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(57 Wynalazek dostarcza konstrukt DNA, ktory nadaje tolerancje na glifosfat transgenicznej roslinie
zbozowej. Dostarcza takze m.in. prob do wykrywania obecnosci przypadku rosliny zbozowej
PV-ZMGT32(nk603) w oparciu o sekwencje DNA rekombinowanego konstruktu wstawionego do ge-
nomu rosliny zbozowej i flankujace miejsce wstawki sekwencje genomowe.
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Opis wynalazku

Niniejszy wynalazek dotyczy czgsteczki DNA umozliwiajacej identyfikacje rosliny kukurydzy to-
lerujacej glifosat, pary czasteczek DNA, sposobu wykrywania obecnosci czasteczki DNA, czasteczka
DNA, sposobu wbudowywania cechy tolerancji na glifosat, zestaw do wykrywania DNA, rosliny kuku-
rydzy tolerujacej glifosat, transgenicznej komérki roslinnej z tolerancjg glifosatu, sposobu wytwarzania
rosliny kukurydzy i sposobu hodowli rosliny kukurydzy.

Kukurydza jest wazna rosling uprawng i podstawowym zrodtem pozywienia w wielu rejonach
Swiata. W celu poprawienia cech agronomicznych i jakosci produktu w stosunku do kukurydzy zasto-
sowane byly sposoby biotechnologiczne. Jedng z takich cech agronomicznych jest tolerancja na her-
bicyd, zwtaszcza tolerancja na herbicyd glifosfatowy. Ceche tg kukurydzy nadawano przez ekspresje
transgenu w roslinach kukurydzy (Patent St. Zjedn. Ameryki nr 6,040,497).

Jak wiadomo, obce geny w roslinach wplywajg poprzez ich miejsce w chromosomie, by¢ moze
w zwigzku z strukturg chromatyny (np. heterochromatyny) lub z bliskoscig transkrypcyjnych elemen-
téw regulujacych (np. wzmacniaczy) scisle przylegajgcych do miejsc integraciji (Weising i wsp., Ann.
Rev. Genet 22:421-477, 1988). Z tego powodu, czesto koniecznym jest zbadanie duzej liczby przy-
padkéw w celu identyfikacji przypadku charakteryzujgcego sie optymalng ekspresjg wprowadzanego,
bedacego przedmiotem zainteresowania genu. Na przyktad, obserwuje sie u roslin i u innych organi-
zmoéw, ze w wielu przypadkach moze istnie¢ duza zmiennos¢ pozioméw ekspresji wprowadzonych
gendw. Moga takze istnie¢ réznice w uktadach przestrzennych i czasowych, na przykiad, réznice we
wzglednej ekspresji transgenu w réznych tkankach roslinnych, ktére mogq nie odpowiada¢ wzorom
jakie sg spodziewane z transkrypcyjnych elementéw regulatorowych obecnych we wprowadzonym
konstrukcie genowym. Z tego powodu powszechnym jest wytwarzanie od setek do tysiecy réznych
przypadkow i przeglgdanie tych przypadkéw w celu znalezienia jednego przypadku, posiadajgcego do
celéw komercyjnych pozgdane poziomy i wzorce ekspresji transgenu. Przypadek, ktéry ma pozadane
poziomy lub wzorce ekspresji transgenu jest uzyteczny do introgresji transgenu do innego genetycz-
nego tta poprzez piciowy outcrossing stosujgc konwencjonalne sposoby hodowli. Potomstwo takich
krzyzéwek utrzymuje charakterystyke ekspresji transgenu oryginalnego transformantu. Strategia taka
stosowana jest w celu zapewnienia pewnej ekspresji genowej w wielu odmianach, ktére sg dobrze
dostosowane do miejscowych warunkéw wzrostowych.

Korzystna bytaby mozliwosé wykrywania obecnosci poszczeg6inych przypadkéw w celu ustale-
nia czy potomstwo krzyzowki ptciowej zawiera transgen. Ponadto, sposob wykrywania poszczegoéine-
go przypadku bytoby pomocne do zastosowania w przepisach i uregulowaniach wymagajacych na
przyktad wstepnej aprobaty handlowej i oznakowania zywnosci pochodzacej z rekombinantowych
roslin zbozowych. Mozliwe jest wykrycie obecnosci transgenu, kazdg dobrze znang metoda wykrywa-
nia kwasu nukleinowego, taka jak tancuchowa reakcja polimerazowa (PCR) lub hybrydyzacja DNA
stosujac sondy kwasu nukleinowego. Te sposoby wykrywania generalnie koncentrujg sie na czesto
stosowanych elementach genetycznych, takich jak promotory, terminatory, geny markerowe, itp. Po-
niewaz wynik takich metod moze by¢ nieskuteczny do rozréznienia pomiedzy ré6znymi przypadkami,
zwlaszcza stosujgc te same konstrukty DNA chyba, ze sekwencja DNA chromosomalnego DNA przy-
legajgca do wstawionego DNA (DNA flankujace) jest znana. Préba PCR specyficzna dla tego przy-
padku jest dyskutowana np. przez Windels i wsp. (Med. Fac. Landbouww, Univ. Gent 64/5b:459-462,
1999), ktérzy zidentyfikowali przypadek tolerancji na glifosfat u soi 40-3-2 przez zastosowanie zesta-
wu primeréw w PCR spinajacych potaczenie pomiedzy wstawkg a DNA flankujgcym, zwlaszcza jed-
nego primera, ktéry wiaczat jedng sekwencje z wstawki i drugiego primera, ktéry obejmowat sekwen-
cje DNA flankujacego.

Przedmiotem wynalazku jest zatem czasteczka DNA umozliwiajgca identyfikacje roslin kukury-
dzy pV-ZMGT32 (nk603) tolerujacych glifosat, charakteryzujaca sie tym, ze zawiera sekwencje nukle-
otydowg zidentyfikowang jako SEQ ID nr:7 lub SEQ ID nr: 8. Korzystnie czgsteczka DNA wedtug wy-
nalazku jest obecna w roslinie kukurydzy, nasieniu kukurydzy, tkance kukurydzy lub w jadrze komoér-
kowym kukurydzy.

Nastepnie przedmiotem wynalazku jest para czasteczek DNA skiadajaca sie z: pierwszej cza-
steczki DNA i z drugiej czasteczki DNA, charakteryzujgca sie tym, ze czgsteczki DNA sg o wystar-
czajgcej dlugosci sasiednich nukleotydéw o sekwencji SEQ ID nr: 7 lub ich komplementéw do dzia-
tania jako primery DNA lub sondy diagnostyczne dla DNA ekstrahowanego z rosliny kukurydzy
PV-ZMGT32(nk603) lub jej potomstwa.
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Wynalazek dotyczy takze pary czasteczek DNA sktadajacej sie z: pierwszej czasteczki DNA
i z drugiej czasteczki DNA, tak, ze czgsteczki DNA sg o wystarczajagcej diugosci sasiednich nukleoty-
doéw o sekwencji SEQ ID nr: 8 lub ich komplementéw do dziatania jako primery DNA lub sondy dia-
gnostyczne dla ekstrahowanego DNA z rosliny kukurydzy PV-ZMGT32(nk603) lub jej potomstwa.

Nastepnym przedmiotem wynalazku jest sposéb wykrywania obecnosci czasteczki DNA wybra-
nej z grupy sktadajacej sie z SEQ ID nr: 7 i SEQ ID nr: 8 w prébce DNA, polegajacy na tym, ze

(a) ekstrahuje sie probke DNA z rosliny kukurydzy;

(b) kontaktuje sie prébke DNA z DNA pary primera zawierajaca czasteczki DNA primera o wy-
starczajacej dtugosci sasiadujgcych nukleotydéw SEQ ID nr: 7 lub jego komplementu;

(c) dostarcza sie warunki reakcji do amplifikacji kwasu nukleinowego;

(d) przeprowadza sie reakcje amplifikacji kwasu nukleinowego, wytwarzajac w ten sposob cza-
steczke amplikonu DNA; i

(e) wykrywa sie czasteczke DNA amplikonu.

Przedmiotem wynalazku jest takze sposéb wykrywania obecnosci czgsteczki DNA wybranej
Z grupy skfadajgcej sie z SEQ ID nr: 7i SEQ ID nr; 8 w prébce DNA, polegajacy na tym, ze

(a) ekstrahuje sie probke DNA z rosliny kukurydzy;

(b) kontaktuje sie prébke DNA z czasteczkg DNA zidentyfikowang jako SEQ ID nr; 9, SEQ ID
nr: SEQ ID nr: 10, SEQ ID nr: 11 lub SEQ ID nr: 12, przy czym wspomniana czasteczka DNA jest
sondg DNA, ktéra hybrydyzuje w scistych warunkach hybrydyzacji z czasteczkg DNA wybrang z grupy
skladajgcej sie z SEQ ID nr: 7 lub SEQ ID nr: 8, i nie hybrydyzuje w $cistych warunkach hybrydyzaciji
Z probka DNA zawierajgca czasteczke DNA zidentyfikowang jako SEQ ID nr: 7 lub SEQ ID nr: 8;

(c) poddaje sie prébke i sonde warunkom scistej hybrydyzacji i wykrywa sie hybrydyzacje sondy
z DNA.

Wynalazek dotyczy réwniez czasteczki DNA wybranej z grupy sktadajacej sie z SEQ ID nr: 9,
SEQ ID nr: 10, SEQ ID nr: 11, SEQ ID nr: 12 i ich komplementéw. Korzystnie, taka czgsteczka DNA
jest obecna w roslinie kukurydzy, nasieniu kukurydzy, tkance kukurydzy lub w jgdrze komérkowym
kukurydzy.

Nastepnym przedmiotem wynalazku jest sposéb wbudowywania cechy tolerancji na glifosat do
roslin kukurydzy, znamienny tym, ze

(a) ekstrahuje sie probke DNA z potomnych roslin kukurydzy;

(b) kontaktuje sie prébke DNA z markerowg czasteczkg kwasu nukleinowego wybrang z grupy
sktadajgcej sie z SEQ ID nr: 9, SEQ ID nr; 10, SEQ ID nr; 11, SEQ ID nr: 12 i ich komplementami;

(c) prowadzi sie sposéb wspomaganego markerem wbudowywania cechy tolerancji na glifosat,
przy czym cecha tolerancji na glifosat jest genetycznie zwigzana z komplementem czasteczki marke-
rowego kwasu nukleinowego.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zestaw do wykrywania DNA zawierajgcy co najmniej
jedng czasteczke DNA o dostatecznej diugosci sasiadujacych nukleotydéw homologicznych lub kom-
plementarnych do SEQ ID nr: 7 lub SEQ ID nr: 8, ktére dziatajg jako primer DNA lub specyficzna son-
da dla przypadku kukurydzy PV-ZMGT32(nk603) i jej potomstwa.

Nastepnym przedmiotem wynalazku jest transgeniczna komérka roslinna z tolerancja glifosatu,
zawierajgca wigczong w genom tej komérki roslinnej czasteczke DNA kodujaca tolerancyjng na glifo-
sat EPSPS oraz DNA o sekwencji nhukleotydowej zdefiniowanej w SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 11i SEQ ID NO: 12.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposéb wytwarzania rosliny kukurydzy, ktéra toleruje sto-
sowanie herbicydu glifosatu, polegajacy na tym, ze

a) krzyzuje sie rosline zawierajgcej wigczong w jej genom czasteczke DNA kodujaca tolerancyj-
ng na glifosat EPSPS, regiony ztagcza SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 i SEQ ID
NO: 12, z inng rosling kukurydzy;

b) otrzymuje sie co najmniej jedno pokolenie roslin potomnych pochodzacych z krzyzéwki (a); i

c) dokonuje sie selekcji potomstwa, ktére jest tolerancyjne na glifosat i zawiera regiony ztgcza
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 12.

Przedmiotem wynalazku jest takze sposdb hodowli rosliny kukurydzy, ktéra toleruje stosowanie
herbicydu glifosat, polegajacy na tym, ze

a) sadzi sie co najmniej jedno nasienie rosliny kukurydzy zawierajgce wtagczong w jego genom
czasteczke DNA kodujacy tolerancyjng na glifosat EPSPS i regiony tacznika SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 11 oraz SEQ ID NO: 12,
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b) prowadzi sie wzrost z tego nasienia i uzyskuje sie rosline kukurydzy;

c) pokrywa sie tg rosline herbicydem glifosatem tak, ze wspomniana roslina ma mniejsze
uszkodzenia wegetatywne i mniejsze uszkodzenie plonowania w poréwnaniu do innych roslin kukury-
dzy, ktére nie zawierajg SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 i SEQ ID NO: 12. Korzystnie
etapem selekcjonujacym w c) w tym sposobie jest pokrywanie glifosatem.

Réwniez korzystnie, etap selekcjonujacy w czesci ¢) zawiera etapy:

(i) ekstrahowania prébki DNA z potomnych roslin kukurydzy;

(ii) kontaktowania probki DNA z markerowg czasteczkg kwasu nukleinowego wybrang z grupy
sktadajgacej sie z SEQ ID nr: 9, SEQ ID nr; 10, SEQ ID nr; 11, SEQ ID nr: 12 i ich komplementami;

(iii) prowadzenia sposobu wspomagania wbudowywania markera cechy tolerancji na glifosat,
przy czym cecha tolerancji na glifosat jest genetycznie powigzana do komplementu czasteczki marke-
rowego kwasu nukleinowego.

Czasteczka DNA charakteryzuje sie tym, ze wspomniana czasteczka DNA jest obecna w rosli-
nie kukurydzy, nasieniu kukurydzy, tkance kukurydzy lub w jadrze komdérkowym kukurydzy.

Przedmiotem wynalazku jest nowa czgsteczka DNA 5' ACCAAGCTTTTATAATAG 3' (SEQ ID
nr: 12) i jej komplement, przy czym ta czasteczka DNA jest nowa w obrebie PV-ZMGT32(nk603) i w jej
potomstwie. Roslina kukurydzy i jej nasiona zawierajgce tg czasteczke sg przedmiotem wynalazku.

Zgodnie z innym aspektem wynalazku, przedmiotem wynalazku sg czasteczki DNA, ktére za-
wierajg nowy region transgenowo/genomowy wstawki SEQ ID nr:7 i SEQ ID nr:8 i sg homologiczne
lub komplementarne do SEQ ID nr:7 i SEQ ID nr:8.

Czasteczki DNA zawierajgce wystarczajacg dtugosé czesci sekwencji DNA transgenu SEQ ID
nr: 7 i podobng wystarczajgca dtugosé flankujacej 5' sekwencji DNA transgenu, przy czym te cza-
steczki DNA sg uzyteczne jako DNA primerowe w metodach amplifikacji co dostarcza bedacego
przedmiotem wynalazku - produkt DNA amplikonu, zwtaszcza wytworzonego z DNA PV-ZM-
GT32(nk603) i jego potomstwa. Primery DNA homologiczne lub komplementarne do dtugosci SEQ ID
nr:7 i SEQ ID nr:8 sg przedmiotem wynalazku. Amplikony wytworzone przy zastosowaniu primeréw
DNA, ktére sg diagnostyczne dla przypadku kukurydzy PV-ZMGT32(nk603) i jej potomstwa sg row-
niez przedmiotem wynalazku.

Zgodnie z innym aspektem wynalazku, dostarczane sg sposoby wykrywania obecnosci DNA
odpowiadajacej przypadkowi kukurydzy PV-ZMGT32(nk603) w prébce. Sposoby takie obejmuja: (a)
kontaktowanie prébki zawierajgcej DNA z zestawem primerowym DNA, ktory jezeli uzyty jest w reakcji
amplifikacji kwasu nukleinowego z wyekstrahowanym z przypadku kukurydzy PV-ZMGT32 (nk603)
genomowym DNA, wytwarza amplikon, ktéry jest diagnostyczny dla przypadku kukurydzy PV-
ZMGT32(nk603); (b) przeprowadzenie reakcji amplifikacji kwasu nukleinowego, wytwarzajac w ten
spos6b amplikon; i (c) wykrywanie amplikonu. Para czgsteczek DNA zawierajgca zestaw primerowy
homologiczny lub komplementarny do SEQ ID nr:7 lub SEQ ID nr:8 dziatajacy w reakcji amplifikacji
kwasu nukleinowego do wytworzenia czasteczki DNA amplikonu diagnostycznej dla PVZM-
GT32(nk603). Bardziej szczegbtowo, para czasteczek DNA zawierajgca zestaw primerowy DNA, przy
czym czagsteczki DNA sg zidentyfikowane jako SEQ ID nr:13 lub ich komplementy i SEQ ID nr:14 lub
ich komplementy; SEQ ID nr:15 lub jej komplementy i SEQ ID nr:16 lub jej komplementy. Amplikon
zawierajgcy czasteczki DNA SEQ ID nr: 13 i SEQ ID nr: 14. Amplikon zawierajacy DNA SEQ ID nr: 15
i SEQ ID nr:16. Amplikon wytwarzany powyzej opisanym sposobem moze hybrydyzowa¢ w $cistych
warunkach z SEQ ID nr:9, SEQ ID nr:10, SEQ ID nr:11 lub SEQ ID nr:12.

Zgodnie z innym aspektem, przedmiotem wynalazku sg sposoby wykrywania obecnosci cza-
steczki DNA odpowiadajacej przypadkowi PV-ZMGT32(nk603) w probce, metody te obejmuja: (a)
kontaktowanie prébki zawierajagcej DNA wyekstrahowane z rosliny kukurydzy z czasteczka sondy DNA
hybrydyzujacej w $cistych warunkach hybrydyzaciji z genomowym DNA z przypadku kukurydzy PV-
ZMGT32(nk603) lecz nie hybrydyzujacy w scistych warunkach hybrydyzacji z kontrolnym DNA kuku-
rydzy; (b) poddaje sie probke i sonde $cistym warunkom hybrydyzaciji i (c) wykrywa hybrydyzacje son-
dy do tego DNA. Bardziej szczeg6towo, sposéb wykrywania obecnosci czgsteczki DNA odpowiadaja-
cej przypadkowi PV-ZMGT32(nk603) w prébce, sposob ten polega na (a) kontaktowaniu prébki zawie-
rajacej DNA ekstrahowany z rosliny kukurydzy z czasteczka sondy DNA, ktéra skfada sie z SEQ ID
nr:9, SEQ ID nr:10, SEQ ID nr:11 lub SEQ ID nr:12, przy czym wspomniana czasteczka DNA hybry-
dyzuje w $cistych warunkach hybrydyzacji z genomowymi DNA z przypadkiem kukurydzy PV-ZMGT32
(nk603) i nie hybrydyzuje w $cistych warunkach hybrydyzacji z kontrolng czasteczkg DNA; (b) poddaje
sie prébke i sonde scistym warunkom hybrydyzaciji; i (c) wykrywa sie hybrydyzacje sondy DNA.
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Zgodnie z innym aspektem, wynalazek dostarcza sposobu wyboru roslin kukurydzy wedtug wy-
nalazku z tolerancjg na glifosfat i ich potomstwa, obejmujacy ekstrakcje DNA z prébki rosliny, kontak-
towanie tego DNA z czagsteczkg markerowego kwasu nukleinowego wybrang z grupy obejmujacej
SEQ ID nr:9, SEQ ID nr:10, SEQ ID nr:11 lub SEQ ID nr:12, lub ich komplementami/wykrywanie hy-
brydyzacji DNA tej wspomnianej markerowej czasteczki kwasu nukleinowego i przeprowadzenie ana-
lizy hodowli przy pomocy tego markera dla genetycznego powigzania cechy tolerancji na glifosfat
Z czasteczkg markerowego kwasu nukleinowego.

Niniejszy wynalazek dostarcza sposobu wytwarzania rosliny kukurydzy z tolerancjag herbicyd gli-
fosfatowy obejmujacy transformowanie komorki kukurydzy konstruktem DNA (pMON25496), wybiera-
nie komoérki kukurydzy z tolerancjg na traktowanie skuteczng dawka glifosfatu, a nastepnie hodowle
tej komorki kukurydzy do wyprowadzenia ptodnej rosliny kukurydzy. Ptodna roslina kukurydzy moze
by¢ samopylna lub krzyzowana z kompatybilnymi odmianami kukurydzy do wytworzenia potomstwa
z tolerancjq glifosfatu.

Wynalazek dotyczy takze zestawu do wykrywania DNA obejmujgcego co najmniej jedng cza-
steczke DNA o wystarczajacej dtugosci sasiadujgcych nukleotydéw homologicznych lub komplemen-
tarnych do SEQ ID nr:7 lub SEQ ID nr:8, ktdra dziata jako primer DNA lub sonda specyficzna dla przy-
padku PV-ZMGT32(nk603) lub jego potomstwa.

Powyzsze i inne aspekty tego wynalazku stang sie oczywiste z ponizszego opisu szczego6towe-
go i towarzyszacych rysunkéw.

Wynalazek jest zilustrowany na Figurze, 1

Figura 1 przedstawia mape plazmidu pMON25496

Definicje powszechnie znanych w biologii molekularnej okreslen mozna takze znalez¢ w Rieger
i wsp., Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 5 wydanie, Springer-Verlag: New York, 1991;
i Lewin, Genes V, Oxford University Press: New York, 1994. Nomenklatura zasad DNA jaka jest sto-
sowana zgodna jest z 37 CFR § 1.822.

Tak jak zastosowane tutaj okreslenie ,zboze" oznacza Zea mays lub kukurydze i obejmuje od-
miany roslin, ktére mogg by¢ uprawiane z kukurydzg wigcznie z gatunkami dzikiej kukurydzy. Tak jak
stosuje sie tutaj, okreslenie ,zawierajgcy" oznacza ,0bejmujacy lecz nie ograniczony do". ,Glifosat"
oznacza N-fosfonometyloglicyne i jej sole. Glifosat jest sktadnikiem aktywnym herbicydu Roundup®
(Monsanto Co.). Traktowanie ,glifosatowym herbicydem" odnosi sie do traktowania herbicydem Roun-
dup®, Roundupem Ultra®, Roundup Ultra Max® lub kazdym innym preparatem herbicydowym zawie-
rajacym glifosat. Wybér poziomdw stosowania preparatu glifosatu, ktéry stanowi skuteczng biologicz-
nie dawke, jest w zakresie doswiadczenia przecietnego technika agrotechniki.

Okreslenie ,sonda" oznacza wyizolowany kwas nukleinowy do ktérego dotaczono wykrywany
konwencjonalnie znacznik lub czasteczke reporterowa, na przykiad izotop radioaktywny, ligand, czyn-
nik chemiluminescencyjny lub enzym. Taka sonda jest komplementarna do nici docelowego kwasu
nukleinowego, w przypadku niniejszego wynalazku, do nici DNA genomowego z przypadku kukurydzy
PV-ZMGT32(NK603) czy to rosliny kukurydzy czy probki zawierajacej DNA z tego przypadku. Sondy
wedtug niniejszego wynalazku, zawierajg nie tylko kwasy deoksyrybonukleinowy lub rybonukleinowy
ale takze poliamidy i inne materialy sondy, wigzace sie specyficznie do docelowej sekwencji DNA
i mogace by¢ zastosowane do wykrycia obecnosci tej docelowej sekwencji DNA.

~Primerami" sg izolowane kwasy nukleinowe, ktore sg rozplatane do komplementarnej nici do-
celowego DNA przez hybrydyzacje kwasu nukleinowego z powstaniem hybrydy pomiedzy primerem
i tg nicig docelowego DNA, nastepnie wydtuzonej razem z nicig DNA docelowego, a nastepnie wydtu-
zane razem a docelowg nicig DNA przez polimeraze, na przyktad polimeraze DNA. Pary primeréw
wedtug niniejszego wynalazku odnoszg sie do ich zastosowania do amplifikacji docelowych sekwenciji
kwasu nukleinowego, na przykfad w reakcje polimerazy tancuchowej (PCR) lub innymi konwencjonal-
nymi metodami amplifikacji kwaséw nukleinowych.

Sondy i primery sg wystarczajgcej dtugosci nukleotydowej do zwigzania docelowej sekwencji
DNA, szczegodlnie w warunkach hybrydyzacji lub warunkach reakcji okreslonych przez operator. Ta
diugos¢é moze by¢ kazda dtugoscia, ktéra jest wystarczajgcq dtugoscig uzyteczng do metody detekcji
z wyboru. Generalnie, stosuje sie nukleotydy o dtugosci 11 lub wiecej nukleotydéw, korzystnie 18 nu-
kleotydéw lub wiecej, bardziej korzystnie 24 lub wiecej nukleotyddw i najkorzystniej 30 lub wiecej nu-
kleotydéw. Takie sondy i primery hybrydyzujg specyficznie z sekwencjg docelowg w $cistych warun-
kach hybrydyzaciji. Korzystnie, sondy i primery, wedtug wynalazku, majg petne podobienstwo do se-
kwencji DNA sgsiednich nukleotydéw z sekwencjami docelowymi, jednakze sondy réznigce sie od
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sekwencji docelowych DNA i dlatego zachowujgce zdolno$¢ do hybrydyzacji z docelowymi sekwen-
cjami DNA mozna zaprojektowa¢ konwencjonalnymi metodami.

Sposoby przygotowywania i stosowania sond i primeréw sg opisane w na przyktad w: Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2-wydanie, vol. 1-3, Sambrook i wsp., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989" (dalej nazywany w skrécie ,Sambrook i wsp., 1989); Current
Protocols in Molecular Biology, wyd. Ausubel i wsp., Greene Publishing and Wiley-Interscience, New
York, 1992 (z periodyczng aktualizacjg) (dalej nazywany w skrdcie, ,Ausubel i wsp., 1992"); i Innis
i wsp., PCR Protocols: A Guide to methods and Applications, Academic Press: San Diego, 1990. Pary
PCR-primer moga pochodzi¢ ze znanych sekwencji, na przykiad, przez zastosowanie programu kom-
puterowego przeznaczonego do tego celu jak Primer (Version 0,5° 1991). Whitehead Institute for
Biomedical Research, Cambridge, MA).

Primery i sondy oparte na flankujagcym DNA i sekwencje wstawek ujawnione tutaj, mogg by¢
stosowane do potwierdzenia (i, jesli to konieczne do poprawienia) ujawnionych sekwencji metodami
konwencjonalnymi, to znaczy przez reklonowanie i sekwencjonowanie takich sekwencji.

Sondy kwasu nukleinowego i primery wedtug niniejszego wynalazku hybrydyzujg w $cistych wa-
runkach z docelowg sekwencjg DNA. Kazdy konwencjonalny sposéb hybrydyzacji kwasu nukleinowe-
go lub amplifikacji moze byé stosowany do identyfikacji w prébce obecnosci DNA z transgenicznych
przypadkéw. Czasteczki kwasu nukleinowego lub ich fragmenty sg zdolne, w pewnych warunkach, do
specyficznej hybrydyzacji z innymi czasteczkami kwasu nukleinowego. Tak jak stosuje sie tutaj, uwaza
sie, ze dwie czasteczki kwasu nukleinowego sg zdolne do specyficznej hybrydyzacji jedna z druga,
jesli te dwie czasteczki sg zdolne to tworzenia naprzeciwlegtej, podwajnej struktury nici kwasu nukle-
inowego. Czasteczki kwasu nukleinowego sg uwazane za ,komplementarne" do innej czasteczki kwa-
su nukleinowego jesli wykazujg one petng zgodnos¢. Tak jak stosuje sie tutaj, uwaza sie czasteczki
wykazujg ,catkowitg zgodnosc" jezeli kazdy nukleotyd jednej czasteczki jest komplementarny do nu-
kleotydu innej czasteczki. Dwie czasteczki sg uwazane za ,minimalnie komplementarne" jezeli mogg
one hybrydyzowac z inng czasteczkg z wystarczajgcq statoscig pozwalajacg na rozplecenie jednej
z drugg co najmniej w warunkach konwencjonalnej ,niskiej scistosci" konwencjonalnie. Podobnie, cza-
steczki sg uwazane za ,komplementarne" jezeli mogg one hybrydyzowaé jedna z drugg z dostateczng
stabilnoscig pozwalajgca na pozostanie w stanie rozplecenia jedna z drugg w konwencjonalnie ,$ci-
stych warunkach". Konwencjonalna s$cistos¢ warunkéw jest opisana przez Sambrook i wsp., 1089
i przez Haymes i wsp., W: Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington,
DC (1985). Odstepstwa od peinej komplementarnosci sg dlatego dopuszczalne tak dtugo jak takie
odstepstwa nie wykluczg catkowicie zdolnosci tych czgsteczek do tworzenia struktury dwu niciowe;j.
Po to, aby czgsteczka kwasu nukleinowego mogta stuzy¢ jako primer albo sonda potrzebuje ona wy-
starczajagco komplementarnej sekwencji aby by¢ zdolng do utworzenia statej dwuniciowej struktury
przy zastosowaniu szczegoélnego rozpuszczalnika i stezen soli.

Tak jak stosuje sie tutaj, zasadniczo homologiczna sekwencja jest czasteczkg kwasu nukleino-
wego, ktéra bedzie specyficznie hybrydyzowata z komplementarng czgsteczkg kwasu nukleinowego
do ktérej jest poréwnywana w scistych warunkach hybrydyzacji. Odpowiednia $cistosé warunkéw pro-
mujaca hybrydyzacje DNA, na przykiad 6,0x chlorek sodowy/cytrynian sodowy (SSC) w okoto 45°C,
po ktérym nastepuje przemywanie w 2,0xSSC w 50°C, sg znane fachowcowi w tej dziedzinie lub ktére
mozna znalez¢é w Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6.
Na przykifad, stezenie soli w etapie przemywania moze byé wybrane z niskiej scistosci o okoto
2,0xSSC przy 50°C do warunkéw wysokiej scistosci o okoto 0,2xSSC przy 50°C. Ponadto, temperatu-
ra w etapie przemywania moze wzrasta¢ od warunkéw o niskiej scistosci w temperaturze pokojowej,
okoto 22°C do warunkéw o duzej scistosci w okoto 65°C. Zaréwno temperatura jak i sél moga byé
rézne, albo zaréwno temperatura jak i stezenie soli mogg by¢ state - podczas gdy inne zmienne pod-
legajg zmianom. W korzystnej postaci, kwas nukleinowy wedtug niniejszego wynalazku bedzie hybry-
dyzowat specyficznie z jedng lub wiekszg iloscig czasteczek kwasu nukleinowego przedstawionych na
SEQ ID nr: 9,10, 11i 121 lub z ich komplementami lub fragmentami zaréwno w $rednich warunkach
Scistosci, na przyktad przy 2,0 x SSC i okoto 65°C. W szczegdlnie korzystnej postaci, kwas nukleinowy
wedtug wynalazku bedzie hybrydyzowat specyficznie z jednym lub wieksza iloscig czasteczek kwasu
nukleinowego przedstawionych na SEQ ID nr: 9 do SEQ ID nr 12: lub ich komplementami lub frag-
mentami réwniez w ostrych warunkach hybrydyzacji. W jednym aspekcie wynalazku, korzystna cza-
steczka markerowego kwasu nukleinowego, wedtug niniejszego wynalazku, posiada sekwencje kwasu
nukleinowego przedstawiong na SEQ ID nr: 9 do SEQ ID nr 12: lub ich komplementéw lub fragmen-
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tébw. W innym aspekcie wynalazku, korzystna czasteczka markerowego kwasu nukleinowego wedtug
wynalazku posiada pomiedzy 80% a 100% lub 90% a 100% identycznosci sekwencji z sekwencjg
kwasu nukleinowego przedstawiong na SEQ ID nr: 9 do SEQ ID nr: 12 lub jej komplementami lub
fragmentami. W dalszym aspekcie wynalazku, korzystna czasteczka markerowego kwasu nukleino-
wego wedtug wynalazku zajmuje pomiedzy 95% a 100% identycznosci sekwencji z sekwencjg przed-
stawiona na SEQ ID nr 9: do SEQ ID nr 12: lub ich komplementami lub fragmentami. Sekwencje SEQ
ID nr: 9 do SEQ ID nr: 12 moga by¢ stosowane jako markery w sposobach hodowli roslin do identyfi-
kowania potomstwa krzyzéwek genetycznych, podobnych do sposobéw opisywanych dla prostej ana-
lizy sekwencji powtdrki sekwencji DNA markera w ,DNA markers: Protocols, applications and ove-
rviews: (1997) 173-185, Cregan i wsp., wydawca Wiley-Liss NY; ktére w catosci wiaczone jest przez
zacytowanie. Hybrydyzacja sondy z docelowg czasteczka DNA moze by¢ wykrywana wieloma meto-
dami znanymi w stanie techniki, obejmujg one lecz nie sg ograniczone do etykietek fluorescencyjnych,
radioaktywnych, opartych, przeciwciat opartych o etykietki i etykietek chemiluminescencyjnych.

Odnosnie amplifikacji docelowej sekwencji kwasu nukleinowego (to znaczy przez PCR) stosujac
szczegblng pare primeréw amplifikacji, ,warunki scistosci" sa warunkami ktére pozwalajg tej parze
primera na hybrydyzacje jedynie z docelowg sekwencjg kwasu nukleinowego do ktérej primer posia-
dajacy odpowiadajacg sekwencje typu dzikiego (lub jej komplement) mégtby sie wigzaé¢ i korzystnie
wytwarzac¢ unikalny produkt amplifikacji, amplikon, w reakcji amplifikacji termalnej DNA.

Okreslenie ,specyficzny dla (sekwencja docelowa)" wskazuje, ze sonda lub primer hybrydyzuje
w $cistych warunkach hybrydyzaciji, tylko z sekwencjg docelowg, w prébce zawierajacej tg sekwencje
docelowa.

Tak jak zastosowano tutaj ,amplifikowane DNA" lub ,amplikon" odnosi sie do produktu amplifi-
kacji docelowej sekwencji kwasu nukleinowego, bedacej czescig wzorcowego kwasu nukleinowego.
Na przyktad, w celu okreslenia czy roslina kukurydzy pochodzaca z krzyzoéwki ptciowej zawiera przy-
padek transgenicznego genomowego DNA z tej rosliny kukurydzy wedtug niniejszego wynalazku,
DNA ekstrahowane z prébki tkanki roslinnej kukurydzy moze by¢ poddawane amplifikacji kwasu nukle-
inowego stosujgc pare primera DNA, ktory zawiera pierwszy primer pochodzacy z sekwencji flankuja-
cej w genomie rosliny, przylegajacy do miejsca insercji wstawionego heterologicznego DNA i drugi
primer pochodzacy z wstawionego heterologicznego DNA w celu wytworzenia amplikonu, ktéry jest
diagnostyczny jesli chodzi o obecnos¢ tego przypadku DNA. Amplikon ten moze rozciagac sie co do
diugosci tacznej diugosci pary primeréw plus jedna para zasad nukleotydowych, korzystnie plus okoto
pie¢dziesieciu par zasad nukleotydowych, bardziej korzystnie plus okoto sto pie¢dziesieciu par zasad
nukleotydowych. Ewentualnie, para zasad moze pochodzi¢ od sekwencji flankujacej oba miejscach
wstawionego DNA, co daje produkcje amplikonu, ktéry obejmuje petng wstawiong sekwencje (np.,
fragment DNA Mlul z konstruktu ekspresji pMON25490, Fig. 1, okoto 6706 par zasad nukleotydo-
wych). Przedstawiciel pary primera pochodzacej z sekwencji genomowej rosliny moze by¢ umiejsco-
wiony w pewnej odlegtosci od wstawionej sekwencji DNA, odlegtosé ta moze obejmowaé od jednej
pary zasad nukleotydowych az do granicy reakcji amplifikacji, lub do okoto dwudziestu tysiecy par
zasad nukleotydowych. Zastosowanie terminu ,amplikon" szczegdlnie wytacza primery dimeryczne,
ktére moga by¢ tworzone w reakcji termalnej DNA.

Amplifikacja kwasu nukleinowego moze by¢ dokonana wieloma réznymi metodami znanymi
w stanie techniki, wiaczajgc w to tancuchowg reakcje polimerazy (PCR). Wiele sposobéw amplifikaciji
znanych jest ze stanu techniki i opisanych jest miedzy innymi w opisach patentach St. Zjedn. Am.
0 numerach nr 4,683,195 i 4,683,202 oraz w Protokotach PCR: PCR Protocols: A Guide to Methods
and Applications. Wydawca Innis i wsp., Academic Press, San Diego, 1990. Sposoby amplifikacji PCR
byly rozwijane w celu zamplifikowania do 22 kz genomowego DNA i do 42 kz bakteriofagowego DNA
(Cheng i wsp., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5695-5699, 1994). Te, jak rOwniez inne znane ze stanu
techniki, sposoby amplifikacji DNA, moga by¢ stosowane w praktyce niniejszego wynalazku. Sekwen-
cja heterologicznej wstawki DNA lub sekwencja flankujgca DNA z przypadku kukurydzy PV-ZMGT32
(nk603) mogg by¢ weryfikowane (i jesli to konieczne poprawiane) przez amplifikacje takich sekwencji
z DNA ekstrahowanego z nasion lub roslin ztozonych w depozycie ATCC o numerze dostepu nr PTA-
2478, stosujac primery DNA pochodzace z sekwencji dostarczonych tutaj a nastepnie przez standar-
dowe sekwencjonowanie DNA amplikonu PCR (-owego) lub klonowanego.

Amplikon wytworzony tymi sposobami moze byé wykryty wieloma réznymi technikami. Jedng
takg metoda jest Genetic Bit Analysis (Nikiforov i wsp., Nucleic Acid Res. 22:4167-4175, 1994) gdzie
zaprojektowane DNA oligonukleotydowe obejmuje zaréwno przylegajaca sekwencje flankujgaca geno-
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mowego DNA jak i sekwencje wstawionego DNA. Oligonukleotyd jest unieruchomiony w studzienkach
ptytki z mikrostudzienkami. Po przeprowadzeniu PCR regionu bedacego przedmiotem zainteresowa-
nia (stosujac jeden primer w sekwencji wstawki i jeden w przylegajacej flankujgcej sekwencji geno-
mowej), pojedynczo-tancuchowy produkt PCR moze byé hybrydyzowany z unieruchomionym oligonu-
kleotydem i stuzy¢ jako wzorzec dla reakcji wydtuzenia pojedynczg zasada, stosujac polimeraze DNA
i znakowany ddNPT, specyficzny dla spodziewanej nastepnej zasady. Odczyt moze by¢ dokonany
w oparciu o fluorescencje lub o ELISA. Sygnat wskazuje obecnos¢ sekwencji wstawkowej/flankujacej
odpowiedzialnych za pomysing amplifikacje, hybrydyzacje i wydtuzenie pojedynczg zasada.

Inng metoda jest technika Pyrosequencing, jaka zostata opisana przez Winge (Innov. Pharma.
Tech. 00:18-24, 2000). W tej metodzie oligonukleotyd jest zaprojektowany tak, ze obejmuje przylega-
jace genomowe DNA i wstawkowe DNA. Oligonukleotyd jest zhybrydyzowany z jednofancuchowym
produktem PCR z regionu bedacego przedmiotem zainteresowania (jeden primer we wstawionej se-
kwencji i jeden we flankujacej sekwencji genomowej DNA) i inkubowany w obecnosci polimerazy
DNA, ATP, sulfurylazy, lucyferazy, apyrazy, adenozyno-5'-fosfosulfatu i lucyferyny. DNTP sg dodawa-
ne indywidualnie i witgczenie daje w wyniku sygnat swietlny, ktory jest mierzony. Sygnat swietlny
wskazuje na obecnos¢ wstawki insert transgenu/sekwencja flankujaca jako wyniku skutecznej amplifi-
kaciji, hybrydyzacji i wydtuzenia pojedynczego lub wielozasadowego.

Fluorescencja Polaryzacyjna opisana przez Chen i wsp., (Genone Res. 9:492-498, 1999) jest
sposobem, ktéry moze by¢ stosowany do wykrywania amplikonu wedtug wynalazku. Stosujgc ten
sposbb, oligonkleotyd tak jest zaprojektowany aby pokry¢ genomowe flankujgce oraz wstawowe pota-
czenia DNA. Oligonukleotyd ten jest zhybrydyzowany z jednotancuchowym produktem PCR z regionu
bedacego przedmiotem zainteresowania (jeden primer we wstawionej sekwencji DNA i jeden we flan-
kujacej sekwencji genomowego DNA) i inkubowany w obecnosci polimerazy DNA i fluorescencyjnie
znakowanego ddNTP. Przedtuzenie o jedng zasade skutkuje wtgczeniem ddNTP. Wigczenie moze
by¢ mierzone jako zmiana polaryzacji przy zastosowaniu fluorometru. Zmiana w polaryzacji wskazuje
na obecnosé transgenicznej wstawki/sekwencji flankujacej jako wyniku skutecznej amplifikacji, hybry-
dyzacji i wydtuzenia pojedynczego zasadowego.

Tagman® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) jest opisany jako spos6b wykrywania
i 0znaczania ilosciowego obecnosci sekwencji DNA i jest w petni zrozumiatly w postaci instrukcji do-
starczonej przez producenta. W skrdcie, sonda oligonukleotydowa FRET jest tak zaprojektowana aby
pokry¢ genomowe flankowanie oraz potaczenie wstawki DNA. Sonda FRET i primery PCR (jeden
primer we wstawionej sekwencji DNA i jeden w flankujgcej sekwencji genomowej) sg poddawane cy-
klizacji w obecnosci cieptostatej polimerazy i dNTP. Hybrydyzacja sondy FRET daje w wyniku odcze-
pienie i uwolnienie czastki fluorescencji od oziebianej czastki sondy FRET. Sygnat fluorescencyjny
wskazuje na obecnos¢ flankujacej/wstawkowej sekwencji transgenu wyniklych ze skutecznej amplifi-
kaciji i hybrydyzacii.

Czasteczkowy Beacons byt opisany do stosowania w wykrywaniu sekwencji jak opisano w Ty-
angi i wsp., (Nature Biotech. 14:303-308, 1996). W skrécie, sonda oligonukleotydowa FRET jest tak
zaprojektowana aby natozy¢ sie na potaczenie genomowe flankujace i DNA wstawkowe. Unikalna
budowa sondy FRET polega na tym, ze zawiera ona strukture drugorzedowg ktéra utrzymuje cza-
steczki fluorescenciji i czasteczki wygaszajace w scistej bliskosci. Sonda FRET i primery PCR (jeden
primer we wstawkowej sekwencji DNA i jeden w flankujacej sekwencji genomowej) sa poddawane
cyklizacji w obecnosci termostabilnej polimerazy i dNTP. Pomysina amplifikacja PCR, hybrydyzacja
sondy FRET do docelowej sekwencji daje w wyniku usuniecie drugorzedowej struktury sondy i prze-
strzenne oddzielenie czasteczek fluorescencji i czasteczek wygaszajacych. Sygnat fluorescencyjny
wskazuje na obecnos¢ flankujgcej/wstawkowej sekwencji transgenu wynikajacych ze skutecznej am-
plifikacji i hybrydyzacii.

Przyktady

Przyktad 1

PV-ZMGT32 (nk603) (dalej zwane jako nk603) przypadek transgenicznej kukurydzy byt gene-
rowany przez bombardowanie mikropociskami zarodkéw kukurydzy (Songstad i wsp., In Vitro Cell
Plant 32:179-183, 1996) stosujgc liniowy fragment DNA Mlu | pochodzacy z pMON25496 (Figura 1).
Ten fragment DNA zawiera dwie transgeniczne kasety ekspresji, ktére wspolnie nadajg roslinie tole-
rancje na glifosat. Pierwsza kaseta jest ztozona z promotora aktyny 1 ryzu i wstawki (P-Os.Actl
i I-Os.Actl, patent St. Zjedn. Am. nr 5,641,876), operacyjnie zwigzanych z przejsciowym peptydem
chloroplastu Arabidopsis EPSPS (TS-At.EPSPS:CTP2, Klee i wsp., Mol. Gen. Genet. 210:47-442,
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1987), operacyjnie potaczony z syntazg 5-enolopyruwiloshikimato-3-fosforanowg (EPSPS) z Agro-
bacterium sp. szczepu CP4 (Agrtu.aroA:CP4, opis patentowy St. Zjedn. Am.) i operacyjnie potaczo-
ny z terminatorem transkrypcji synatazy nopaliny (T-AGRTU. nos, Fraley i wsp., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 80:4803-4807, 1983). Drugg kasetg ekspresyjng transgenu stanowi promotor wirusa mo-
zaiki kalafiora 35S zawierajacy tandemowsg duplikacje regionu wzmacniacza (P-CaMV.35S, Kay
i wsp., Science 236:1299-1302, 1987; opis patentowy St. Zjedn. Am. nr 5,164,316), zwigzany opera-
cyjnie z intronem Hsp70 Zea mays (I-Zm.Hsp70, opis patentowy St. Zjed. Am. nr 5,326,865), opera-
cyjnie zwigzany z przejsciowym peptydem chloroplastu Arabidopsis EPSPS (TS-At.EPSPS:CTP2,
Klee i wsp., Mol. Gen. Genet. 210:47-442, 1987), operacyjnie potagczony z tolerujaca glifosat syntazg
5-enolopiruwoiloloshikimato-3-fosforanowag (EPSPS) z Agrobacteltrium sp. szczepu CP4 (AGRTU.
aroA:CP4, opis patentowy St. Zjedn. Am.) i operacyjnie potgczony z terminatorem transkrypcji synata-
zy nopaliny (T-AGRTU.nos, Fraley i wsp., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803-4807, 1983). Transge-
niczny kalus z tolerancjg na glifosat, powstaty po bombardowaniu, oddzielano z medium zawierajace-
go 3mM glifosat i rosliny nastepnie regenerowano. Wyprodukowano trzysta cztery rosliny z 91 nieza-
leznych transgenicznych przypadkéw z populacji, wybrano nk603 w oparciu o ztozong kombinacje
charakterystyk wiaczajgc w to tolerancje na glifosfat, dziatania agrotechniczne i pojedyncza wstawke
transgeniczng. Ocena przypadku nk603 i pochodzacego z niego potomstwa, prowadzona w szklarni
i na polu, wskazuje ze ta transgeniczna wstawka nadaje tolerancje, ktéra przekracza handlowe doku-
mentacje dla peinej wegetatywnej i reprodukcyjnej tolerancji na 340 g glifosfatu/akr (840 g glifosfa-
tu/hektar; 32 0z Roundap Ultra/akr) kiedy zastosowano w stadium V4 i V8 lisci.

Przyktad 2

Tolerancje na glifosat kukurydzy nk603 poréwnano do biezacych standardéw handlowych,
GA21 (Opis patentowy St. Zjedn. Am. nr 6,040,497), dla tolerancji na glifosat uszkodzen wegetatyw-
nych i wptywu na wydajnos¢. GA21 zawiera co najmniej 3 trangeniczne kasety ekspresyjne utozone
w tandem w genomie kukurydzy przypadku (SCP/GM/232-Finat, European Comission Health & Con-
sumer Protectio Directorate-General). Kaseta transgenu GA21 sktada sie z promotora aktyny ryzu 1
i intronu pofgczonego z chloroplastowym peptydem przejsciowym karboksylazy rybulozo-1,5-bi-
fosforanu potaczonym ze zmodyfikowanym opornym na glifosat kukurydzowym EPSPS i regionem
terminaciji transkrypcji 3' syntazy nopaliny. Rosliny nk603 i GA21 byly uprawiane w rzedach w powté-
rzonych poletkach doswiadczalnych. Stosowano nastepujace zabiegi: 1) bez opryskéw, 2) opryski
w ilosci 64 uncji/akr Roundup Ultra® w stadium V4 lisci i ponownie 64 uncje/akr Roundup Ultra®
w stadium V8 lisci, 3) oprysk 96 uncji/akr Roundup Ultra® w stadium V4 lisci i ponownie 96 uncji/akr
Roundup Ultra® w stadium V8 lisci. Tolerancja wegetatywna mierzona byta jako procent uszkodzen
wegetatywnych oznaczonych jako ilos¢ malformaciji liscia obserwowanych 10 dni po traktowaniu
herbicydem w stadium V8 liscia. Wydajnos$¢ z kazdego poletka mierzona byta w buszlach /akr i pro-
cent redukcji wydajnosci oznaczono dla kazdego zabiegu z herbicydem w poréwnaniu do zabiegéw
gdzie nie stosowano oprysku. Wyniki przedstawione w Tabeli 1 pokazujg, ze nk603 wykazuje mniej-
szy procent uszkodzen wegetatywnych niz rosliny GA21 i ten obserwowany procent redukcji wydaj-
nosci jest takze mniejszy dla przypadku nk603. Niska ilos¢ przypadkdéw uszkodzen wegetatywnych
obserwowana byta w poletkach nie opryskiwanych, obserwacja ta moze zaleze¢ od réznych czynni-
kéw srodowiskowych, innych nizeli wystawienie na herbicyd glifosatowy. Podwdjna kaseta ekspre-
syjna pMON25496 w nk603, poréwnana zostata do uszkodzen wegetatywnych i wskaznik ptodnosci
z 3 niezaleznych przypadkéw kukurydzy otrzymanych jedynie z promotora CaMV.35S prowadzace-
go ekspresje genu tolerancji glifosatu (AGRTU. aroA:CP4). Obserwowano, ze podwdéjna kaseta
ekspresji nadawata wyzszy poziom tolerancji wegetatywnej i tolerancji rozrodczej, niz trzy niezalez-
ne przypadki kukurydzy (ev 1, ev 2 i ev 3) zawierajace tylko kasete ekspresji, w ktérych ekspresja
genu tolerancji na glifosat byta prowadzona przez promotora CaMV.35S. Wyzszy poziom tolerancji
wegetatywnej na uszkodzenia herbicydem glifosatowym byt obserwowany dla nk603 plus 3 dodat-
kowe przypadki kukurydzy pochodzace z pMON25496, poréwnujac do sredniego uszkodzenia
w 6 przypadkach kukurydzy pochodzacych z konstruktu, w ktérym ekspresja genu tolerancji glifosa-
tu byta prowadzona tylko przez promotora aktyny ryzu i intron (P-Os. Actl/I-Os. Actl). Rosliny
transformowane podwojng kasetg ekspresji posiadajg wyzszy poziom tolerancji glifosatowej na
uszkodzenie wegetatywne i uposledzenie ptodnosci, niz rosliny pochodzace z transformacji poje-
dynczymi kasetami ekspresji, dajgcej poprawienie opornosci dajgcej utrate wydajnosci w wyniku
stosowania herbicydu glifosfatowego. Konstrukt pMON25496 dostarcza dwdch roslinnych kaset
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ekspresji o pojedynczej lokalizacji w nk603, nadajacych wyzszy poziom tolerancji glifosatowej niz
potréjny tandem wstawki wystepujacy w standardzie handlowym - GA21.

Tabelal
Tolerancja glifosfatu przez nk603 - Uszkodzenia wegetatywne, Wydajnos¢ i Ocena Ptodnosci
. i Wydajnosé % redukcji
0
Przypadek Traktowanie % Uszkodzen weg. (buszle/akr) wydajnosci
GA21 bez opryskow 0,3 142,2

64 oz Rou_ndup Ultra® przy V4 53 134.1 57

a nastepnie 64 oz przy V8

96 02 Roqndup Ultra® przy V4 83 129.1 9.2

a nastepnie 96 oz przy V8

nk603 bez opryskow 0,9 145,6

64 oz Rou_ndup Ultra® przy V4 2.9 1385 4.9

a nastepnie 64 oz przy V8

96 oz Rou_ndup Ultra® przy V4 47 140,1 38

a nastepnie 96 oz przy V8

Traktowanie Ocena ptodnosci**
nk603 64 0z Roundup Ultra® przy V8 45
CaMV.35Sev 1 64 oz Roundup Ultra® przy V8 2,0
CaMV.35S ev 2 64 0z Roundup Ultra® przy V8 2,2
CaMV.35S ev 3 64 oz Roundup Ultra® przy V8 2,4
Sred. % uszkodzen weg.

nk603 plus 3 dodatkowe przypadki | 128 0z Roundup Ultra® przy V4 229
PMON25496 a nastepnie przez 1280z przy V8 '
Szes¢ P-Os.Actl przypadkow 128 oz Roundup Ultra® przy V4 28.9
0 pojedynczej kasecie a nastepnie przez 1280z przy V8 '

* Uszkodzenia Weg obserwowane 10 dni po traktowaniu V8 jest jednym pomiarem zrobionym w celu oceny uszkodzen wege-
-tatywnych w odpowiedzi na traktowanie glifosfatem.
** stopien ptodnosci meskiej: 4-5 = petna ptodnos¢; 3 = znaczace zredukowanie wyrzucenia pytku; 0-2 = petna sterylno$¢
- wysoka sterylnos$¢, nie odpowiednie do stosowania w handlu.
Przyktad 3
Odpowiednig czasteczke flankujgcg DNA od nk603 klonowano stosujac zligowane adaptery
i gniazda PCR jak opisano w zestawie Genome Walker™ (katalog # K1807-1, CloneTech Laborato-
ries, Inc, Palo Alto, CA). Pierwszy genomowy DNA z przypadku nk603 byt oczyszczony metodg CTAB
(Rogers i wsp., Plant Mol. Biol 5:69-76, 1985). Genomowe biblioteki DNA do amplifikacji byty przygo-
towywane zgodnie z instrukcjg producenta (Genome Walker™ CloneTech Laboratories, Inc, Palo Alto,
CA). W odrebnych reakcjach, genomowy DNA byt trawiony przez noc w 37°C nastepujacymi restryk-
cyjnymi endonukleazami tepych koncéw EcoRV, Scal Dral, Pvull i Stul (CloneTech Laboratories, Inc,
Palo Alto, Ca). Mieszanina reakcyjna byta ekstrahowana fenol : chloroform, DNA strgcano przez do-
danie etanolu do fazy wodnej, osadzano przez odwirowanie a nastepnie ponownie zawieszano w bu-
forze Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA). Oczyszczone fragmenty DNA z tepymi kon-
cami ligowano do adapterow Genome Walker™ zgodnie z protokotem producenta. Po ligacji, kazda
rekcja byta ogrzewana (70°C przez 5 min) do zatrzymania reakcji a nastepnie rozcienczana 10-krotnie
w buforze Tris-EDTA. Tylko 1 z kazdej przeprowadzonej ligacji byta nastepnie amplifikowana w 50 pl
reakcji, ktéra obejmowata 1 pl odpowiedniej, zligowanej do adaptera, biblioteki, 1 ul 10 uM adaptera
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primera Genome Walker™ API (5' GTATATCGACTCACTATAGGGC 3, SEQ ID nr: 1), 1 pul 10 mM
nk603 specyficznego wobec transgenu nukleotydu.

(5" TGACGTATCAAAGTACCGACAAAAACATCC 3' SEQ ID nr: 2) 1 ul 10 mM deoksyrybonu-
kleotydu, 2,5 pl sulfotlenku dimetylowego, 5 ul 10X buforu PCR zawierajgcego MgCl,, 0,5 pl (2,5 jed-
nostki) termostabilnej polimerazy DNA Amplitaqa (PE Applied Biosystems, Foster City, CA), i H,O do
50 ul. Rekcje prowadzono w termocyklerze stosujac wyliczong temperature kontrolng i nastepujace
warunki cyklizacji: 1 cykl w 95°C przez 9 min; 7 cykli w 94°C przez 2 sek., 70°C przez 3 min; 36 cykli
w 94°C przez 2 sek., 65°C przez 3 min; 1 cykl w 65°C przez 4 min. Jeden pl kazdej pierwotnej reakciji
rozcienczano 50-krotnie woda i amplifikowano w drugorzedowej reakcji (1 pl odpowiedniego rozcien-
czenia z reakcji pierwotnej), 1 ul 10 uM Genome Walker™ zagniezdzonego adaptera primera AP2

(5" ACTATAGGGCACGCGTGGT 3, SEQ ID nr 3, dostarczonego przez producenta), 1 ul 10 uM
transgeno-specyficznego wobec nk603 zagniezdzonego oligonukleotydu.

(5' CTTTGTTTTATTTTGGACTATCCCGACTC 3', SEQ ID nr 4), 1 pl 10 mM deoksyrybonukle-
otydu, 2,5 ul sulfotlenku dimetylowego, 5 ul 10X buforu PCR zawierajgcego MgCl,, 0,5 pl (2,5 jednost-
ki) termostabilnej polimerazy DNA Amplitaq (PE Applied Biosystems, Foster City, CA), i H,O do 50 pl,
stosujac nastepujgce warunki cyklizacji: 1 cykl w 95°C przez 9 min; 5 cykli w 94°C przez 2 sek., 70°C
przez 3 min; 24 cykle w 94°C przez 2 sek., 65°C przez 3 min; 1 cykl w 65°C przez 4 min.

Produkty PCR, reprezentujgce 5 regionéw, ktére spinajg potaczenie pomiedzy transgenicz-
nym insertem nk603 i sgsiadujgcym DNA flankujacym kukurydzy, byly oczyszczane elektroforezg na
zelu agarozowym a nastepnie oczyszczane z matrycy agarozowej stosujgc zestaw QIAquick Gel
Extraction Kit (katalog#28704, Qiagen Inc., Valencia, CA) i klonowane wprost do wektora pGEM-T
Easy vector (katalog. # A1360, Promega, Madison, WI). Tozsamos¢ klonowanych produktéw PCR
i powigzanie z fragmentem Mlu | pMON25496 zostata potwierdzona przez analize sekwencji DNA
(ABI Prism™377, PE Biosystems, Foster City, CA i oprogramowanie do analizy sekwencji DNA-
STAR Inc., Madison, WI).

Podobnie, nk603 3'-flankujaca sekwencja DNA kukurydzy byta amplifikowana i klonowana sto-
sujac specyficzne primery zagniezdzonego genu, takie jak, SEQ ID nr 5 (5' AGATTGAATCCTGT-
TGCCGGTCTTGC 3'i SEQ ID nr: 6 (5 GCGGTGTCATCTATGTTAACTAGATCGGG 3') ktora topi sie
do T-AGRTU.nos terminatora transkrypcyjnego. Dwa transkrypcyjne terminatory T-AGRTU.nos sg
obecne w transgeniczno/genomowej wstawce nk603, jedna wewnetrzna w konstrukcie i jedna przy
koncu 3' konstruktu przylegtego do genomowego DNA kukurydzy. Produkty PCR wytworzone w tej
reakcji byly sekwencjonowane i sekwencja DNA spinajgca potgczenie pomiedzy sekwencjg transge-
niczng a flankujgca byty oddzielone od produktéw wewnetrznego T-AGRTU przez poréwnanie do
znanych elementéw sekwencji genetycznych konstruktu pMON25496 jak opisano poprzednio.

Sekwencja DNA kukurydzy flankujaca oba miejsca transgenicznej wstawki byla oznaczana
w odniesieniu do wykrywania nk603 przez sekwencjonowanie produktéw amplifikacji pochodzacych
z Genome Walker™ i nastepnie poréwnanie do znanej sekwencji transgenu. Przy koncu 5' wstawki
transgenicznej, oznaczono sekwencje segmentu 498 kz otaczajacego ztacze wstawki (SEQ ID nr 7).
Stanowita ona sekwencje o 304 parach zasad (kz) flankujacg genomowe DNA kukurydzy (nukleotydy
1-304 w SEQ ID nr: 7), 45 kz pMON25496 sekwencji konstruktu DNA (nukleotydy 305-349 w SEQ ID
nr: 7) i 149 kz sekwencji DNA z konca 5' P-Os.Actl (nukleotydy 350-498 w SEQ ID nr: 7).

Sekwencje DNA oznaczano dla segmentu 1183 kz dookota ztgcza wstawki (SEQ ID nr 8), ktéra
rozpoczyna sie od 164 kz terminatora transkrypcyjnego T-AGRTU.nos (nukleotydy 1-164 w SEQ ID
nr; 8), sekwencji DNA konstruktu o0 217 kz pMON25496 (nukleotydy 165-381 w SEQ ID nr: 8), 305 kz
gendéw plastydu kukurydzy, rps 11 i rpo (segmenty czesciowe kazdego genu odpowiadajace zasadom
63-363 aksesji X07810 Genbank, odpowiadajgce zasadom 382-686 w SEQ ID nr: 8), i pozostata se-
kwencja DNA stanowigca genomowg sekwencje DNA.

Czasteczki ztagcza DNA, SEQ ID nr: 9, SEQ ID nr: 10, SEQ ID nr 11, i SEQ ID nr: 12 sg howymi
czasteczkami DNA w nk603 i sg diagnostyczne dla rosliny kukurydzy nk603 i jej potomstwa. Cza-
steczki ztagcza DNA, SEQ ID nr: 9, SEQ ID nr: 10 i SEQ ID nr: 11 stanowig okoto 9 nukleotydéw po
kazdej stronie transgenowego fragmentu DNA i genomowego DNA kukurydzy. SEQ ID nr: 9 stwier-
dzono w pozycji nukleotydowej 259-314 SEQ ID nr 7.

Czasteczki ztacza, SEQ ID nr: 10 i 11 sg zlokalizowane w pozycjach nukleotydowych SEQ ID
nr: 8, odpowiednio - 373-390 i 678-695, reprezentujac taczacy czasteczke DNA konstruktu sekwen-
cji DNA z sekwencjg DNA plastydu kukurydzy (SEQ ID nr 10) i konstruktowg sekwencje z genomo-
wg sekwencjg DNA kukurydzy (SEQ ID nr: 11). SEQ ID n: 12 zlokalizowana jest w pozycji nukleoty-
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dowej 156-173 w SEQ ID nr: 8 i reprezentuje nowg czasteczkg DNA w nk603 wynikajaca z jej wy-
stgpienia w fuzji terminatora sekwencji T-AGRTU.nos z odwréconym fragmentem sekwencji promo-
tora aktyny ryzu.

Przyktad 4

Pary primeréw przypadku DNA sg stosowane do wytworzenia amplikonu diagnostycznego dla
nk603. Ten przypadek pary primeréw obejmuje ale nie jest ograniczony do SEQ ID nr: 13 i SEQ ID
nr: 14 dla czasteczki DNA amplikonu i SEQ ID nr: 15i SEQ ID nr: 16 dla 3' czgsteczki DNA. Poza tymi
parami primeréw dodatkowo kazda para primera pochodzaca z SEQ ID nr: 7 i SEQ ID nr: 8, gdy sto-
sowana jest w reakcji amplifikacji DNA, wytwarza diagnostyczny amplikon dla nk603. jest przedmiotem
niniejszego wynalazku. Warunki amplifikacji dla tej analizy sg przedstawione w Tabeli 2 i Tabeli 3 dla
regionu potaczenia 5' wstawka transgenowa/potgczenie genomowe. Ta sama metoda jest zastosowa-
na do amplifikacji czasteczki 3' DNA amplikonu stosujac czasteczki DNA primera SEQ ID nr: 151 SEQ
ID nr: 16, jakkolwiek, kazda modyfikacja tych sposobdw stosujgcych czgsteczki DNA lub ich komple-
menty do wytworzenia czasteczki DNA diagnostycznej dla nk603 miesci sie w zakresie umiejetnosci
fachowca w tej dziedzinie. Ponadto, kontrolna para primera (SEQ ID nr; 17 i 18) do amplifikacji endo-
gennego genu kukurydzy jest wiaczona jako standard wewnetrzny do warunkéw reakcji. Analiza préb-
ki ekstraktu DNA z tkanek rosliny nk603 powinna zawiera¢ pozytywng kontrole ekstraktu tkankowego
DNA z nk603, negatywng kontrole ekstraktu DNA z rosliny kukurydzy, ktéra nie jest nk603 i negatyw-
ng kontrole ktdra nie zawiera wzorca ekstraktu DNA kukurydzy. Dodatkowe czasteczki DNA primera
o dostatecznej dtugosci moga by¢ wybrane z SEQ ID nr: 7 i SEQ ID nr: 8 przez fachowcéw biegtych
w sposobach amplifikacji DNA i warunkach optymalizacji produkcji amplikonu, ktéry moze réznic sie
od sposobéw wskazanych w Tabeli 2 i Tabeli 3, lecz daje w wyniku diagnostyczny amplikon dla
nk603. Zastosowanie tych sekwencji DNA primeréw z modyfikacjami do Tabeli 2 i 3 miesci sie w za-
kresie wynalazku. Amplikon, w ktérym co najmniej jedna czasteczka DNA primera o dostatecznej diu-
gosci pochodzita z SEQ ID nr; 7 i SEQ ID nr: 8, to 1A, jest diagnostyczna dla nk603, jest przedmiotem
wynalazku. Amplikon, w ktérym co najmniej jedna czasteczka DNA primera o dostatecznej dtugosci
pochodzita z ktérychkolwiek genetycznych elementéw pMON25496 jest diagnostyczna dla nk603, jest
réwniez przedmiotem wynalazku. Préba dla amplikonu nk603 moze zosta¢ przeprowadzona przy za-
stosowaniu Stratagene Robocycler, MJ Engine, Parkin-Elmer 9700 lub Eppendorf Mastercycler Gra-
dient termocyklizator jak pokazano na Tabeli 3 lub sposobami i aparaturg znanymi w stanie techniki.

Tabela 2
Procedura PCR i mieszanina reakcyjna dla potwierdzenia w nk603 regionu zfgcza - 5' wstawka
transgen/genomowy
Etap Odczynnik llos¢ Komentarz
1 2 3 4
1 Woda wolna od nukleazy dodana do koh- -
cowej objetosci
20 pl
2 10X bufor reakcyjny (z MgCly) 2,0l 1X stezenie koncowe buforu,
1,5 mM stezenie kohcowe
MgC|2
3 10 mM roztwér dATP, dCTP, dGTP i dTTP 0,4 ul 200 uM stezenie koncowe
kazdego cNTP
4 przypadek primera (SEQ ID nr 13) (zawieszony 0,4 pl 0,2 uM stezenie koncowe
w 1X bufor TE lub wodzie wolnej od nukleazy do
stezenia 10 uM)
5 przypadek primera (SEQ ID nr 14) (zawieszony 0,4 ul 0,2 uM stezenie korncowe
w 1X bufor TE lub wodzie wolnej od nukleazy do
stezenia 10 uM)
6 przypadek primera (SEQ ID nr 17) (zawieszony 0,2 ul 0,1 uM stezenie koncowe
w 1X bufor TE lub wodzie wolnej od nukleazy do
stezenia 10 uM)
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cd. tabeli 1
1 2 3 4
7 przypadek primera (SEQ ID nr 18) (zawieszony 0,2 ul 0,1 uM stezenie koncowe
w 1X bufor TE lub wodzie wolnej od nukleazy do
stezenia 10 uM)
8 bez Rnazy, Dnazay 0,1 ul 50 ng/reakcje

9 REDTaqg polimeraza DNA (1 jednostka/pl)

1 ul zaleca sie
zmieni¢ pipety
przed nastep-
nym etapem)

1 jednostka/reakcji

10 Ekstrahowane DNA (wzorce):

« Prébki do analizy

* poszczegOdlne liscie

« zgrupowane liscie (maksimum 50 lisci/grupe)
» Kontrola negatywna

« Kontrola negatywna

« Kontrola pozytywna

» 10-200 ng ge-
nomowego DNA
» 200 ng geno-
mowego DNA

* 50 ng geno-
mowego DNA
nk603 bez wzor-
ca DNA

* 50 ng geno-
mowego DNA

Tabela 3

Sugerowane parametry dla ré6znych termocykleréw
Delikatne mieszanie, jesli jest potrzebne (bez ogrzewania gornej powierzchni termocyklera) dodanie 1-2 kropli
oleju mineralnego na wierzch reakcji. PCR przeprowadza¢ w Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer
9700 lub Eppendprf Mastercycler Gradient termocyklerze stosujac nastepujgce parametry cyklizacji.
Uwaga: MJ Engine lub termocykler Eppendprf Mastercycler Gradient powinny poruszac sie w okreslonym trybie.
Praca termocyklera Perkin-Elmer 9700 z predkoscig jednostajng nastawiong na maksimum.

Numer cyklu Ustawienia : Stratagene Robocykler
1 94°C 3 minuty
38 94°C 1 minuta
60°C 1 minuta
72°C 1 minuta 30 sekund
1 72°C 10 minut
Ustawienia: MJ Engine lub Perkin-Elmer 9700
1 94°C 3 minuty
38 94°C 10 sekund
60°C 30 sekund
72°C 1 minuta
1 72°C 10 minut
Ustawienia: Eppendorf Mastercycler Gradient
1 94°C 3 minuty
38 94°C 15 sekund
Ustawienia: Eppendorf Mastercycler Gradient
60°C 15 sekund
72°C 1 minuta
1 72°C 10 minut
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WYKAZ SEKWENCJI

Monsanto Co

Behr, Carl
Hironaka, Catherine
Heck, Gregory

You, Jinsong

Przypadek- rosliny zbozowe] PV-ZMGT32 (nk603) i kompozycje i sposoby jej
wykrywania

<130> 38-21(52258)B
<150> 60/213,567

<151> 2000-06-22

<150> 60/241,215

<151»> 2000-10-13

<150> 60/240,014

<151> 2000-10-13

<1l60> 16

<170> PatentIn ‘wersja 3.0

<210> 1

<211s 22

<212> DNA

<213> sztuczny

<220>

<221> Zrddio

<222>  (1)..(22)

<223> w peini zsyntetyzowany
<400> 1

gtatatcgac tcactatagg gc 22
<210> 2

<21l> 30

<212> DNA

<213> .sztuczny

<220>

<221> zrédio

<222> (1)..(30)

<223> W pelni zsyntetyzowany
<400> 2

tgacgtatca aagtaccgac aaaaacatcc 30
<210> 3
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<211> 19
<212> DNA
<213> sztuczny

<220>
<221> zrédio
<222> (1)..(19)

<223> w peXni zsyntetyzowany

<400> 3
actatagggc acgcgtggt

<210> 4
<211> 29
<212> DNA

<213> sztuczny

<220>

<221> Zrodio

<222> (1) ..(29)

<223> w peini zsyntetyzowany

<400> 4
ctttgtttta ttttggacta tcccgactc

<210> 5
<211l> 26
<212> DNA

<213> sztuczny

<220>

<221> grédio
<222> (1})..(26)
<223> w petni zsyntetyzowany

<400> S
agattgaatec ctgttgccgg tettge

<210> €
«211l> 28
<212> DNA

<213»  sztuczny

<220>

<221> Zrédio

<222> (1)..(28)

<223> w peini zsyntetyzowany

19

29

26

15
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gcggtgtecat ctatgttact agatcggg

<210> 7

<211> 498

<212> DNA

<2131> sztuczny
<220>

<221> zrdédic
<222> (1)..(498)
<223>

1-304 genomowy DNA Zea maize

305-349 DNA konstruktora wektora
350-498 DNA promotora aktyny 1 ryzu

<400> 7
aatcgateca

tccagggtga
gaggtaaaca
agccgecgte
gcatttccaa
cggcccacgce
gaggtcattc
ttaccggtcea
aaggtggccc
<210> 8

<211l>
<212>
<213>
<220>
<221>

<222>
<223>

1183
DNA
sztuczny

aaatcegegac
agtatcagag
gatcagcatc
gccattegge
ccctagagac
gtggtaccaa
atatgcttga
aaagtgaaaa

aaagtgaa

Zrédto
(1). i .
1-164 terminator nos 3 Agrobacterium tumefaciens

.(1183)

tgaaatggtg
gatttaccge
agcgctcgaa
cagactcete
gtgcgteect
gcttgatate
gaagagagtc

catcagttaa

gaagaaagag
ccatgeettt
agtttcgtca
ctctctegge
ggtgggctge
cctagggcegg
gggatagtcc

aaggtgtata

165-381 DNA konstruktora wektora
382-686 geny plastydowe Zea maize rpsll i rpoA
687-1183 genomowy DNA Zea maize

<400> 8

agaacagaga
tatggagaca
aaggatgegg
atgagcegat
tcggccagea
ccgegttaac
aaaataaaac

aagtaaaata

gcectecacgtt
agaaggggag
aactgtttee
cttttctetg
agccttgtag
aagcttacte
aaaggtaaga

tcggtaataa

gacgttattt atgagatggg tttttatgat tagagtcceg caattataca tttaatacge

gatagaaaac aaaatatagc gcgcaaacta ggataaatta tcgegegegyg tgtcatctat

28

60

120

180

240

300

380

420

480

498

60

120



gttactagat
gagtaaattt
actgatgttt
ctetettete
tatcaagctt
tcttctcgaa
ageggttteca
ataggtgtta
gcggcatctc
gtacgaatag
ataaaatgga
ttcaacagygg
gacgacgtag
tctetgtett
ggtcgegggyg
gctctgegea
ggggettgte
cagcgcccag
<210> 9
<211> 19
<212> DNA
<213>
<220>
<221>

<222>
<223>

(1)

<4Q0> 9
tgtagcggcec
<210> 10

<211> 18

cggggatatce
cactttgggc
tcacttttga
aagcatatga
ggtaccacgc
ccataacaga
cteLtecttta
catcgegtat
ttccgectacc
catctactgc
caacaacacc
tcgegacacg
gcaggggtgg
caacttgcge
cccgattttt
aatcacgaag
gcgagecgta

agagaaaaaa

sztuczny

£rédio
.. (18)
genomowe i wektorowe DNA i Zea maize

cacgcgtgyg

PL 199 928 B1

cccggggaat
caccttttat
ccaggtaatc
atgacctcga
gacacacttc
ctagtattat
cagacgtctt
acaacttaac
agcacctttt
tgttctgectyg
ctgcecttea
gatgcaacgg
ccataacgac
cggcagtctyg
atagccetggg
aaccagtggg
gecgtegggaa

agaaaggaag

tcggtaccaa
taccgatatt
ttacctttgt
gtaagecttgt
cactctagty
ttgatcattg
tttttaggag
cgtacaccac
accataactt
actttattte
ctaccggtcg
accctecaag
ggtggcggea
ctagacccag
cgaggacgag
geegetegeyg
ggggacgacc

gcgegagatg

gcttttataa
ttactttata
tttattttgy
taacgcggcee
tttgagtgga
aatcgtttat
gtcgacatcc
ttttagcaat
ctgctegttg
ttttaataaa
gagcgacgee
ccaatactcg
tceaacttgt
gggatgctgt
cttggccgaa
cctageccac

cgctaggggg

atg

tagtagaaaa
ccacctttta
actatcccga
gccctaggga
tecectgttate
ttectettgaa
attatgeggce
ggctecgtaat
caaacccact
gtgaaaaacc
gaagatgggg
aggccggacc
tctttccett
gtggaggaga
ccgatccaga
cgccaggage

gceecatgetc

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1183

19

17
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<212> DNA

<213> sztuczny

<220>

<221> Zrdédio

<222> (1)..(18)

<223> plastydowe i wektorowe DNA Zea maize

<400> 10

taccacgecga cacactte 18
<210> 11

<211> 18

<«212> DNA

<213> sztuczny

<220>

<221> zrdédio

<222>  (1)..(18)

223> genomowe 1 wektorowe DNA Zea maize

<400> 11

tgctgttctg ctgacttt 18
<210> 12

<211> 18

<212> DNA

<213> sztuczny

<220>

<221> zrédio

222> (1)..(18)

<223> DNA Agrobacterium tumefaciens terminatora nos 3~ i promotora aktyny ryzu
<400> 12

accaagcttt tataatag _ 18
<210> 13

<211> 22

<212> DNA

<213> sztuczny

<220>

<221> Zrdédio

<222 (1)..(22)

<223> y pelni zsyntetyzowany
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<400> 13
aatcgatcca aaatcgcgac tg

<210> 14

<211> 22

<212> DNA
<213> sztuczny

<220>

<221> zrédio
<222> (1) ..(22)

<223> y pelni zsyntetyzowany

<400> 14
ttcactttgg gccacctttt at

<210> 15
<211l> 22
<212> DNA

<213> sztuczny

<220>

<221> Zrdédio

<222>  (1)..(22)

<223> w peini zsyntetyzowany

<400> 15
gacgttattt atgagatggg tt

<210> 16
<211> 22
<212> DNA

<213> sztuczny

<220>

<221> zrdédio

<222> (1)..(22)

<223> y pelni zsyntetyzowany

<400> 16
catcatctcg cgccttecctt tc

22

22

22

22

19
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Zastrzezenia patentowe

1. Czasteczka DNA umozliwiajgca identyfikacje roslin kukurydzy pV-ZMGT32 (nk603) toleruja-
cych glifosat, znamienna tym, ze zawiera sekwencje nukleotydowg zidentyfikowang jako SEQ ID nr/7
lub SEQ ID nr: 8.

2. Para czgsteczek DNA sktadajgca sie z: pierwszej czasteczki DNA i z drugiej czasteczki DNA,
znamienna tym, ze czasteczki DNA sg o0 wystarczajgcej dtugosci sasiednich nukleotydéw o sekwencji
SEQ ID nr: 7 lub ich komplementéw do dziatania jako primery DNA lub sondy diagnostyczne dla DNA
ekstrahowanego z rosliny kukurydzy PV-ZMGT32(nk603) lub jej potomstwa.

3. Para czgsteczek DNA skfadajgca sie z: pierwszej czasteczki DNA i z drugiej czasteczki DNA,
znamienna tym, ze czasteczki DNA sg o wystarczajacej dtugosci sagsiednich nukleotydéw o sekwencji
SEQ ID nr: 8 lub ich komplementéw do dziatania jako primery DNA lub sondy diagnostyczne dla eks-
trahowanego DNA z rosliny kukurydzy PV-ZMGT32(nk603) lub jej potomstwa.

4. Sposodb wykrywania obecnosci czgsteczki DNA wybranej z grupy sktadajacej sie z SEQ ID
nr: 7i SEQ ID nr: 8 w prébce DNA, znamienny tym, ze

(a) ekstrahuje sie probke DNA z rosliny kukurydzy;

(b) kontaktuje sie prébke DNA z DNA pary primera zawierajaca czasteczki DNA primera 0 wy-
starczajacej dtugosci sasiadujacych nukleotydéw SEQ ID nr: 7 lub jego komplementu; lub SEQ ID nr 8
lub jej komplementu;

(c) dostarcza sie warunki reakcji do amplifikacji kwasu nukleinowego;

(d) przeprowadza sie reakcje amplifikacji kwasu nukleinowego, wytwarzajac w ten sposob cza-
steczke amplikonu DNA; i

(e) wykrywa sie czasteczke DNA amplikonu.

5. Sposéb wykrywania obecnosci czasteczki DNA wybranej z grupy skfadajgcej sie z SEQ ID
nr: 7i SEQ ID nr: 8 w prébce DNA, znamienny tym, ze

(a) ekstrahuje sie probke DNA z rosliny kukurydzy;

(b) kontaktuje sie prébke DNA z czasteczkg DNA zidentyfikowang jako SEQ ID nr;: 9, SEQ ID
nr: SEQ ID nr; 10, SEQ ID nr: 11 lub SEQ ID nr: 12, przy czym wspomniana czasteczka DNA jest
sondg DNA ktéra hybrydyzuje w scistych warunkach hybrydyzacji z czasteczkg DNA wybrang z grupy
skladajgcej sie z SEQ ID nr: 7 lub SEQ ID nr: 8, i nie hybrydyzuje w $cistych warunkach hybrydyzaciji
z probka DNA nie zawierajaca czgsteczki DNA zidentyfikowanej jako SEQ ID nr: 7 lub SEQ ID nr: 8;

(c) poddaje sie probke i sonde warunkom $cistej hybrydyzacji i wykrywa sie hybrydyzacje
sondy z DNA.

6. Czasteczka DNA wybrana z grupy sktadajacej sie z SEQ ID nr: 9, SEQ ID nr: 10, SEQ ID
nr: 11, SEQ ID nr: 12 i ich komplementow.

7. Spos6b wbudowywania cechy tolerancji na glifosat do roslin kukurydzy, znamienny tym, ze

(a) ekstrahuje sie probke DNA z potomnych roslin kukurydzy;

(b) kontaktuje sie prébke DNA z markerowg czgsteczkg kwasu nukleinowego wybrang z grupy
sktadajgcej sie z SEQ ID nr: 9, SEQ ID nr: 10, SEQ ID nr: 11, SEQ ID nr: 12 i ich komplementami;

(c) prowadzi sie sposéb wspomaganego markerem wbudowywania cechy tolerancji na glifosat,
przy czym cecha tolerancji na glifosat jest genetycznie zwigzana z komplementem czasteczki marke-
rowego kwasu nukleinowego.

8. Zestaw do wykrywania DNA zawierajacy co najmniej jedng czasteczke DNA o dostatecznej
dtugosci sasiadujgcych nukleotydéw homologicznych lub komplementarnych do SEQ ID nr: 7 lub SEQ
ID nr: 8, ktére dziatajg jako primer DNA lub specyficzna sonda dla przypadku kukurydzy PV-
ZMGT32(nk603) i jej potomstwa.

9. Transgeniczna komorka roslinna z tolerancjg glifosatu, zawierajgca wigczong w genom tej
komorki roslinnej czasteczke DNA kodujacy tolerancyjng na glifosat EPSPS oraz DNA o sekwencji
nukleotydowej zdefiniowanej w SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 i SEQ ID NO: 12.

10. Sposob wytwarzania rosliny kukurydzy ktéra toleruje stosowanie herbicydu glifosatu, zna-
mienny tym, ze

a) krzyzuije sie rosline zawierajgcej wtgczong w jej genom czasteczke DNA kodujaca tolerancyj-
ng na glifosat EPSPS, regiony zigcza SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 i SEQ ID
NO: 12, z inng rosling kukurydzy;

b) otrzymuije sie co najmniej jedno pokolenie roslin potomnych pochodzacych z krzyzéwki (a); i
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c) dokonuje sie selekcji potomstwa, ktére jest tolerancyjne na glifosat i zawiera regiony ztgcza
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11i SEQ ID NO: 12.

11. Sposéb hodowli rosliny kukurydzy, ktéra toleruje stosowanie herbicydu glifosat, znamienny
tym, ze

a) sadzi sie co najmniej jedno nasienie rosliny kukurydzy zawierajgce wtgczong w jego genom
czasteczke DNA kodujgca tolerancyjng na glifosat EPSPS i regiony zigcza SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 11 oraz SEQ ID NO: 12,

b) prowadzi sie wzrost z tego nasienia i uzyskuje sie rosline kukurydzy;

c) pokrywa sie tg rosline herbicydem glifosatem tak, ze wspomniana roslina ma mniejsze
uszkodzenia wegetatywne i mniejsze uszkodzenie plonowania w poréwnaniu do innych roslin kukury-
dzy, ktére nie zawierajg SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 i SEQ ID NO: 12.

12. Spos6b wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze etapem selekcjonujacym w c) jest pokrywa-
nie glifosatem.

13. Sposo6b wedtug zastrz. 12, znamienny tym, ze etap selekcjonujacy w czesci c) zawiera etapy:

(i) ekstrahowania prébki DNA z potomnych roslin kukurydzy;

(ii) kontaktowania probki DNA z markerowa czasteczkg kwasu nukleinowego wybrang z grupy
sktadajacej sie z SEQ ID nr: 9, SEQ ID nr: 10, SEQ ID nr: 11, SEQ ID nr: 12 i ich komplementami;

(iii) prowadzenia sposobu wspomagania wbudowywania markera cechy tolerancji na glifosat,
przy czym cecha tolerancji na glifosat jest genetycznie powigzana do komplementu czasteczki marke-
rowego kwasu nukleinowego.

14. Czasteczka DNA wediug zastrz. 1, znamienna tym, ze wspomniana czasteczka DNA
jest obecna w roslinie kukurydzy, nasieniu kukurydzy, tkance kukurydzy lub w jadrze komdérkowym
kukurydzy.

15. Czasteczka DNA wedtug zastrz. 6, znamienna tym, ze wspomniana czasteczka DNA jest
obecna w roslinie kukurydzy, nasieniu kukurydzy, tkance kukurydzy lub w jadrze komérkowym kukurydzy.

Rysunek

Miul 149

Ec.nptl  P-Os.Acti

I-0s.Act1
TS-At.EPSPS:CTP2

PMON25496

9307bp

Miul 6855 T-AGRTU.nos ARGTU.aroA:CP4

AGRTU.aroA:CP4 T-AGRTU.nos

P-CaMV.
TS-ALEPSPS.CTRE o
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