leu
595 600 605

Val Arg Ala Asp Val Pro Leu Leu Gly Phe Ile Gly Arg
610 615 620

Gln Lys Gly Val Glu Ile Ile Ala Asp Ala Met Pro Trp
625 630 635

Gln Asp Val Gln Leu Val Met Leu Gly Thr Gly Arg His
645 650

Ser Met Leu Gln His Phe Glu Arg Glu His His Asp Lys
660 665

-Trp Val Gly Phe Ser Val Arg Leu Ala His Arg Ile Thr
675 680 685

Asp Ala Leu Leu Met Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly
690 695 700

Leu Tyr Ala Met Ala Tyr Gly Thr Val Pro Val Val His
705 710 715

Gly Leu Arg Asp Thr Val Pro Pro Phe Asp Pro Phe Asn
725 730

Leu Gly Trp Thr Phe Asp Arg Ala Glu Ala His Lys Leu
740 745

Leu Gly His Cys Leu Arg Thr Tyr Arg Asp Phe Lys Glu
755 760 765

Ala Leu Gln Glu Arg Gly Met Ser Gln Asp Phe Ser Trp
770 775 780

Ala Lys Leu Tyr Glu Asp Val Leu Val Lys Ala Lys Tyr
785 790 795

Gly
Leu
Ile
Asp
val
670
Ala
Leu
Ala
His
Ile
750
Ser

Glu

Gln

Leu
Asp
Val
Leu
655
Arg
Gly
Asn
Vval
Ser
735
Glu
Trp

His

Trp

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 12 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: peptid

(iii) HYPOTETICKA: ano

Gln

Gly

Ser

640

Glu

Gly

Ala

Gln

Gly

720

Gly

Ala

Arg

Ala
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(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(v) TYP FRAGMENTU: vnit¥ni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S I. C. 7:

Pro Trp Ser Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Cys
: 1 5 10

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 8:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 13 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(iii) HYPOTETICKA: ano
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(v) TYP FRAGMENTU: vnit¥ni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S I.C. 8:

Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu Asn Gln Leu Tyr
1 5 10

k2

B o e, = ~am = = meic o mmramginus

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 12 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: peptid

(1ii) HYPOTETICKA: ano
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(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(v) TYP FRAGMENTU: vnit¥ni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S I. ¢. 9:

Gly Thr Gly Gly Leu Arg Asp Thr Val Glu Asn Cys

1

5 10
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PATENTOVE NAROKY

1. Molekula nukleové kyseliny kédujici syntézu Skrobu z pSe-

nice, kterd je vybrana ze skupiny obsahujici

a)molekuly nukleové kyseliny kédujici protein, ktery obsahu-
je sekvenci aminokyselin uvedenou jako sekvenci i. c. 2,

b)molekuly nukleové kyseliny obsahujici nukleotidovou sek-
venci i. &. 1 nebo odpovidajici ribonukleotidovou sekven-
ci,

c)molekuly nukleové kyseliny, které hybridizuji s molekulami
nukleové kyseliny uvedenymi v odstavci a) nebo b) a kdéduji
rozpustnou syntazu Skrobu,

d)molekuly nukleové kyseliny, jejichZ nukleotidova sekvence
se 1i81 od sekvenci molekul nukleové kyseliny v odstavcich
a), b) nebo c) diky degeneraci genetického kédu,

e)molekuly nukleové kyseliny kdédujici protein, ktery obsahu-
je sekvenci aminokyselin uvedenou jako sekvenci i. &. 6,

f)molekuly nukleové kyseliny obsahujici nukleotidovou se-
kvenci i. &. 5 nebo odpovidajici ribonukleotidovou sekven-

g)molekuly nukleové kyseliny, které hybridizuji s molekulami
nukleové kyseliny uvedenymi v odstavci e) nebo f) a

h)molekuly nukleové kyseliny, jejichZ nukleotidova sekvence

se 1i%1i od sekvenci molekul nukleové kyseliny v odstavcich

emem——-g) a¥ g) diky-degeneraci--genetického-kO@U.mmas oo oo

2. Molekula nukleové kyseliny podle ndroku 1, kterd je mole-

kula DNA.

3. Molekula DNA podle ndroku 2, kterd je molekula cDNA.
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4. Molekula nukleové kyseliny podle néroku 1,.kterd je mole-

kula RNA.

5. Molekula nukleové kyseliny, kterd specificky hybridizuje
s Yet&zcem molekuly nukleové kyseliny podle kteréhokoliv

z ndrokd 1 aZ 4.

6. Molekula nukleové kyseliny podle ndroku 5, kterd je oli-

gonukleotid dlouhy alespoil 15 nukleotidi.

7. Vektor obsahujici molekulu nukleové kyseliny podle které-

hokoliv z naroka 1 aZ 4.

8. Vektor podle naroku 7, kde molekula nukleové kyseliny je
spojena v sense orientaci (souhlasné se smyslem transkripce)
s reguladnim prvky, co% =zaji&tuje transkripci a syntézu
translatovatelné RNA v prokaryotickych nebo eukaryotickych

burikach.

9. Hostitelska buiika, kterd je transformované molekulou nuk-
leové kyseliny podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 4 nebo vek-
torem podle naroku 7 nebo 8, nebo butika, kterd pochazi z ta-

kové hostitelské buiiky.

10+ - Protein-kédovany - molekulou -nukleové -kyseliny - podle- kte~ - .-

réhokoliv z narokd 1 aZ 4.

11. ZpUusob p¥ipravy proteinu podle naroku 10
vyznadc¢uijici s e t i m, Ze hostitelska burika
podle néaroku 9 se kultivuje v podminkdch, které umoZiiuji
syntézu proteinu, a protein se izoluje z kultivovanych bunék

a/nebo z kultivaéniho média.
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12. Transgenni rostlinnd bufika, kterd je transformovand mo-
lekulou nukleové kyseliny podle kteréhokoliv z nédrokd 1 az 4
‘nebo vektorem podle naroku 7 nebo 8, nebo builka pochédzejici
z takové transformované bufiky, p¥ifem? molekula nukleové ky-
seliny kédujici rozpustnou syntdzu Skrobu z pSenice je pod
kontrolou regula&nich prvkld, které dovoluji transkripci

translatovatelné mRNA v rostlinnych butikach.
13. Rostlina obsahujici rostlinné buiiky podle naroku 12.
14. Rostlina podle naroku 13, kterd je uZitkova rostlina.

15. Rostlina -podle nédroku 14, kterd je rostlina ukladajici

Skrob.
16. Rostlina podle nédroku 15, kterd je pSenice.

17. MnoZitelsky materidl z rostliny podle kteréhokoliv z néa-
rokt 13 aZ% 16, ktery obsahuje rostlinné builky podle naroku
12.

18. Skrob, ktery je ziskatelny z rostliny podle kteréhokoliv
z narokl 13 a% 16 nebo z mnofitelského materidlu podle néro-

ku 17.

19. Transgenni rostlinnd burika, ve které je sniZena aktivita

proteinu podle ndroku 10.

20. Rostlinnd bufika podle néroku 19, kde sniZeni aktivity
v této bufice je dosaZeno expresi RNA (anti-sense RNA) s ori-

entaci proti smyslu transkriptd molekul DNA podle ndroku 1.
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21. Rostlina obsahujici rostlinné builky podle n&roku 19 nebo

naroku 20.
22. Rostlina podle naroku 21, kterad je uZitkovd rostlina.

23. Rostlina podle naroku 22, kterd je rostlina uklédajici

Skrob.
24. Rostlina podle néroku 23, kterd je pSenice.

25. Mno¥itelsky materidl z rostliny podle kteréhokoliv z na-

roki 21 a¥ 24, ktery obsahuje builky podle néroku 19 nebo 20.
26. Skrob, ktery je ziskatelny z rostlin podle kteréhokoliv
z narokd 21 a¥ 24 nebo z mnoZitelského materidlu podle naro-

ku 25.

27. Pou¥iti Bkrobu podle ndroku 18 nebo 26 pro vyrobu potra-

vin.

28. Pou¥iti podle naroku 27, kde potraviny jsou pelivo nebo

téstoviny.

29. Pou¥iti Bkrobu podle ndroku 18 nebo 26 pro vyrobu obalo-

—-=—yého-materidlu-nebo-vyrobki-pro -jednor&zovEé—pouZiti— « e e e
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