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Spdsob produkeie transgénnych rastlin, uplne transfor-
movanych v generacii To, ktory zahfiia: a) krok genetic-
kej transformécie meristémového explantatu a b) krok
selektivnej kultivdacie, umoZiiujici zo vSetkych trans-
formovanych buniek, $pecificky vyvoj takych buniek,
ktoré vychadzaju zo sekundarnych meristémov a/alebo
buniek, ktoré st schopné vytvorit’ novoformované listo-
vé meristémy; c) regeneraciu transgénnych rastlin, vy-
chadzajiicu z bunkového materialu, ziskaného v kroku
(b).



im

W 256 ~9¢

Sposob produkcie transgénn .ych rastlin, sekundarne meristé-

my a sposob ich produkcie

Oblast techniky

Predkladany vynadlez sa tyka spOsobu produkcie transgé-
nickych rastlin, vychadzajicej =z meristematickych rastlin-
nych tkaniv (meristémov), pricom sui rastliny uUplne transfor-
mované na generaciu Ty. Vyndlez =zahrnuje aj transformované

explantaty, ziskané pocas postupu.

Doterais$i stav techniky

Techniky genetického inZinierstva sa teraz bezne pouzi-
vaju pri zlepSovani rastlinnych druhov. Tieto techniky umoz-
nuju zavedenie novych znakov, ktoré je tazké alebo nemozZné
zaviest klasickymi technikami. Aj napriek vyvoju takychto
technik vSak existujd urc¢ité druhy, ktoré sa tazZko pripravu-
ji na transformaciu, alebo ktoré nemb6zu byt regenerované

z diferencialnych explantatov, ako klic¢nych 1listov alebo

listov. U tychto druhov (napriklad u slnecnice, bavlnika,'

hrachu, fazule, s6ji a podobne) bolo dokazané, Ze tieto taz-
kosti je mozné c¢iastoéne prekonat pouzitim meristémového
explantatu, napriklad vrcholového meristémového explantatu,
ako explantatu na transformaciu.

Pouzivanie meristémov umozZiuje regeneraciu plodnych
rastlin bez etapy kolagendézy. Technika regeneracie z meris-
témov sa aplikuje u velkého poctu rbéznych druhov a u jedného
urc¢itého druhu na velky pocdet genotypov. Vdaka tejto techni-
ke bolo mozné transformovat a regenerovat pocetné vzdorujuce
druhy (vid. napriklad: Bidney so spol., Plant Molecular
Biol. 18, 301 az 313, 1992, Bidney so spol., Proc. 13e Int.
Sunflower Conf., diel 1I, Pisa, september 1992; Schrammeijer
so spol., Plant Cell Rep. 9, 55 az 60, 1990; Christou so
spol., The Plant Journal 2(3), 283 az 290, 1992; Gambley so
spol., Plant Cell Rep. 12, 343 az 346, 1993, Russel so
spol., Plant Cell Rep. 12, 165 az 169, 1993).
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Tato metoéda vsak predstavuje aj isté nevyhody. Pocet-
nost transforméacie je extrémne slabd a regenerované rastliny
st takmer vyhradne chimerické, to znamena, ze niektoré tka-
niva su transformované, zatial ¢o iné nie su. Tato charakte-
ristika vychadza zo skutoc¢nosti, 2e meristém produkuje bun-
kovy materidl, pochadzajuci zo vSetkych tkaniv roéznych casti
rastliny (stonky, korefiov, listov). AvSsak hoci ide o vyspelu
technolégiu, transformaény zakrok vedie k transformacii len
obmedzeného podtu buniek explantatu, pricom bunky su delené
alelickym spdsobom. Meristém nie je nikdy po takejto manipu-
lacii uplne transformovany. Rastliny, regenerované z meris-
tému, ktoré podstipili etapu transformacie, su teda chime-
rické. Rastliny uUplne transgénické st ziskané len rodovou
liniou a to za podmienky, Ze bunky zdrodoCnej linie boli za-
siahnuté transformiciou. Tento typ postupu je opisany na-
priklad v praci: Bidny so spol., Plant Molecular Biol. 18,
301 az 313, 1992; a Schrammeijer so spol., Plant Cell Rep.
9, 55 az 60, 1990.

Nevyhody, predstavované ziskanim chimerickych rastlin,
st v danej oblasti techniky znéame, ale nebolo mozZné priniest
Zziadne rieSenie. Bol spisany systém znacdenia, dovolujuci
medzi chimerickymi rastlinami T rozpoznat tie, ktoré pod-
stipili transformaciu zérodoénej linie a ktoré teda boli
schopné preniest novy =znak na ich potomstvo (Christou
a spol., The Plant Journal 2(3), 283 az 290, 1992). Tato me-
téda ulahcuje =ziskanie, v nasledujucej generacii, uplne
transformovanych rastlin, avsSak rastliny, produkované v ge-
neracii TO, sui vzdy chimerické.

Az do dneska neexistuje metdda, umoziiujuca produkovat
systematickym a predvidatelnym spdsobom, transgénické rast-
liny, dplne transformované v generacii T, pokial sa vycha-

dza z meristémovych explantatov.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez ries$i tento technicky problém. Vy-

nalez sa zakladd na objasneni metddy, umoziiujucej obohatit
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meristémy o transformované bunky na dosiahnutie dplne trans-
formovanych meristémov, t.j. meristémov, ktorych vsSetky bun-
ky su transformované. Podla vyndlezu sa regeneracia rastlin
potom uskutoc¢fiuje vyhradne z takych tkaniv uplne transformo-
vanych explantidtov, &o =zarucCuje transgénicky charakter zis-
kanych rastlin. Autori vyndlezu taktiez objasnuju, Ze sa ur-
¢itych podmienok mézZe byt indukovana nova tvorba (neoforma-
cia) meristémov a novoformovanych listovych puperfiov na lis-
toch explanatov, vychadzajucich =z meristémov. Existencia
tychto novovytvaranych listovych pupefiov, obsahujucich novo-
formované listové meristémy, nebola v literature esSte nikdy
opisand. Spoésob podla vyndlezu taktiezZ umoznuje ziskanie ta-
kychto novoformovanych listovych meristémov v udplne trans-
formovanom stave. Predstavuju teda vynikajuci bunkovy.mate-
rial na regeneraciu rastlin, uplne transformovanych v Tg,.

Vs$eobecne povedané, vyndlez teda poskytuje metddu pro-
dukcie 1plne transformovanych meristémov a metddu, ktora
umozniuje regenerovat, pric¢om vychadza vyhradne =z takychto
explantatov, rastliny Uplne transgénicke v Tj.

Konkrétnejéie sa vynadlez +tyka aj spodsobu produkcie
transgénickych rastlin, uplne transformovanych v generacii
Ty, ktory zahrnuje:

a) krok genetickej transformicie meristémového explantatu a
b) krok selektivnej kultivacie, umoZnujuci zo vSetkych
transformovanych buniek, Specificky vyvoj takych buniek,
ktoré vychadzaju zo sekundarnych meristémov a/alebo buniek,
ktoré st schopné vytvorit novoformované listové meristémy;
c) regeneraciu transgénickych rastlin, vychadzajiucu z bun-
kového materidlu, ziskaného v kroku (b).

V suvislosti s predkladanym vynalezom oznaduje vyraz
"meristémovy explantat" explantat, ktory je zasadne alebo
vyhradne +tvoreny meristémovym tkanivom alebo tkanivom,
schopnym stat sa pocas svojho vyvoja tkanivom meristémovym.
PodYa vyndlezu tento vyndlez zahrnuje najma:

- vrcholovy (apikalny) meristém (v danej oblasti techniky
znamy tieZz ako "primarny meristém"), zvlast potom vrcholovy

meristém stonkovy, t.j. povodom zo stonky;
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- novoformovany listovy pupen,;
. &ast mladého listu, schopnu vytvorit novoformované listo-
vé pupene.

Vyraz "novoformovany listovy pupen" oznacuje pupern, ne-
seny hornym epidermom listu. Obsahuje novovytvoreny (neofor-
movany) listovy meristém. Jeho vyvoj je indukovany "umelo"
sériou presnych kultivaénych podmienok.

Podstata tychto odlisnych explantdtov bude dalej pod-
robnejsie opisana.

Vyraz "sekundarny meristém” oznacuje meristém, vzniknu-
ty z primidrneho meristému. KonkrétnejsSie tento vyraz zahrnu-
je, v stvislosti s vyndlezom, pazusné meristémy, nachadzaju-
ce sa v pazuchach listov a zodpovedaju za vytvorenie bocnych
vetiev rastlin.

Vyraz "pazus$ny pupen"” oznacuje pupenl, umiestneny v pa-
zuchach listu, obsahujici sekunddrny meristém.

Vraz "novoformovany listovy meristém" oznacduje meris-
tém, obsiahnuty v novoformovanom listovom pupeni. Tvorba ta-
kychto meristémov je vyvolavand "umelo", pomocou podmienok
kultivacie, ktoré budiu definované neskorsSie.

Na bunkovej turovni maji sekunddrne meristémy a novofor-
mované listové meristémy rovnaké Struktirne usporiadanie
a funkciu, ako hlavny meristém, ale st mensSej velkosti. No-
voformované listové meristémy sd okrem toho mensSie nez se-
kundarne meristémy.

Prace, veduce k vypracovaniu predkladaného vyndlezu, sa
zakladajd na nasledujicich morfogenetickych principoch.
Vrcholovy meristém obsahuje, v pazuchdch ‘listovych primor-
dii, bunky, ktoré vopred danym spdsobom vytvoria bunkovym
delenim sekundarne meristémy. Existuje moznost, ako "vopred
naprogramované bunky" transformovat postupom geneticke]j
transformicie. Sekunddrne meristémy, vzniknuté delenim tych-
to buniek, potom budd zlozené vyhradne z transformovanych
buniek. To isté plati aj pre bunky, ktoré sa vhodnych kulti-
vaénych podmienok vytvoria novoformované listové meristémy.
Nasledkom toho budd rastliny, regenerované z takychto sekun-

darnych meristémov, transformovanych =z novoformovanych lis-
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tovych meristémov, ktoré uz boli transformované, 1plne
transgénické. v

Autori vynalezu vypracovali systém selektivnej kultiva-
cie, uprednostinujuci z transformovanych buniek vyvoj takych
buniek, ktoré maju pévod v sekundarnych meristémoch a v no-
voformovanych listovych meristémoch. Ostatné bunky su elimi-
nované.

Selektivna kultivacia s vyhodou zahrrniuje nasledujuce
etapy:
i) kultivaciu meristémového explantatu, ktory presSiel
krokom transformacie, v selektivnom prostredi;
ii)  odobranie transformovanych pazusnych pupenov a pripad-
ne transformovanych novoformovanych pazusSnych pupenov, zis-
kanych v priebehu etapy (i);
iii) kultivaciu transformovanych pupefiov, ziskanych podla
(ii), v selektivnom prostredi;
iv) opakovanie etap (ii) a (iii) eSte najmenej raz.

Inymi slovami sa podla vyndlezu explantat, ktory pre-
Siel krokom transformacie, kultivuje v selektivnom prostredi
po stanoveni dobu. Hned ako sa objavi pucanie a niekolko
listov, kultivédcia sa prerus$i a odoberd sa pazusSné pupene
a v pripade potreby aj novoformované listové pupene, ktoré
si prinajmenSom ¢iasto¢ne transformované. Transformovany
stav je rozoznany pomocou selektivneho oznacenia. Pupene su
potom prepichované a kultivované v selektivnom prostredi az
do doby, dokial zase nevytvoria pazus$né pupene a pripadne
novoformované listové pupene. Kultivacia sa prerusi a trans-
formované pupene su znova odobrané a uvedené do kultary.
Niekolkondsobnym opakovanim tohto cyklu "kultivacia po sta-
noveni dobu/odobranie pupenov"' je mozZné ziskat uUplne trans-
formované pupene. S kaZdym puperiom sa vdaka bunkovému dele-
niu zvyS$uje podet transformovanych buniek v pupeni a pomer
transformovanych a netransformovanych buniek. Cykly su opa-
kované az do doby, nez st ziskané uplne transformované pupe-
ne. Uplne transformovany pupeinl sa pozna podla svojej schop-
nosti produkovat vyhonok, majuci vsade zelené sfarbenie a je

charakterizovany svojou schopnostou, =zodpovedajicou trans-



formovanému stavu, odolavat inhibicii spésobenej selektivnym
znacenim. Regeneracia transgénicke] rastliny sa vykonava
z pazusnych puperniov alebo =z novoformovanych listovych pupe-
nov.

Vraz "selektivne &inidlo" oznaduje, Vv spojitosti s vy-
nalezom, ¢inidlo, uprednostriujuce rozvoj transformovanych
buniek. Pouzivanym selektivnym ¢&inidlom je zvycajne kanamy-
cin. V takomto pripade heterolégna sekvencia, zavadzanad po-
¢as transformacie , obsahuje gén, kédujuci odolnost vocéi ka-
namycinu, napriklad NPT II. Kanamycin pOsobi prostrednictom
blokady chloroplastovych ribozémov. Rastlina, odolna voci
kanamycinu, je v dosledku toho zelend, pretoze je schopna
vytvarat funkéné chloroplasty, zatial ¢o neodolna rastlina
vykazuje sfarbenie Z1té alebo biele, charakterizujice nepri-
tomnost chloroplastov. Tento jav umoziiuje vizualnu selekciu
transformantov. Vyberané si zelené, novoformované listové
pupene a zelené pazu$né pupene; hlavny puperi, hlavny klicek
a vsetky casti rastliny, ktoré su biele alebo Zlté, sa od-
stranuju.

Odstranenie hlavného pupena uprednostiiuje vyvoj pazuS-
nych puperiov, najma pokial ide o druh s vrcholovou dominan-
ciou, ako u vybratej slnecnice.

Poc¢et cyklov selektivnej kultivacie je s vyhodou najme-
nej 2, vratane prvej kultivacie meristémového explantatu,
ktory presiel etapou transformicie. PoCet cyklov musi byt
dostatodény na ziskanie uplne transformovanych pupeniov. Ty-
picky je nutné pouzit tri cykly, ale u niektorych druhov
alebo u niektorych transformacnych technik mo6ze byt nevyh-
nutné ich pouzit viac, napriklad 4, 5 alebo 6 cyklov.

Vieobecne kazda etapa kultivacie v selektivnom prostre-
di +trva priblizne 15 dni, ale sa mdZe pohybovat medzi
1 a 3 tyzdiami, v zavislosti na druhu. Trvanie kazdej etapy
kultivacie musi byt dostato¢né na narast vyhonkov, majucich
najmenej jeden list. Pokial sa cyklus vyberu (selekcie) opa-
kuje trikrat, celkové trvanie etapy selektivnej kultivacie
bude asi 6 tyzdnov, pricom je selektivne ¢inidlo pritomné

po¢as celého tohto obdobia. V pripade potreby mbéze byt poclas



transformiacie zadleneny signalny gén, napriklad GUS, na
umo¥nenie analyzy stavu transformacie.

U&innost sposobu podla predkladaného vyndlezu je neca-
kana, pretoze suhrn etap selektivnej kultivacie podla vyna-
lezu +trva znacéne dlh$ie nez =zvycajne pouzivané kultivacie
(napriklad 6 tyzdhov namiesto 2 tyzdiov). Niekolkymi autormi
véak bolo zistené, Ze kanamycin mal osudné uCinky na regene-
raciu rastlin (Schrammeijer so spol., Plant Cell Rep. 9, 55
az 60, 1990). U spdsobov transformicie a regeneracie, vyvi-
janych az do tejto doby, sa teda prejavoval sklon k minima-
lizacii trvania etapy vyberu (selekcie) (Bidney so spol.,
Proc. 13e Int. Sunflower Conf., diel II, Pisa, september
1992). Teraj$i predkladatelia vyndlezu vSak dokazali, zZe
oproti tomu, &o je uvedené v literature, nevykazuje predize-
né obdobie kultivacie, ktoré je selektivne voci kanamycinu,
iadny uéinok na regenerdciu rastliny.

Co sa tyka etapy transformacie meristémového explanta-
tu, je mozné pouzit kazdu vhodnt techniku. Tato etapa obsa-
huje uvedenie meristémového explantatu do kontaktu s mikro-
organizmom Agrobacterium, obsahujucim heteroldgnu sekvenciu,
ktord ma byt zavedend do rastlinnych buniek za podmienok,
umozZnujicich prenos DNA.

Ako transformac¢nu techniku je mozné citovat napriklad
ostreIovanie meristémového explantatu mikrocasticami, pricom
sa kontakt explantatu s Agrobacteriom uskutociiuje bud sibez-
ne alebo aZ po ostrelovani. Tato technika umoziniuje spOsobit
rastline zvy&ené mnozstvo mikrozraneni, ¢o je nevyhnutné na
prenos DNA pomocou Agrobacteria. V pripade subezného ostre-
Tovania a transformacie (prenosu) su mikrocastice obalené
Agrobaceteriom (EP-A-0486234). Kontakt s Agrobacteriom sa
s vyhodou vykondva nésledne po ostrelovani za pouzitia na-
priklad techniky, pouzivanej v EP-A-0486233. Mikrocastice su
zvycajne tvorené zlatom alebo wolframom.

Inad transformaénia technika zahrfnuje uvedenie meristémo-
vého explantatu do kontaktu so suspenziou mikroorganizmu
Agrobacterium. Kontakt trvda 2 aZz 4 dni, prednost sa dava 3

dfiom. Prostredim spolodnej kultiry méZe byt plné médium,
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ktoré sa normalne pouziva na tento ucel.

Zvlast vyhodnym prostredim je médium M2, doplnené BAP
(benzylaminopurinom), ako je opisané niZ$ie v prikladoch.

Agrobacteriom je obvykle Agrobacterium tumefaciens. Je
mozné pouzit roézne kmene, napriklad kmen GV2260 alebo LBA
4404. Ako vektor je mozné citovat bindrny plazmid pGA
492-GI, alebo naviac esSte intrén p35GUS. Dvojica
"kmeri/vektor" méZe ovplyvnit dcinnost transformicie. Vyhodné
je pouzitie kmefia LBA 4401 s vektorom pGA 492-GI.

Sekvencia nukleovej kyseliny, ktord je urcend na zave-
denie do rastlinnych buniek, prenasSa vSetky sekvencie, ktoré
st schopné rastline udelit vlastnosti agronomického vyznamu.
Spomenit mozno sekvenciu, poskytujicu odolnost voc¢i hmyzu,
vot¢i herbicidom alebo voc¢i hubovitym ochoreniam (napriklad
Sclerotinia sclerotorium alebo Botrytis cinerea), jeden ale-
bo viac génov zasobnych bielkovin semien alebo zlepSujucich
kvalitu zasobnych bielkovin, sekvenciu poskytujicu odolnost
vo&i virusom, jeden alebo viac ribozémov, jednu alebo viac
protivzruchovych sekvencii, jeden ¢&i viac génov, zapojenych
v metabolizme mastnych kyselin alebo aminokyselin alebo je-
den ¢&i viac génov, zucCastnujucich sa samcej sterility.

Okrem toho heteroldégna sekvencia zahrnuje aj sekvenciu,
kédujtcu éinidlo, ktoré wumozZiuje vyber (selekciu) transfor-
mantov; napriklad ¢&inidlo, poskytujuce odolnost voci anti-
biotiku, ako je kanamycin, G418 alebo neomycin. Vektor za-
hrnuje regulac¢né sekvencie, nevyhnutné na stabilni expresiu
heterolégnej sekvencie. Ako prométor je mozné uviest promo-
tor 35S, dvojity 35S so zosilnovacom transkripcie £ alebo
prométor ubichitinu, =ziskavany zo slnec¢nic. Zvlastna pred-
nost sa dava terminatoru NOS.

Etapy transformacie a selektivnej kultivacie, opisané
vy$$ie, tvoria c¢ast celku operacii, umozZrnujucich regeneréciu
transgénickych rastlin z vychodiskového explantatu. Spdsob
podla vyndlezu, mb6ze byt ako celok zhrnuty nasledovne:

1. Priprava meristémového explantatu;
2. Uskutoénenie etapy transformidcie explantatu, ako bolo

opisané vysSSie;



3. Uskutoénenie série krokov (etap) selekcie, ako bolo uve-
dené vyssie;

4. Regeneracia transgénickych rastlin, vychadzajic =zo
Struktar, ziskanych v priebehu selekCnych cyklov.

Podla sposobu, opisaného tymto vynalezom, sa priprava
meristémového explantatu skladd =z jednej etapy predkultiva-
cie vrcholového meristému alebo vrcholového polovicéného me-
ristému poc¢as S az 30 dni, s vyhodou potom pocas 5 az 8 dni.

Prostredim pre predkultivdciu je médium pre rastlinna
bunkovi kulturu, doplnené cytokininom a naviac najma
6-benzylaminopurinom (dalej oznacovanym ako BAP). Médiom je
s vyhodou médium MS (Murashige-Skoog), doplnené 0,05 az 2,0
mg/1l BAP, napriklad 0,1 mg/l BAP, bez iného horménu.

Autori vynalezu ukéazali, Ze etapa predkultivacie a jej
dizka maju délezity vplyv na vyvoj explantatu. VzhTadom na
to, 2e jej trvanie prevy3uje 9 alebo 10 dni, objavuju sa na
listoch novoformované listové pupene. Regenerované vyhonky
vrcholového meristému teda maju listky, ktoré na povrchovom
epiderme (pokozke) nesti novoformované listové pupene.

Podla tohto vériantu vynidlezu je pred etapou transfor-
macie mozné odstrihnut novoformované listové pupene alebo
jednoduch$ie aj odobrat kusky listu a pouzit ich v etape
transforméacie. Podla tohto spdsobu uskutoCnenia vynalezu te-
da méze byt meristémovy explantéat, ktory preSiel transforma-
ciou, vytvoreny bud z ¢asti listu, ziskaného najmenej po 9
drioch predkultivacie, schopného poskytnit novoformované lis-
tové pupene alebo z odrezanych novoformovanych listovych pu-
penov.

V pripade, Ze predkultivacia trva S az 12 dni, zapusta
obvykle vrcholovy meristém v etape transformacie priamo me-
ristémovy explantat. V takom pripade s novoformované listo-
vé pupene indukované presne povedané uz v predkultivadnej
etape, ale objavuju sa az pocas vyvoja klic¢nych listov, na-
priklad pocas spolo¢nej kultividcie alebo pocas kultivacie
v selektivnom prostredi.

PodIla vynalezu méZe byt rovnaké kultivaéné médium pou-

Zzivané pre etapy predkultivacie, spolocnej kultivacie a se-
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lekcie. Tymto médiom je s vyhodou médium MS, doplnené BAP
v koncentracii 0,05 az 2,0 mg/l, s vyhodou potom 0,1 mg/1l.
BAP je normalne jedinym fyto-horménom, pritomnym v médiu.
Zvlast sa dava prednost tomu, aby médium neobsahovalo ani
kyselinu giberelovi, ani kyselinu indoloctovi, najmé pokial
ide o predkultiva&né médium. Médium tiez méze byt doplnené,
pre etapy predkultivacie a spolo¢nej kultivacie, fenolovou
zlu¢eninou, napriklad acetosyringonom, schopnym aktivovat
gény vir Agrobacteria. Vhodnd je koncentracia asi 200 puM.
Pre etapu selektivnej kultivacie médium obsahuje najmenej
jedno seleké&né ¢inidlo, vyhodne kanamycin, v koncentracii od
50 do 200 mg/l1l, s vyhodou potom 50 mg/l a pripadne bakte-
riostatické cinidla.

Vrcholové meristémy su ziskané klicenim zrelych semien,
ktoré su vylipané a sterilizované. Postup klicenia sa typic-
ky skladd z kultivacie semien v médiu na klic¢enie, s vyhodou
spevnenom, napriklad v médiu MS, v ktorom boli makro- a mik-
roprvky pripadne redukované na polovicu. Klicenie trva 2 az
4 dni, vyhodne 4 dni, pri teplote 25 °C s vyhodou pri foto-
peridéde v dizke 16 hodin.

Po etapach predkultivacie, transformidcie a selekcie
(vyberu) sa vykonadva etapa regenerédcie, vychadzajiuca z dplne
transformovanych pupenov a vyhonkov. Kultivad¢nymi médiami
a podmienkémi st tie, ktoré sa obvykle na dany ucel a danej
oblasti techniky pouzZivaju. Podmienky regeneracie slnecnice
si udané v nizsSie uvedenych prikladoch.

Okrem vys$ie opisaného spOsobu produkcie transgénickych
rastlin sa vynédlez tyka aj uUplne transformovanych novoformo-
vanycﬁ listovych pupenov a sekunddarnych meristémov, ziska-
nych v priebehu tohto postupu. Rovnako tak sa tyka transgé-
nickych rastlin, dplne transformovanych v generacii T, zis-
kanych z meristémovych explantatov.

Sp6sob podla vynalezu predstavuje mnohé vyhody. Je
najma udinnejs$i nez techniky, skor pouzivané v danej oblasti
techniky, pretozZe regeneracia sa vykonava len vtedy, pokial
je explantat uUplne transformovany. Existujice techniky na-

opak zahrnuju regenerdciu vSetkych meristémov, ktoré presli
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transformaénym postupom, po ktorom nasledoval vyber takych
zo ziskanych chimerickych rastlin, ktorych zarodoCna linia
bola transformovand. Spdsob podla vyndlezu teda umoZnuje
dbélezitu usporu ¢asu a vynalozZenych prostriedkov.

Naviac je vynos u transgénickych rastlin, ziskanych
podla opisovaného postupu, znaéne vys$$i nez vynos, ziskavany
za pouzitia star$ich technik. Napriklad u slneénice poskytu-
je 92 % regenerovanych rastlin najmenej jednu transgénicku
rastlinu v rodovej linii (vid. niZ$ie Tabulka 8). Tento udaj
je mozné porovnat s 0,2 az 2 %, ktoré udava Bidney so spol.,
Plant Molecular Biol. 18, 301 az 313, 1992.

Postup podla vyndlezu je mozné aplikovat na mnohé rast-
1inné druhy a zvlast potom na rastliny dvojklicne, najmd ta-
ké, ktoré sa tazko transformuju a regeneruju. Ako priklad sa
uvadza bavlna, séja, olejnaté rastliny, napriklad slnec¢nica,
druhy, patriace medzi strukoviny, ako hrach, fazula alebo aj
druhy, patriace k tekvicovitym rastlinam ako tekvica.
Z okruhu tychto druhov je moZné pouzit mnoho rdéznych genoty-

pov. Zvlastna prednost sa ddva slnecnici.

PrehTad obrazkov na vvykresoch

Roézne aspekty vynalezu su doloZené na obrazkoch.

Obr. 1 ukazuje protokol, zaznamenadvajuci transforméaciu
listov, vzniknutych =z poloviénych meristémov, na analyzu
expresie enzymu glukuroniddzy v pazuSnych vyhonkoch, regene-

rovanych z novoformovanych listovych pupenov.

Oznacenie:

1 - semeno

2 - médium na klic¢enie MO, 2 dni,

3 - podrobny rozbor vrcholu (apexu), odstrénenie klic¢nych

listov, korienkov a prvého listu
- rozrezanie vrcholu na dve polovice
S - predkultivacia poloviénych meristémov v médiu M2, ob-
sahujlicom acetosyringon v koncentracii 200 upM pocas
30 dni
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novoformovany listovy pupen

pazusné vyhonky, indukované z poloviéného meristému
odobranie listov, nestucich na vrchnej strane novofor-
mované listové pupene

odobratie listov bez novoformovanych listovych pupeniov
ostrelovanie a trojdenna spolo¢na kultivacia listov
s mikroorganizmom Agrobacterium tumefeciens v médiu
M2 obsahujicom acetosyringon v koncentracii 200 uM.
kultivacia v médiu M2, obsahujiucom augmentin v koncen-
tracii 400 mg/l po dobu 15 dni

pazusné vyhonky

vyvoj novoformovanych listovych pupeniov na pazusnych
vyhonkoch

analyzy expresie glukuroniddzy v pazu$nych vyhonkoch,
indukovanych z novoformovanych listovych pupenov, kto-
ré sa objavili na listoch

listovy explantat

Skvrny buniek, transformovanych GUS+

bunkové vysece transformované GUS+

linie buniek, transformovanych GUS+

pazus$né pupene, transformované GUS+

Obr. 2 predklada protokol transformdcie polovicénych me-

ristémov na analyzu expresie glukuronidazy.

Oznacenie:

1 - semeno

2 - médium na klicdenie MO, 2 dni

3 - podrobny rozbor vrcholu (apexu), odstranenie klicnych
listov, korienkov a prvého listu

4 - rozrezanie vrcholu na dve polovice

5 - predkultivacia poloviénych meristémov v médiu M2, ob-
sahujucom acetosyringon v koncentracii 200 pM pocas
5 dni

6 - ostrelovanie a trojdenna spolocéna kultivacia listov

s mikroorganizmom Agrobacterium tumefeciens v médiu

M2, obsahujucom acetosyringon v koncentracii 200 uM
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kultivacia polovicnych meristénov, ostrelovanych
a spolo¢ne kultivovanych v médiu M2, obsahujicom
augmentin (400 mg/l) po dobu 15 dni

novoformovany listovy pupen

pazu$né vyhonky, indukované z polovicnych meristémov
pazusné vyhonky, indukované z poloviénych meristémov
zadkladny kalus

analyzy expresie glukuroniddzy v pazusnych vyhonkoch,
indukovanych z poloviénych meristémov,

$kvrny buniek, transformovanych GUS+

bunkové vysede transformované GUS+

pazusné pupene, transformované GUS+

linie buniek, transformovanych GUS+

pazus$né pupene, transformované GUS+

Obrazok 3 znazornuje vyber (selekciu) pazusSnych vyhon-

transformovanych a regenerovanych z novoformovanych

listovych puperiov na listoch alebo z polovicnych meristémov.

Oznacenie:

1

O 00 NN

polovi&né meristémy, ostrelované a spolo¢ne kultivova-
né podla protokolu, uvedeného na obr. 2

listy, vzniknuté z polovicénych meristémov, ostrelované
a spolo¢ne kultivované podla protokolu, uvedeného na
obr. 1

Prva kultivicia za selekcie vzhladom na kanamycin:

zeleny novotransformovany listovy puper, odolny voci
kanamycinu

kultivacia explantatov v médiu M2, obsahujicom augmen-
tin (400 mg/l) a kanamycin (50 mg/l) po dobu 15 dni
biela ¢ast, ktord je netransformovanda a je citliva na
kanamycin

zeleny pazusny pupeii, odolny voc¢i kanamycinu

zelend transformovana c¢ast, odolna voCi kanamycinu
odobratie zelenych pazusnych puperov

odobratie zelenych novoformovanych listovych pupenov
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Druha kultivacia za selekcie vzhladom na kanamycin:
10 - kultivacia zelenych pazus$nych pupenov, zelenych novo-
formovanych listovych pupefiov a zelenych pazusSnych vy-
honkov v médiu M2, obsahujicom augmentin (400 mg/1)

a kanamycin (50 mg/l) po dobu 15 dni

11 - =zeleny novoformovany listovy pupeni, odolny voc¢i kana-
mycinu

12 - netransformovana biela c¢ast, ktord je citliva na kana-
mycin

13 - zeleny pazu$ny puperi, odolny voci kanamycinu

14 - zelena &ast, odolna voci kanamycinu

15 - =zeleny pazu$ny vyhonok, odolny voc¢i kanamycinu

16 - odobratie zelenych pazusSnych pupenov

17 - odobratie zelenych novoformovanych listovych pupernov

18 - odobratie zelenych pazusSnych vyhonkov

Obr. 4 ukazuje regeneraciu transformovanych rastlin.

Oznacenie:

Tretia kultivéacia za selekcie voci kanamycinu:

1 - kultivacia zelenych pazusSnych pupenov, zelenych novo-
formovanych listovych puperiov a zelenych pazusnych vy-
honkov v médiu M2, obsahujicom augmentin (400 mg/1)
a kanamycin (50 mg/l) po dobu 15 dni

2 - odobratie zelenych pazusnych vyhonkov

3 - chimericky pazu$ny vyhonok s netransformovanymi biely-
mi castami a zelenymi transformovanymi castami

4 - kultivacia v systéme SORBAROD, doplnenom médiom M3 po

dobu 30 dni v kultivacnej miestnosti

- zakorenenie

- vymytie média M3, pridanie média M4

zakorenena rastlina

- kultivacia v systéme SORBAROD po dobu 10 dni v kulti-

0o N O W
I

vacdne]j miestnosti
9 - nezakorenenda rastlina
10 - wvyvoj
11 - kultivacia v systéme SORBAROD v skleniku po dobu 10 dni
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- vyvoj a aklimatizacia
13 - prepichanie zakorenenych rastlin v rasSeline do kveti-
nac¢ov, vrublovanie nezakorenenych rastlin na noside
a kultivacia v raseline
14 - doba kvetu, samoopelenie
15 - rast

Priklady uskutoc¢nenia vynalezu

Priklad 1

Transformacia listov, vzniknutych =z poloviénych meristémov,
na analyzu expresie glukuronidazy vo vyhonkoch, regenerova-

nych z novoformovanych listovych pupenov (obr. 1)
Priprava polovicé¢nych meristémov

Na tieto pokusy sa pouzivaju semend slnec¢nice (Helian-
thus annuus) 1linii Ha300, RHa 274, RHa 297, RHa 356, RHa
359, RHa 362, dvoch populéacii LG60 a LG61, odvodenych inter-
Specifickym kriZzenim s Helianthus petiolaris a mnohych 1i-
nii, dodavanych firmou LIMAGRAIN GENETICS (Les Alleuds). Se-
mena su vylapnuté kvoli odstréaneniu obalov, potom sa steri-
lizované pb dobu 20 mindt vo vodnom roztoku javelského luhu
s 12° chléru, doplnenom Tweenom 80 v mnozstve 1 ml/1l. Vylu-
pané semend sU nasledne patnasobne preplachnuté sterilizova-
nou destilovanou vodou. Potom si ponechané namacat sa 1 ho-
dinu v sterilnej, odstrani sa blana, kryjica semeno. Zvlhc&e-
né semenid su opdt sterilizované 2 mindty vo vodnom roztoku
javelského 1uhu s 6° chléru, +trojnasobne premyté sterilnou
vodou a vysusSené na filtracdnom papieri s digestériu s lami-
narnym tokom. Suché semena st potom dané klic¢it do média MO
s pH 5,8: makroprvky, mikroprvky, Fe-EDTA a vitaminy média
MS (Murashige a Skkog, Physiologia Plantarum 15, 473 az
497, 1962) boli doplnené sacharézou (10 g/l) a agarom (7
g/1l) a ponechané klic¢it v kultivaénej miestnosti pri 26 °C

so 16 hodinou periédou svetla (intenzita svetla 50
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pEinstein/mz) po dobu 2 dni. Kliciace semena sa odoberu
a odstrania sa korienky a kli¢ne 1listy, rovnako ako horna
¢ast vrcholku. Takto ziskany valéek s priemerom niekolko mi-
limetrov je potom rozrezany na dve polovice v osi napojeni

kli¢nych listov.
Kultivéacia poloviénych meristémov

Poloviéné meristémy st kultivované v médiu M2 (makro-
prvky, mikroprvky, Fe-EDTA a vitaminy média MS), doplnenom
sacharézou (10 g/1), BAP (0,1 mg/l), agarom (8 g/l), ktorého
pH je 5,8 az 6,0, ktoré obsahuje 200 mM acetosyringonu, po
dobu 30 dni v kultivaénej miestnosti pri teplote 26 °C a 16
hodinovej peridde svetla (intenzita svetla 50
pEinstein/mZ). Poc¢as tohto obdobia kultivacie vytvaraju po-
loviéné meristémy vyhonky, vychadzajice zo sekundarnych me-
ristémov v pazuchach primordidlnych listov. Po 10 drioch kul-
tivacie sa na vrchnej strane listov objavia vyCnelky. Tieto
vyénelky, ktoré st novoformovanymi listovymi meristénmi, sa
premienaju na novoformované listové pupene (obr. 1). Tieto
pupene pochddzaji =z novotvarov vegetativnych meristémov,
vychadzajicich z epidermdlnych buniek a subepidermalnych bu-
niek vrchnej Casti listov.

Po 30 dnoch kultivécie st odobraté listy, vykazujuce
sekundarne meristémy alebo pupene a 1listy bez novoformova-

nych listovych puperiov (obr. 1).

Ostrelovanie a spolo¢nd kultivacia listov, pochadzajicich

z poloviénych meristémov

Tieto 1listy su ostrelované pomocou dela pre castice
v héliu (Particle Inflow Gun, PIG) (Finner so spol., Plant
Cell Reports 11, 323 az 328, 1992) casticami wolframu (0,2
az 2,0 pm v priemere) na vytvorenie mikroskopickych zraneni
explantatov.

Castice wolframu (50 mg) si sterilizované v 500 pl 95%

etanolu po dobu 20 minit, potom si Stvornasobne premyté od-
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stredenim v sterilnej vode (10 000 otacok za mindtu po dobu
1 minaty). Sterilné castice su dané do 300 pl pufra TE
(Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM). Pre kaZdé ostrelovanie sa pou-
Zziva objem 2 pl &istych castic. Listy su umiestnené vrchnou
castou nahor v Petriho miske s priemerom 5 cm, obsahujicej
geldézova (agarovi) vodu (15 g/l). Petriho misky s explantat-
mi sa umiestnia do dosahu dela a vytvori sa vakuum pomocou
0,982 MPa (736,6 mm Hg). Ostrelovanie Casticami sa uskutod-
fiuje pri tlaku 0,8 MPa (8 barov)a vzdialenosti 16 cm medzi
delom a explantatmi, ktoré maju byt ostrelované.

Ostrelované explantdty su potom umiestnené do Petriho
misky s priemerom 9 cm, obsahujicom médium M2, doplnené 200
uM acetosyringonu. Na jeden explantat sa nanesie 1 kvapka
(1 az 10 pl) suspenzie inaktivovaného mikroorganizmu Agro-
bacterium tumefaciens LBA 4404 (Hoekema so spol., Nature
303, 179 az 180, 1983), pochadzajiuceho z kultiry kultivova-
nej cez noc a o optickej hustote Do = 2 az 600 nm. Kmen LBA
4404 obsahuje binarny vektor pGA492-Gl (an, Plant Physiol.
81, 86 az 91, 1986), nosi¢ génu NPT II, poskytujiceho odol-
nost voci kanamycinu pod kontrolou prométora pNOS
(Herrera-Estrella so spol., EMBO J., 2, 987 az 995, 1983)a
terminatora t-NOS (Depicker so spol., Mol. Appl. Genet. 1,
561 az 573, 1982), v ktorom bol vloZeny na miesto SCa I, gén
- GUS intrén, kontrolovany prométorom p35S z CaMV a terminato-
rom t-NOS (Vancanneyt so spol., Mol. Gen. Genet 220, 245 az
250, 1990). Explantaty, ostrelované a inokulované (zaodkova-
né) mikroorganizmom Agrobacterium tumefaciens si spolocne
kultivovani po dobu 3 dni pri 26 °C a 16 hodinovej peridde
svetla (intenzita svetla SO'pEinstein/mz). Spojenie ostrelo-
vania Cistymi Casticami a spolocnej kultivacie s mikroorga-
nizmom Agrobacterium tumefaciens umozZnuje bombardovanim vy-
volat mikrozranenie listovych buniek a sekundarnych meristé-
mov . Tieto mikrozranenia zaistuju prenikanie baktérie
a vac¢siu Gcinnost transformiacie podla postupu Bidneya so

spol., Plant Mol. Biol. 18, 301 az 313, 1992.
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Kultivacia listov a regeneracia vyhonkov z novoformovanych

listovych pupernov

Po spoloc¢nej kultivacii su explantaty prepichané do
Petriho misky, obsahujicej médium M2, doplnené augmentinom
(400 mg/l) a umiestnené po dobu 15 dni do kultivaénej miest-
nosti (16 hodinova svetelna peridda, 15 uEinstein/mz, 23 °C
a 8 hodinova peridéda tmy pri 21 °C).

Po 15 dnoch kultivacie sa novoformované listové pupene,
hoci sa prave objavujice, alebo uz pritomné na ostrelovanych
a spolo¢ne kultivovanych listoch, vyvijaju do vyhonkov, ma-
jucich 1 aZz 5 listov a kratku stonku. Tieto vyhonky st odde-
1ené a umiestnené do pufra na analyzu aktivity glukuronidazy
(obr. 1).

Analyza glukuroniddzovej aktivity vo vyhonkoch, vzniknutych

z novofomovanych listovych puperiov

Vyhonky, vzniknuté z novoformovanych listovych puperiov,
si ponorené do pufra GUS, obsahujiceho 1 mg/ml X-gluk.
(cyklohexyl-aménium-5-brém-4-chlér-3-indolyl-B-D-glukurono-
vej kyseliny) (Jefferson, Plant Mol. Biol. Rep. 5, 387 az
405, 1987) infiltrované vo vakuu a inkubované v tme 24 hodin
pri 37 °C.

Po 24 hodindch inkubacie su transformované bunky,
u ktorych doslo k expresii génu GUS, vykazujuceho glukuroni-
dazova aktivitu (oznacovanu ako aktivita GUS+), schopné hyd-
rolyzovat X-Glu a uvolnovat zluceninu modrej farby.

Po 24 hodinovej inkubdcii sd viditeIné rézne typy pla-

kov transformovanych buniek, majucich aktivitu GUS+ (obr.
1).
- Skvrny s priemerom niekolko milimetrov, nachédzajiuce sa
na povrchu listov vyhonkov, regenerovanych z novoformovanych
listovych meristémov. Tieto Skvrny st vytvarané z buniek no-
voformovanych listovych meristémov, transformovanych v okam-
ziku ostrelovania a. spolo¢nej kultivacie.

- Rozsiahlej$imi oblastami +transformovanych buniek mézu
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byt bud modré disky s priemerom vACSim nez 5 mm, alebo modré
polovice listov alebo linie modrych buniek. Tieto rozsiah-
lej$ie oblasti su vytvarané =z transformovanych buniek,
nachadzajucich sa vo vnutri meristémov novoformovanych lis-
tovych pupeifiov, ktoré poskytli dplne transformované bunkové
rodové linie (poloviéné listy - disky a linie buniek).

- V niektorych pripadoch si modré pupene alebo sekundarne
meristémy, vykazujuace glukuronidazu, pozorované v pazuchach
listov na vyhonkoch. Tieto sekundidrne meristémy sd uplne
transformované. Pochadzaju bud z vnitornych buniek novofor-
movanych listovych meristémov, ostrelovanych a spolocne kul-
tivovanych, ktoré v priebehu rastu a diferenciacie poskytli
pazudny pupeii v pazuche listu alebo =z transformovanych bu-
niek na povrchu listu, ktory novovytvoril novoformované lis-
tové meristémy a potom sekundarny pupen.

Vysledky, uvedené v tabulke 1, ilustruji percento
ostrelTovanych a spolo&ne kultivovanych listov, ktoreé poskyt-
1i vyhonky, vykazujuce bud Skvrny buniek GUS+ alebo rozsiah-
lej$ie oblasti buniek GUS+ alebo sekundarne meristémy GUS.
va¢$ina ostrelovanych listovych explantiatov obnovuje (rege-
neruje) vyhonky z novoformovanych listovych puperiov, ktoré
obsahuju Skvrny GUS + (80 %) a rozsiahlej$ie oblasti GUS+
(55 %). Tieto vyhonky si chimerickymi klickami, zlozenymi zo

zmesi transformovanych a netransformovanych buniek.

Tabulka 1

Percento ostrelovanych a spolo¢ne kultivovanych explanta-
tov vykazujucich

Skvrny GUS+ rozsiahlejs$ie oblasti GUS+ pazusné pupene

80 55 2

Tieto vyhonky poskytuju geneticky transformovanu rodovu
liniu len pokial existuju transformované bunky v oblasti me-

ristému, obsahujuceho zarodo&né bunky, pochidzajice z vajic-
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ka alebo zrniek pelu. Oproti tomu 2 % ostrelovanych a spo-
lo¢ne kultivovanych listovych explantatov obsahuje transfor-
mované pazus$né pupene, nachddzajiuce sa v pazuchach listov,
nesenych vyhonky, pochadzajicimi z novoformovanych listovych
pupeniov. Jednobunkovy pévod tychto pazuchach pupenov pred-
poklada, Ze su uplne transformované a poskytuju rodovua liniu
transformovanych rastlin podla mendelovského delenia (najme-
nej 3/4 rastlin transformovanych a 1/4 rastlin netransformo-

vanych) .
Priklad 2

Transformacia poloviénych meristémov na analyzu expresie
glukuronidédzy vo vyhonkoch, regenerovanych z polovic¢nych me-

ristémov (obr. 2)
Priprava polovic¢nych meristémov

Priprava poloviénych meristémov je zhodnd so spdsobom

vadzanym v priklade 1 (cast 1.1).
Predbeznéa kultivacia poloviénych meristémov

Polovic¢éné meristémy su vopred kultivované 1, 5, 8 a 12
dni v médiu M2, obsahujiucom acetosyringon (200 pM) pri 26
°C a 16 hodinovej periéde svetla (50 uEinstein/mz).

Po predkultivacii vytvaraji meristémy malé vyhonky, vy-
vijajuce sa zo sekundarnych meristémov a 2z vrcholového me-
ristému. Vyvoj tychto vyhonkov je funkciou doby trvania
predbeznej kultivédcie. Cim je doba predbeznej kultivacie
dlhSia, tym si vyhonky vyvinutejs$ie. Po 12 drnoch predbezZnej
kultivacie nesd vyhonky listy a novoformované 1istové>pupene

na vrchnom povrchu listov (obr. 2).

Odstrelovanie a spoloc¢na kultivacia vopred kultivovanych po-

lovic¢énych meristémov
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Po predkultivdcii st polovié¢né meristémy ostrelované
a spolo¢ne kultivované podla postupu, opisaného v priklade
1, casti " Ostrelovanie a spolo¢na kultivacia listov,

pochadzajucich z poloviénych meristémov”.

Kultivacia ostrelovanych a spolo¢ne kultivovanych polovic-

nych meristémov

Polovic¢né meristémy, ktoré boli predkultivované, ostre-
Tované a spoloéne kultivované, si kultivované v Petriho mis-
kdch s priemerom 9 cm, ktoré obsahujua médium M2, doplnené
augmentinom (400 mg/l) a sU umiestnené Vv kultivaénej miest-
nosti (16 hodinovd svetelna periéda, 15 uEinstein/m2 pri
teplote 23 °C a 8 hodinové obdobie tmy pri teplote 21 °C).

Po 15 diioch kultivacie maju vyhonky 1 az 5 listov a vy-
vija sa stonka =z pazusSnych pupeniov, vrcholového meristému
a tiez a novoformovanych listovych puperiov, ktoré sa objavi-

1i na vrchnom povrchu listov.

Analyza aktivity glukuronidazy vo vyhonkoch, pochadzajucich

z poloviénych meristémov (obr. 2)

Vyhonky, vytvarajuce sa =z polovidénych meristémov, su
oddelené a analyzované vzhladom na expresiu aktivity gluku-
ronidazy. Podmienky testu glukuronidazovej aktivity su opi-
sané v priklade 1, ¢asti "Analyza glukuronidézovej aktivity
vo vyhonkoch, vzniknutych =z novoformovanych listovych pupe-
fiov'. Si pozorované nasledujuce plaky buniek, vykazujucich
glukuronidazova aktivitu (obr. 2):

- $kvrny modrych transformovanych buniek, vykazujucich
glukuronidazu (GUS+)

- rozsiahlej$ie oblasti bunkovych linii, vykazujucich glu-
kuronidazu (GUS+)

- sekundarne meristémy v pazuchéch listov, celkom modré,
prejavujice glukuronidéiu (GUS+)

- naviac v pripade transformacie vopred kultivovanych po-

lovi¢nych meristémov (1 az 12 dni), sa na vrchnej strane
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listov objavuju transformované, novoformované listové pupene
GUS + (obr. 2). Tieto novoformované listové pupene pochadza-
ju z transformovanych buniek, nachddzajiucich sa na mladych
listoch v okamziku ostrelovania a spolocnej kultivacie polo-
vi¢ného meristému. Takéto bunky sa potom vyvijaju v novofor-
mované listové pupene. Jednobunkovy pdévod tychto novoformo-
vanych listovych pupenov umozrnuje ziskat pupene Uplne trans-

formované, poskytujuce transformované rastliny.

Tabulka 2
- doba percento ostrelovanych a spoloc¢ne kultivovanych
|predbeznej poloviénych meristémov, vykazujucich:
kultivacie
(dni) Skvrny buniek rozsiahlejSie| pazu$né pupene
GUS+ oblasti GUS+ GUS+
1 38 26 0
S 50 40 4
8 67 47 0
12 70 38 0

Pocetnost +transformécii, ziskanych ostrelovanim polo-
viénych meristémov, je zvySena, 38 az 70 % ostrelovanych
a spoloc¢ne kultivovanych polovi¢nych meristémov vykazuje
Skvrny GUS + a 26 az 47 % vykazuje SirSie oblasti GUS+ (ta-
bulka 2).

Percento mnozZzstva ostrelovanych a spoloéne kultivova-
nych polovic¢nych meristémov, vykazujicich $irSie oblasti
GUS+, je vyraznejSie zvySené, pokial si polovicéné meristémy
predbezne kultivované 5 dni (40 %) a 8 dni (47 %) (tabulka
2).

Len polovi¢né meristémy, ktoré boli predkultivované S
dni, poskytli vyhonky s celkom modrymi pazusnymi puperimi ¢&i
novoformovanymi listovymi puperimi.

Tieto pazusné alebo listové novoformované a uplne

transformované pupene poskytujui Uplne transformované rastli-
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ny, ktorych rodovi liniu buda najmenej =z 3/4 tvorit trans-
formované rastliny a z 1/4 netransformované rastliny. Doba
5 dni predbeznej kultivéacie je teda optimalnou dobou trvania

pre &tandardny postup, opisovany v tomto vynadleze.

Priklad 3

Transformacia poloviénych meristémov alebo listov, vzniknu-

tych z poloviénych meristémov (obr. 3 a 4)

Transformiacia listov, pochadzajiucich =z polovi¢nych meristé-

mov

Priprava a predbezna kultivédcia poloviénych meristémov,
ostrelovanie a spolo¢na kultivacia listov, pochadzajucich
z poloviénych meristémov, sa vykonavaji podTa postupu, opi-

saného v priklade 1 ¢astiach " Priprava poloviénych meristé-

mov", "Kultivacia poloviénych meristémov" a "Ostrelovanie
a spolod¢na kultivacia listov, pochddzajucich z poloviénych
meristémov"”.

Transformiacia polovicnych meristémov

Priprava, predbezna kultivacia, ostrelovanie a spolocna
kultivacia poloviénych meristémov sa vykonavaju podla postu-
pu, opisaného v priklade 2 castiach "Priprdva polovicnych
meristémov", "Predbezna kultivacia poloviénych meristémov”
a "Ostrelovanie a spoloé¢na kultivacia vopred kultivovanych

polovicénych meristémov".

Vyber vyhonkov, odolnych voc¢i kanamycinu

Prva kultivacia za vyberu v pritomnosti kanamycinu (obf. 3)
Po spolocénej kultivacie su explantéaty (poloviéné meris-

témy alebo 1listy) umiestnené do Petriho misky s priemerom

9 cm, obsahujice médium M2, doplnené 400 mg/l augmentinu
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a 50, 100, 200 a 400 mg/l kanamycinu.

Misky, obsahujice explantaty, st pocas 15 dni kultiva-
cie umiestnené v kultivadnej miestnosti (16 hodinova svetel-
nad peridda, 15 uEinstein/m2 pri teplote 23 °C a 8 hodinové
obdobie tmy pri teplote 21 °C). V priebehu tejto kultivacie
sa explantat vyvija na poskytnutie vyhonkov, majucich 1 éi
5 listov a kratku stonku (obr. 3).

Po 15 drioch kultivacie v selektivnom médiu, obsahujiucom
kanamycin, predstavuju regenerované vyhonky rézne aspekty
v zavislosti na mnozstve transformovanych buniek, odolnych
vo¢i kanamycinu, z ktorych sa skladaju:

- Vyhonky, nesiice listy s oblastami bielymi alebo Zltymi,
zlozenymi z netransformovanych buniek, citlivych vocCi kana-
mycinu a so zelenymi oblastami, zloZenymi z transformovanych
buniek, odolnych vocli kanamycinu.

- Vyhonky, nestuce v priebehu vyvoja zelené pazuSné pupene
v pazuchach listov. Tieto zelené pazusSné pupene su transfor-
mované a vyvijaji sa v pritomnosti kanamycinu v pazusné vy-
honky.

- Vyhonky, nestice sa svojich listoch novoformované z1lté
alebo biele netransformované listové pupene, citlivé vocCi
kanamycinu.

- Vyhonky Uplne biele alebo z1té, netransformovane, citli-
vé voc¢i kanamycinu.

- Vyhonky nesice na listoch vyvijajlice sa zelené pupene
alebo novoformované listové meristémy, odolné voc¢i kanamyci-

nu.
Druh4 kultivacia za vyberu v pritomnosti kanamycinu (obr. 3)

Zelené pazusné vyhonky, zelené pazusSné pupene a meris-
témy alebo zelené novoformované listové pupene a st roz-
pichané do média M2, obsahujuceho augmentin (400 mg/l) a ka-
namycin (50, 100, 200 a 400 mg/l) a inkubuju sa za rovnakych
podmienok kultivacie ako predtym, ¢cast "Prva kultivacia za
vyberu v pritomnosti kanamycinu", po dobu 15 dni.

Po tomto kultivaénom obdobi pazus$né pupene a novoformo-
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vané listové pupene novovyvinuli vyhonky (obr. 3).

- Niektoré vyhonky majd listy, nestce zelené Casti, zlozZe-
né =z +transformovanych buniek, odolnych voci kanamycinu
a biele c&asti, skladajuce sa z netransformovanych buniek,
citlivych voé¢i kanamycinu.

Pritomnost nie celkom transformovanych vyhonkov ukazu-
je, 2ze od prvej kultivdcie neboli vSetky pazusné pupene
a novoformované zelené listové pupene uplne transformované
a umoznili vznik chimerickych vyhonkov, zloZenych =zo zmesi
transformovanych a netransformovanych buniek.

- Niektoré chimerické vyhonky majui sekunddrne meristémy
alebo zelené pazusné pupene odolné voci kanamycinu.

- Niektoré chimerické vyhonky maju listy so =zelenymi
a s bielymi plakmi, ktoré nesi zelené pupene alebo novofor-
mované listové meristémy, odolné vo&¢i kanamycinu.

- Niektoré vyhonky maju zelené listy, nesuce pazusné pupe-
ne alebo zelené sekundarne meristémy. Takéto vyhonky, zlozZe-
né z transformovanych buniek, st odolné voci kanamycinu.

Tieto celkom zelené vyhonky, pochadzajuce =z pazuSnych
pupeiiov alebo pupefiov ¢&i meristémov listovych, novoformova-
nych, sa vyvijaju. Takéto vyhonky si zlozené z velkého poctu
transformovanych buniek, odolnych vo¢i kanamycinu.

U vyhonkov, ziskanych zo sekundarnej kultivacie, je po-
zorované uréité mnoZstvo vyhonkov, ktoré su celkom zelené,
zatial ¢&o do skondenia prvej kultivacie nebol pozorovany
ziadny uplne zeleny vyhonok, ¢o ukazuje, Ze urcité pazusné
pupene alebo novoformované listové pupene, kultivované
v druhej kultivAdcii v pritomnosti kanamycinu, boli uplne

transformované.
Tretia kultivacia za vyberu v pritomnosti kanamycinu (obr.4)

Uplne =zelené vyhonky, zelené pazu$né pupene a zelené
pupene alebo novoformované listové meristémy sa oddelia
a prepichaju do média M2 a kultivuji sa ako predtym, cast
"Prvad kultivacia za vyberu v pritomnosti kanamycinu" obr.
3 a 4.
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Po 15 dfoch kultivacie sa z tychto explantatov vyvinu
vyhonky. Va&sina vyhonkov je uplne zelenych a vyvijaju sa
rychlo v médiu M2, obsahujicom kanamycin. Tieto vyhonky su
Gplne transformované. Malé mnozstvo vyhonkov este vykazujua
zelené plaky a plaky bielych buniek. Tieto chimerické vyhon-
ky sa odstranuju (obr. 4).

Len zelené vyhonky sa prepichuju do kultivaéného systé-
mu SORBAROD. Kultivaény systém SORBAROD sa skladda z uzavre-
tého a sterilného minisklenika, obsahujiceho valce z celulo-
zy, =zvlhéené médiom M3 (makroprvky, mikroprvky, Fe-EDTA
a vitaminy média M3), doplnenom sacharézou (10 g/1). Mini-
sklenik je vybaveny troma otvormi, krytymi membranou, ktoré
zaruduju vymenu plynov a rovnovdhu medzi vnutornou vlhkostou
a vonkajsSou relativnou vlhkostou.

Zelené vyhonky, pochadzajuce =z tretej kultivacie, su
pestované v celulézovych valcoch a vlozené do minisklenikov
SORBAROD (obr. 4). Miniskleniky su umiestnené v kultivaclnej
miestnosti (16 hodinova svetelnd peridéda, 15 uEinstein/m2
pri teplote 23 °C a 8 hodinové obdobie tmy pri teplote 21
°C). Po 3é dinioch kultivacie transformované rastliny zokore-
fuju a vyvijajd sa. Médium M3 je potom odstranené odpipeto-
vanim, valce sU trojnadsobne premyté sterilnou destilovanou
vodou a zvlhcené médiom M4 (makroprvky, mikroprvky, Fe-EDTA
a vitaminy média MS) bez sacharézy. Po 10 dioch kultivacie
v kultivaénej miestnosti rastliny vyvini Siroké listy a do-
siahnu velkost 2 a® 3 cm. Miniskleniky SORBAROD si prenesené
do sklenikov (teplota 26 °C, foroperiéda 16 hodin/ 8 hodin)
na dobu 10 dni. Po tuto dobu sa zakorenené rastliny vyvijaju
a prispdsobuju podmienkam v skleniku (aklimatizuju sa). Po-
tom su valce, nesice rastliny slneénice s rozvinutymi koren-
mi a listami, umiestnené do kvetinacov, obsahujucich raseli-
nu, zavlazovani roztokom typu COIC a LESAINT (Hortic. Rf.
8, 11, 191).

Nezakoréné rastliny su vrublované na stonky nosicov
vriblov (netransformovana slneénica v $tidiu 4 az 6 listov
po odrezani). Spodok stonky transformovanej rastliny je Sik-

mo zrezany a umiestneny do roz$tepu na stonku nosica vrubla.
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Vrubel je pripevneny na nosic speviujucou paskou a obaleny
je plastovym sackom. Po prijati (uchyteni sa) vrubla sa vy-
vijajua listy a stonka a plastovy sacok je'odstréneny. Nosica
vrablov a vruble su potom pestované v skleniku a zalievané
vyZivnym roztokom typu COIC a LEISANT (Hortic. Fr. 8, 11,
1971).

Rastliny slneénice rastd, kvitni a su samoopelené. Se-
mend kazdej transformovanej rastliny sa zberajd na analyzu
oddelenia (segregécie) génu odolnosti voci kanamycinu a génu
GUS (vid. priklad 8).

Priklad 4

Vplyv bakterialneho kmeria a binarneho plazmidu na uc¢innost
genetickej transformacie listov, pochadzajicich z polovic-

nych meristémov

Listy, vychadzajuce z poloviénych meristémov, sa ostre-
Tuju a spolo¢ne kultivujd s réznymi kmerimi:

- LBA 4404, obsahujticom binAdrny plazmid PGA 492-GI (opisa-
ny v priklade 1, casti "Ostrelovanie a spolo¢nd kultivacia
listov, pochadzajucich z polovicnych meristémov")

- GV 2260, obsahujicom bindrny plazmid p35S GUS intron
(Vancanneyf so spol., Mo. Gen. Gnet. 220, 245 az 250, 1990).
- C58°3 (Mullineau so spol., Plant Sci. 63, 237 az 245,
1989) .

Po 6 tyzdroch kultivacie 1listov (podla protokolu, opi-
saného v priklade 3) v selektivnom médiu, obsahujucom 100
alebo 200 mg/l kanamycinu, st zelené vyhonky, odolné voci
kanamycinu, podrobené testu expresie glukuronidazovej akti-
vity. Pokial bunky vykazuju glukuroniddzovi aktivitu, je
oznacdena ako aktivita GUS+. Protokol na testovanie glukuro-
nidzdovej aktivity je opisany v priklade 1, ¢ast “"Analyza
glukuronidazovej aktivity vo vyhonkoch, vzniknutych z novo-

formovanych listovych pupenov".

Vysledky st uvedené v tabulke 3.



Tabulka 3
kmene a binarne % explantatov, vykazujucich:
plazmidy
Skvrny GUS+|rozsiahlejs$ie|pazusné pupene
oblasti GUS+ |GUS+ alebo vy-
honky plne GUS+
GV 2260 21,5 4,5 0

(pGUS intron)

C58'3 0 0 0
(pGA 492-GI)

LBA 4404 38,5 18,5 1
(pGA 492-GI)

Len regenerované vyhonky, pochiddzajice zo spoloénych
kultivacii s GV 2260 (pGUS intron) a LBA 4404 (pGA 492 GI)
vykazali expresiu glukuronidazy (aktivitu GUS+). Za pouzZitia
kmetia C58°’3 nebola namerand ziadna aktivita GUS+. Percen-
tudlne mnoZstvo ostrelovanych a spolo¢ne kultivovanych
explantatov, majucich najmenej jeden vyhonok so Sirokymi ob-
lastami, vykazujtcimi aktivitu GUS+, je najmenej Stvornasob-
ne zvys$ené, pokial sui explantaty spolocne kultivované s kme-
filom LBA 4404 (pGA 492-GI) v porovnani s explantdtmi, ktoré
st spolod¢ne kultivované s kmeriom GV 2260 (pGUS-intron).Len
kmenn LBA 4404 umoziuje ziskat vyhonky alebo sekundarne me-

ristémy, majuce aktivitu GUS+ vo vSetkych bunkach.
Priklad S

Vplyv bakteridlneho kmefia a binarneho plazmidu na uc¢innost

genetickej transformécie poloviénych meristémov

Poloviéné meristémy si ostrelované a spoloc¢ne kultivo-
vané s kmenmi LBA 4404 (pGA 492-Gl), C58’'3 (pGA 492-Gl)a GV
2260 (p35S GUS intron), opisanych v priklade 4.

Po 6 +tyzdifioch kultivadcie podla protokolu, opisaného

v priklade 3, bolo spo¢itané mnozstvo polovicénych meristé-
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mov, schopnych vyvijat vyhonky v pritomnosti kanamycinu

(100 mg/l) (tabulka 4).
Vysledky st nasledujuce:

U¢innost transformacie je definovana ako percentudlne
mnozstvo ostrelovanych a spolodne kultivovanych poloviénych
meristémov, poskytujicich aspon jeden vyhonok, odolny voci

kanamycinu.

Tabulka 4

kmene a binarne plazmidy u¢innost transformacie (%)
C58'3 (pGA 492-GI) 0

LBA 4404 (pGA 492-GI) 4,5

GV 2260 (p35S GUS intron) 1

Spolo¢néa kultivacia poloviénych meristémov s kmeniom LBA
4404 (pGA 492-GI) umoziuje ziskat mnozstvo 4,5 % poloviénych
meristémov, ktoré vytvaraju transformované vyhonky, odolné
vo&i kanamycinu po 6 tyzdioch v médiu M2, obsahujacom 100
mg/l kanamycinu. Toto percentudlne mnozstvo je Stvorndsobne
vy$die nez percento, ziskané pouzitim kmefia GV 2260 (p3sS
GUS intron). Pouzitim kmenia C58'3 nebol ziskany Ziadny vyho-
nok, odolny vocdi kanamycinu.

Kmeih LBA 4404 (pGA 492-GI) bol zvoleny pre Standardny
protokol (opisuje obr. 3), pretoze umoZiiuje rutinnym sposo-
bom ziskat vo zvy$enom mnoZstve Uplne transformované vyhon-

ky.
Priklad 6

Vplyv koncentracie kanamycinu na genetickl transformaciu po-

loviénych meristémov
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Poloviéné meristémy, ostrelované a spoloCne kultivované
s kmetiom LBA 4404 (pGA 492-GI) sa kultivuji po dobu 6 tyzd-
fov v pritomnosti réznych koncentracii kanamycinu (50, 100,
200 a 400 mg/l) v médiu M2 (podla protokolu, opisaného
v priklade 3). Po 6 tyzdhioch kultivacie su zelené vyhonky,
odolné voc¢i kanamycinu, podrobené testovaniu expresie gluku-
ronidazy (protokol je opisany v priklade 1, casti "Analyza
glukuroniddzovej aktivity vo vyhonkoch, vzniknutych z novo-

formovanych listovych puperiov".)

Vysledky su nasledujice:

Tabulka 5
koncentracia percento poloviénych meristémov, poskytuju-
kanamycinu cich :
(mg/1)
pazu$né vyhonky |[vyhonky s pazusné vyhonky
so S$kvrnami GUS+|rozsiahlymi uplne GUS+
50 30 22,5 3,3
100 30,5 18,5 3,3
200 29 15,5 0
400 ' 24 12 0,5

Tabulka 5 wukazuje Gc¢inok kanamycinu na percentualne
mnozstvo poloviénych meristémov, vykazujucich expresiu glu-
kuronidazy. 25 az 30 % ostrelovanych a spolo¢ne kultivova-
nych polovi¢nych meristémov poskytuje najmenej jeden vyho-
nok, vykazujtici glukuronidazu vo forme S$kvrniek pri akejkol-
vek pouzitej koncentracii kanamycinu. Vyber pri vysokej kon-
centracii kanamycinu (200 mg/l alebo 400 mg/l) slabo znizuje
percentuialne mnozstvo polovicénych meristémov, poskytujucich
vyhonky so $kvrnami GUS+, ale citelne znizZuje percentuéine
mNnozZstvo poloviénych meristémov, poskytujicich vyhonky
s rozsiahlymi oblastami GUS+. Len koncentracie 50 mg/l

a 100 mg/l umoznuju ziskat po vybere 3,3 % uUplne transformo-
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vanych vyhonkov. Koncentracia kanamycinu 50 mg/l bola zvole-
n4a pre $tandardny protokol (opisuje obrazky 3 a 4); pri tej-
to koncentracii je mozné ziskat odolné vyhonky, vykazujice

glukuronidazu, rutinnym spdésobom a vo zvySenom mnozstve.
Priklad 7
U¢innost transformacie rdéznych genotypov slnecCnice

Schopnost poloviénych meristémov vegetativneho delenia a no-

votvorby novoformovanych listovych meristémov

V predbeznom pokuse bolo testovanych 50 linii slnecnic
vzhTadom na schopnost indukovat pazus$né vyhonky z polovic-
nych meristémov a novoformovanych listovych meristémov na
listoch vyhonkov. VSetky testované linie regeneruju pazusné
vyhonky z poloviénych meristémov v percentudlnom mnoZstve,
pohybujticom sa od 20 do 90 %. VSetky testované linie posky-
tuja 7 az 44 % poloviénych meristémov, vytvarajucich pazusné
vyhonky, nesiice novoformované listové meristémy na vrchnom
povrchu listov. Viac nez 60 % testovanych linii poskytuje
najmenej 20 % polovi&énych meristémov, regenerujicich pazusné

vyhonky s novoformovanymi listovymi meristénmi na listoch.
Schopnost transformidcie polovic¢nych meristémov

Z 50 1inii ich bolo 10, vykazujicich najsilnejs$iu
schopnost vegetativneho rozmnozovania vyhonkami a iniciacie
meristémov, vybraté na vyhodnotenie ucinnosti genetickej
transformacie poloviénych meristémov.

Priblizne 200 poloviénych meristémov u kazdého zo 16
1inii bolo ostrelovanych a spolo¢ne kultivovanych s kmeriom
LBA 4404 (pGA 492-GI) a néasledne kultivovanych v médiu M2,
obsahujticom 400 mg/l augmentinu a 50 mg/l kanamycinu po dobu
6 tyzdnov (podla protokolu, opisaného v priklade 3).

Po 6 tyzdnoch vyberu (selekcia) vyhonkov, odolnych vocCi

kanamycinu (50 mg/l), poskytli vsSetky testované linie najme-
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nej jeden poloviény meristém, vytvarajuci pazus$né vyhonky
odolné vo&i kanamycinu, ¢o ukazuje, Ze opisany spdsob umoz-
fiuje ziskat u 100 % testovanych linii slne¢nic dplne trans-
formované rastliny slnec¢nice (tabulka 6).

U&innost transformicie sa pohybuje od 0,5 do 6 % v za-
vislosti na 1linidch. Linie, poskytujuce najvys$Siu ucinnost
transformacie (LG15, LG60 a LG61) maju aj najsilnejsSiu
schopnost vegetativneho rozmnozovania z poloviénych meristé-
mov, ¢o naznaduje pozitivny vztah (korelaciu) medzi schop-
nostou transformicie spdésobom, opisanym vo vynaleze a schop-

nostou regenerdacie z polovicénych meristémov.

Tabulka 6
linie % polovicénych|% poloviénych meristémov, uc¢innost
slneénic|meristémov, poskytujicich vyhonky trans-
poskytujucich|s novoformovanymi formacie
pazusné listovymi meristénmi
vyhonky
HA 300 78,5 17,5 2,5
LG 1 65 42,5 0,5
LG 15 85 44,5 3,4
RHa 356 | 71 43,5 2
RHa 362 46 37,5 0,5
RHa 274 70,5 13,5 2,6
RHa 297 66 39,5 1,4
RHa 359 66 39,5 2,3
LG 60 90 nemerané 3,6.
LG 61 90 nemerané 6
Priklad 8
Analyza transformovanych rastlin, regenerovanych z polovicC-

nych meristémov a ich rodové linie
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Vyhonky odolné voéi kanamycinu, prenesené do systému
SORBAROD a aklimatizované v skleniku (priklad 3), su kulti-
vované v skieniku. Na tychto rastlinidch sa vyvija niekolko
odnozi, kazda s jednym uborom.

Analyzy aktivity glukuroniddzy boli vykonané u kazdej
rastliny a kazdej odnozi. U kazdej odnoZi bol test aktivity
glukuronidazy vykonany na jednom liste, na jednom
jazy&kovitom kvete (kvet, umiestneny na obvode uboru,
majuceho korunny platok) a na jednom kvietku kvetenstva,
(vnitorny kvet Uboru, bez korunného platku). Cielom analyzy
aktivity GUS je stanovenie percentudalneho mnozstva uUplne
transformovanych rastlin, ktoré poskytuju rodovd 1liniu, v
ktorej sa zavedené gény (gén NPT II a gén GUS) delia podla
mendelovského spdsobu. Takéto rastliny musia byt zlozené =z
transformovanych buniek vo v8etkych tkanivach a organoch a
najmaé v okvetnych organoch, obsahujicich vajicka a pel,
ktoré po opeleni poskytuju zygoténny klicek (zarodok) ,
obsiahnuty v semene. Rastlina je povazZovana sa uplne trans-
formovanu, pokial vykazuje aktivitu GUS vo v3etkych svojich
odnoziach, listoch, kvetoch a jazydkovitych kvietkoch.

Tabulka 7 ukazuje, 2Ze 92 % transformovanych rastlin,
kultivovanych v skleniku technikou, opisanou v tomto vynale-
ze, je uplne transformovanych; u tychto rastlin vSetky odno-
e nesu listy, jazyckové kvety a kvietky kvetenstva, vykazu-

juce aktivitu glukuronidazy.

Tabulka 7

réstliny TO, uplne|rastliny TO, listy|rastliny TO, odnozZe
GUS+ GUS+, kvety GUS- GUS+, odnoze GUS-

92 % ‘ 6,5 % 1,5 %

Oproti tomu, 8 % transformovanych .rastlin vykazuje
vlastnosti chimerickych rastlin:
- 1,5 % rastlin md niektoré odnoze, ktorych listy a ubory

vykazuju aktivitu GUS+ a iné odnoze, ktorych listy a ubory
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glukuronidézovi aktivitu nevykazuju.

Tieto chimerické rastliny pochddzaju z vyhonkov, kto-
rych niektoré pazusSné pupene boli transformované a iné pa-
zu$né pupene neboli transformované.

- 6,5 % rastlin ma odnoze, ktorych listy vykazuju glukuro-
nidazovu aktivitu a ktorych kvietky kvetenstva alebo jazyc-
kové kvety glukuronidazu nevykazuju.

Tieto chimerické rastliny pochadzajui =z vyhonkov,
ktorych pazu$né pupene, zlozené z buniek transformovanych na
urovni meristémbvého vegetativneho okruzia, pochédzajucich
z vegetativnych d&asti (listy, stonky a listové stopky)
a z buniek netransformovanych na urovni drenovej casti me-
ristému, pochadzajicich z kvetnych a reprodukénych organov.

Percentualne mnozstvo ziskanych chimerickych rastlin je
slabé (8 ®%). V technike, opisanej Vv tomto vynaleze, su
rastliny, majuce jazyckovy kvet alebo kvietok kvetenstva,
nevykazujuce glukuronidazova aktivitu, povazované za chime-
rické a eliminuju sa.

Uplne transformované rastliny su samoopelené niekolkymi
po sebe nasledujucimi uspesSnymi preletmi na rozlozZenie pelu
na kazdy utbor. Néasledne sa jeden az dva mesiace po opeleni
zberaju semena. Semend sa upravuji 5 hodinovym namadcanim do
éteru (0,1% roztok vo vode), vylupuju sa a sterilizuju
(podla protokolu, opisaného v priklade 1). Sterilné semena
sa potom ponechaju kli¢it v médiu MO, obsahujicom 100 mg/1
kanamycinu, v kultiva&nych miskdch Phytatray (Sigma ref.
P1552). Po 15 diloch klicenia su transformované kliciace
rastliny, odolné voé¢i kanamycinu, zelené a rozvijaju zelené
listy. Kli¢iace rastlinky, ktoré si citové voci kanamycinu,
st biele a nevyvijaja ani korienok, ani zelené listy.

Test glukuronidazovej aktivity sa vykonava so zelenymi
listami klic¢iacich rastliniek, odolnych vocé¢i kanamycinu.

Stanovené su percentudlne mnoZzstva klic¢iacich rastli-
niek, odolnych vod¢i kanamycinu a percentudalne mnozstvo rast-

lin, vykazujucich gén GUS (tabulka 8).



Tabulka 8
linia T1|pocet zasiatych|% semien, odolnych|% semien GUS+
semien voci kanamycinu
90-2 37 78 76
84-1-2 40 72 ND
79-1 51 74 20
107-1 8 38 38
139-6 14 35 35
80-1 34 71 71
NT 40 0 0
Delenie (segregacia) génov GUS a NPT II v rodovych
liniach WYplne transformovanych rastlin sleduje mendelovsky

typ delenia,
3/4 rastlin vykazuje gén NPT II alebo gény GUS a 1/4 rastlin

je netransformovanych. Tieto vysledky potvrdzuju, Ze produk-

pretoze takmer vo

vSetkych pripadoch najmenej

¢né rastliny st uplne transformované a nie su chimerické.

Molekularne analyzy tychto

vykonané na wurcenie poctu miest inzercii,

a na zakreslenie okrajov

inzertu (nukleotidové

vlozené do inej nukleotidovej sekvencie) .

transgénickych rastlin boli

poctu képii TDNA

sekvencie,
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PATENTOVE NAROKY

1. Spo6sob produkcie transgénickych rastlin, dplne
transformovanych v generacii To, vyzna cujuci s a
t y m, Ze zahrnuje:

a) krok genetickej transformacie meristémového explantatu a
b) krok selektivnej kultivacie, umoZnujici zo vsSetkych
transformovanych buniek, Specificky vyvoj takych buniek,
ktoré vychadzaji zo sekundarnych meristémov a/alebo buniek,
ktoré su schopné vytvorit novoformované listové meristémy;

c) regeneraciu transgénickych rastlin, vychadzajucu z bun-

kového materialu, ziskaného v kroku (b).

2. Sp6sob produkcie transgénickych rastlin podla naroku
1, vyznacujuci sa tym Ze etapa selektivnej
kultivacie dovoluje ziskanie uUplne transformovanych sekun-
darnych meristémov a pripadne novoformovanych listovych me-
ristémov, uplne transformovanych a zahrnuje:
i) kultivaciu meristémového explantatu, ktory presiel
krokom transformacie, v selektivnom prostredi.;
ii) odobranie transformovanych pazus$nych puperiov a pripad-
ne transformovanych novoformovanych pazus$nych puperiov, zis-
kanych v priebehu etapy (i);
iii) kultivaciu transformovanych puperiov, ziskanych podla
(ii), v selektivnom prostredi;

iv) opakovanie etdp (ii) a (iii) e$te najmenej raz.

3. Spbsob produkcie transgénickych rastlin podla ktoré-
hokolvek z predchddzajiucich narokov, vy znacd¢ugijaci
sa tym, Ze pred etapou transformacie je meristémovy
explantat podrobeny etape predkultivacie v dlizke trvania 5
az 30 dni, s vyhodou potom v dizke 5 aZz 8 dni, v kultivadnom

médiu, obsahujicom cytokinin.

4. SpOsob produkcie transgénickych rastlin podla naroku
3, vyznacujiltci sa tym, Ze sa meristémovy

explantat skladda z primarneho meristému, alebo novoformova-
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ného listového pupena alebo aj z oddeleného mladého listu,
regenerovaného poc¢inajic od primarneho alebo sekundarneho
meristému a obsahujiceho bunky, schopné dat vzniknut novo-

formovanym listovym meristémom.

5. Spb6sob produkcie transgénickych rastlin podla naroku
1, vyznacdujuci sa tym Ze etapa transformacie
zahrnuje ostrelovanie najmenej jednej cCasti explantatu mik-
rocasticami, po ktorom nasleduje uvedenie ostrelovaného
explantatu do styku s mikroorganizmom Agrobacterium, obsahu-
jucom najmenej jednu sekvenciu nukleovej kyseliny, urcent na

zavedenie do meristémovych buniek.

6. Spbésob produkcie transgénickych rastlin podla naroku
1, vyznacujuci sa tym ze etapa transformacie
zahrnuje ostrelovanie najmenej jednej Casti explantatu mik-
roCasticami, pokrytymi DNA, ktord je urdend na zavedenie do

meristémovych buniek.

7. Sp6sob produkcie transgénickych rastlin podla naroku
l, vyznacujuci sa tym, Ze etapa transformacie
zahrnuje uvedenie explantdtu do styku so suspenziou mikro-

organizmu Agrobacterium.

8. Spésob produkcie transgénickych rastlin podla
ktoréhokolvek z predchadzajicich narokov, vy z na & u j G-
ci s a tym, Ze sekvencia nukleovej kyseliny, urdeni na
zavedenie do rastlinnych buniek, prendasa gén odolnosti vodi
hmyzu, voéi herbicidom, vo¢i hubovitym ochoreniam (napriklad
Sclerotinia sclerotorium alebo Botrytis cinerea), jeden ale-
bo viac génov zasobnych bielkovin semien alebo zlep3ujucich
kvalitu zédsobnych bielkovin, sekvencie, pozmenujiuce dozrie-
vanie ovocia, sekvencie poskytujuce odolnost vodi virusom,
jeden alebo viac génov, zapojenych v metabolizme mastnych
kyselin alebo aminokyselin alebo jeden alebo viac génov, zi-

Castrniujucich sa saméej sterility.



9. Spoésob produkcie transgénickych rastlin podTa
ktoréhokolvek z néarokov S az 8, vyznadujuci s a
t ¥y m, Ze sekvencia nukleovej kyseliny, uréend na zavedenie
do rastlinnych buniek, zahrnuje sekvenciu, kédujicu ¢&inidlo,
ktoré umoznuje selekciu transformantov, napriklad &inidlo,

poskytujice odolnost voc¢i antibiotiku ako je kanamycin.

10. Spdsob produkcie transgénickych rastlin podIla naro-
ku 3, vyznacujidci sa tym, Ze Agrobacterium je
Agrobacterium tumefaciens, napriklad kmen LBA 4404, obsahu-

juci binadrny vektor, napriklad pGA492-GI.

11. Spoésob produkcie transgénickych rastlin podla
ktoréhokolvek z predchadzajicich narokov, vy z n a & u j u-
ci sa tym 2e kultivaénym médiom, pouZitym pocas etdap
predkultivacie, spolocnej kultividcie a selekcie (vyberu) je
médium MS, doplnené priblizne 0,05 aZ 2,0 mg/l BAP, s
vyhodou potom 0,1 mg/l BAP, a pokial sa jednd o médium na
selekciu, najmenej jednym selekénym ¢&inidlom, napriklad

kanamycinom a pripadne bakteriostatickymi &inidlami.

12. Spésob produkcie transgénickych rastlin podla naro-
kul1ll, vyznacujuci sa tym, ze médium je tak-
tiez doplnené, pocdas etidp predkultivacie a spolo¢nej kulti-
vacie, fenolickou zldc¢eninou, napriklad acetosyringonom,

schopnym aktivovat gény vir mikroorganizmu Agrobacterium.

13. Spo6sob produkcie . transgénickych rastlin podla
ktoréhokolvek z predchadzajicich narokov, vy z na & u j a-
ci sa tym Ze meristémovy explantiat pochadza z bavlni-
ka, =z olejnatej rastliny, napriklad slneénice (Helianthus
annuus), z druhov, patriacich medzi strukoviny, ako je hrach
(Pisum sativum), fazula (Phaseolus vulgaris) alebo aj z dru-
hov, patriacich k tekvicovitym rastlinam, ako je tekvica

(Curcubita pepo).

14. Spdsob produkcie uplne transformovanych sekundéar-
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nych meristémov alebo Uplne transformovanych novoformovanych
listovych meristémov, vy znac¢ujuci sa tym Se
zahrnuje:

i) uskutocnenie etapy genetickej transformicie meristémo-
vych explantéatov;

ii) kultivaciu explantatov, ktoré podstupili etapu trans-
formacie, v selektivnom prostredi;

iii) odobratie transformovanych pazusnych puperiov a pripad-
ne transformovanych listovych pupenov, ziskanych v priebehu
etapy (ii);

iv) kultivaciu transformovanych pupenov, ziskanych podla
(iii), v selektivnom prostredi;

V) opakovanie, najmenej raz, etap (iii) a (iv).

15. Spo6sob podla naroku 13, vy zna céuj ci sa

t y m, Ze meristémy pochéddzajd zo slnecnice.

16. Uplne transformované sekundarne meristémy a uplne
transformované novoformované meristémy, vy z n a & u ja -
ce sa tym, 2e je ich mozné =ziskat spbdsobom podIla

naroku 14 alebo naroku 15.
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