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Sposob pripravy transgénovych buniek cukrovej repy

Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka pripravy geneticky transformovanych rastlin cukrovej repy. Opisuji

sa najmd spdsoby a materialy na transformaciu rastlin cukrovej repy pomocou Agrobacterium

tumefaciens sprostredkujicej prenos génov.

Doterajsi stav techniky

Sacharoza, vSeobecne znama ako cukor, tvori vo svetovom meradle asi 11 %
kalorického prijmu Tudi. Cukrova repa (Beta vulgaris) je jednym zdvoch hlavnych
pol'nohospodarskych zdrojov jedlého cukru. Priblizne 40 % svetového zasobovania cukrom sa
ziskava z cukrovej repy, z cukrove;j trstiny ako d’al§im hlavnym pol'nohospodarskym zdrojom
cukru, tvoriaceho takmer 60 %. Staty v Eurdpe a byvalom Sovietskom zvize produkujii
takmer vSetok svoj cukor zrastlin cukrovej repy. V Spojenych §tatoch priblizne 30 %
spotrebovaného cukru sa ziskava, z cukrovej repy.’

Rastliny cukrovej repy podliehaju radu patogénov a Skodcov. PoSkodenie virusmi,
plesiiami, baktériami a hmyzom moze zna€ne znizit vytazok a kvalitu pozberaného cukru.
Zvy$enie odolnosti k tymto faktorom pomocou klasickych metdd krizenia bolo pomalé.
Transformacia rastlin cukrovej repy modernymi technikami molekularnej biologie je
atraktivna, avSak cukrova repa sa donedavna ukazovala ako vel'mi odolna voéi transformacii.

Lindsey a Jones (Plant Cell Rep. 8: 71-74, 1989) opisuju transforméciu protoplastov
cukrovej repy elektroporaciou. l

Catlin (Plant Cell Rep. 9: 285-288, 1990) oznamuju ucinok antibiotik na inhibiciu
indukcie kalu aregeiieréciu rastlin z kotyledonov cukrovej repy. Zistilo sa, ze vznik kalu
zavisi na genotype. Zistilo sa, Ze antibiotika inhibuji tvorbllj vyhonkov. Catlin navrhuje, ze
regeneracia cez kotyledonové vypestky, kombinovana s antibiotickym skreeningovymi
protokolmi, by mohla byt uiitoéné pri selekcili transformovaného kalu cukrovej repy.

Jacq akol. (Plant Cell Rep. 12: 621-624, 1993) opisuji ﬁéinky. genotypu,
acetosyringdnu, trvanie predkultiry a spolofnej kultury na transformaciu cukrovej repy
sprostredkovanou Agrobacteriom. Hypokotylové a kotyledonové explahtéty sa vykrojili zo -
sadenic a pestovali sa s Agrobacteriou. T-ransforma'.ty sa kvantifikovali histochemickymi

a fluorometrickymi GUS testami. Transformované rastliny sa nedemonstrovali.
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Hall a kol. (WO 95/10178). opisuju spdsob transformacie protoplastov cukrovej repy
postupom s polyetylénglykolom nasledovanym selekciou aregeneraciou. Transformaéné
frekvencie boli medzi 2,5 x 10° a2 6,1 x 10™.

Lindsey a Gallois (J.Exp.Botany, 41: 529-536, 1990) opisuju transformaciu cukrovej
repy Agrobacteriom tumefaciens obsahujicim bindrny vektor. Rezy tkaniva zo zakladov
vyhonkov sa ocCkovali ponorenim suspenzie baktérii v kvépaline,- indukovali sa s 6-
aminobenzylpurinom, aby vznikli vyhonky a selektovali sa podla antibiotickej rezistencie.
Vyhonky sa preniesli na médium indukujuce korene obsahujice 1-naftalenooctovii kyselinu
a kanamycin. Pri regeneracii vyhonkov ztkaniva listov sa dosiahol maly, alebo Zziadny
uspech.

‘Hall akol. (Nature Biotechnol. 14: 1133-1138, 1996) opisuju spdsob generacie
transgénovych rastlin cukrove] repy =z protop.llastov 6chrannych buniek prieduchom.
Transformacia DNA polyetylénglykolom sa urobila na protoplastoch odvodenych
z ochrannych buniek prieduchov. Selekcia transformantov sa dosiahla podla odolnosti
k bialapozu. Stabilna transforma¢na G¢innost protoplastov bola medzi 1,2 a 5,2 x 10™.
Protoplasty sa regenerovali do kalov a rastlin.

Hayakawa a kol. (Proc. Jap. Sugar Beet Technol. 36: 130-135, 1994) opisuju spdsob
transformacie cukrovej repy sprostredkovany Agrobacteriom. Semend sa nechali vykli¢it
a odstranili sa kotyledony. Kotyledony rastli, pokial' sa neobjavili listy. Kuasky listov sa
narezali a preniesli sa na médium, aby sa umoznila tvorba vyhonkov. Vyhonky sa pouzili na
tvorbu explantatov, ktoré sa nasledovne transformovali s Agrobacteriom. Transformované
explantaty sa nechali, aby vytvorili vyhonky a nasledne sa zakorenili na vhodnych médiach.

Fry a kol. (Poster, Gordon Research Conference on Plant Cell and Tissue Culture, 11.-
16.06.1989) opisuju transformaciu a regeneraciu kétyledénovﬁch explantatov cukrovej repy
ockovanych Agrobacteriom tumefaciens so zakotvenymi exogénnymi sekvenciami nukleovej
kyseliny.

Napriek radu spdsobov dostupnych pre transformaciu cukrovéj repy, existuje potreba
sposobu, ktory je uCinnejsi, ddva stdly zdroj rastlinného materidlu pre nasiedné pokusy
a zabezpeCuje alternativu k existujucim sposobom. Tento vynalez pouziva explantaty listov
pri spdsobe transformacie sprostredkovanej. Agrobacteriom, ktéry umoiﬁujé, aby sa zvysny
rastlinny material propagoval in vitro pre dalSie transformaéné pokusy. Tento vynalez
zabezpeluje zlep§ené sposoby pre produkciu transgénovych rastlin cukrovej repy, aby ziskala

pozadované vlastnosti genetickym inzinierstvom. )



Podstata vynalezu

Pri usili vyvinut metody pre u€inni transformaciu rastlin cukrovej repy sa objavil rad
vynalezeckych krokov, ktoré sii vel'mi prospesné na zlepsenie vysledkov a na experimentalnu
jednoduchost’.

V jednom aspekte tohto vynalezu sa zistilo, ze explantaty listov si prospeSné pre
nasledni transformaciu a také explantaty sa Fahko pripravili z listov mikropropagovanfl/ch
vyhonkov. Mikropropagované kultiry umoziiuju vedcovi udrzZiavat’ kontinualnu kultaru, ¢o
vyznamne znizuje &as na pripravu transgénovych rastlin cukrovej repy. Pretoze sa
mikropropagované kultury lahko udrZiavaju, vedec nemusi kii¢it' semena zakazdym, ked
chce zadat’ transformaéni proceduru. Mikropropagacia je okrem toho prospesna na znizenie
alebo odstranenie neziaducich chimérnych tkaniv.

Znaky a podrobnosti vynalezu budu zrejmejSie vo svetle nasledujiaceho podrobného
opisu vynalezu.

Tento vynalez opisuje spdsob pre u€innu transformaciu rastlin cukrovej repy pomocou
baktérii Agrobacteriufn tumefaciens ako pripravku dodavajuceho exogénnu sekvenciu
nukleovej kyseliny. Exogénna sekvencia nukleovej kyseliny je vyhodne vo forme vektora
transformujiceho rastlinu. V tomto vynaleze mozno pouzit akykolvek vektor vhodny na
transformaciu rastlin. Vhodny plazmid alebo vektor transformujtici rastliny typicky obsahuje
marker, ktory mozno vybrat' alebo skreenovat’ a spojené regulacné prvky, ako sa opisuje,
spolu s jednou, ¢i viac nukleovymi kyselinami schopnymi expresie v rastline spdsobom
dostatoénym, aby dodal zvlastny Ziaduci rys alebo fenotyp rastline. Priklady vhodnych
Struktarnych génov predvidanych tymto vynalezom by zahriiali, aviak neobmedzuju sa na
‘nich, gény tolerancie voti hmyzu alebo Skodcom (baktérie, huby, nematocidy), toleranciu
voéi herbicidom, gény na zlepSenie kvality, ako vytazky nutricnych zlepSeni, toleranciu vodi
okoliu alebo stresu, alebo akékolvek Ziaduce zmeny fyziologie rastlin, rastu, vyvoja,
morfologia, alebo rastlinnych produktov.

Alternativne, kodujice sekvencie DNA mézu ovplyvnit tieto fenotypy_ kodovanim
neprelozitelnej RNA molekuly, ktora spdsobuje cieleni inhibiciu, expresiu endogénového
génu, napriklad cez mechanizmy sprostredkované protismerne alebo kosupresne (pozri
napriklad Bird a kol. Geﬂ. Engin. Re. 9: 207, 1991), RNA by tiez mohla byt katal)"tickou
RNA molekulou (napriklad ribozym) pripravenou, aby Stiepila ziadany endogénovy mRNA
produkt (pozri naprikiad Gibson a Shillitoe, Mol. Biotech. 7: 125, 1997). Teda akykolvek
gén, ktory produkuje protein alebo mRNA, ktory exprimuje pozadovani zmenu fenotypu

alebo morfologie, je uzitoény pre prax tohto vynalezu.
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Priklady nukleovych kyselin, ktoré mozno zaviest metodami zamySlanymi tymto
vynalezom, zahrfiaju napriklad sekvencie DNA alebo gény zinych druhov, alebo gény, alebo
sekvencie, ktoré pochadzaju, alebo si pritomné vrovnakom druhu, ale vkladaju sa do
prijimajicich buniek postupmi genetického inzinierstva skor, nez klasickymi technikami
reprodukcie, alebo Slachtenia. Av§ak vyrazom exogénny sa tiez mysli, aby sa tykal génov,
ktoré nie si normalne pritomné v bunke, ktora sa transformllxje; alebo asi proste nie su
pritomné vo forme, Strukture, atd’, ako sa nachéddzaji v DNA segmente alebo géne, ktory sa
transformuje; alebo gény, ktoré si normalne pritomné, ale ktoré si niekto praje, aby sa
napriklad nadmerne éxprimovali. Teda vyraz ,exogénny“ gén alebo DNA mi znamenat
kazdy gén alebo DNA segment, ktory je zavedeny do prijimajicej bunky bez ohl'adu na to, ¢i
podobny gén moze byt uz pritomny v takej bunke. Typ DNA zahrnuty v exogénnej DNA
moze zahtfiat DNA, ktora je uz pritomna v bunke rastliny, DNA z inej rastliny, DNA z iného
organizmu alebo DNA generovanii externe, ako je sekvencia DNA obsahujuca protizmysélnﬁ
spravu o géne alebo sekvencii DNA kodujucu synteticku alebo modifikovanu verziu génu.

Transformujuce vektory rastlin vieobecne obsahuju jednu, & viac Ziadanych
kodujucich sekvencii nukleovych kyselin pod transkripnou kontrolou 5” a 3" regulaénych
sekvencii. Také vektory vieobecne obsahuju, operativne spojené v sekvencii v smere 5" k 3°,
sekvenciu promotora, ktord usmerfiuje transkripciu po smere Struktirnej sekvencie
nukleovych kyselin vrastline, pripadne 5° neprelozeni vedicu sekvenciu, sekvenciu
nukleovych kyselin, ktord koduje dany protein a 3" nepreloZeni obiast’, ktora koduje
polyadenylaény signal, ktory posobi v rastlinnych bunkach, aby ukongil . transkripciu
a pridanie polaydenylagnych nukleotidov k 3" koncu nRNA kodujuci protein. Promotor moze
byt homologny alebo heterologny k Struktirnej sekvencii nukleovych kyselin. Typické 5" a 3’
regulaéné sekvencie zahimiaju zaCiatoCné ﬁieﬂo iniciacie transkripcie, miesto na viazanie
ribozoémov, signal spracovavajuci RNA, miesto termindcie transkripcie alebo polyadenylacny
signal.

Transformujice vektory rastliny tiez v§eobecne obsahuju markér, ktory mozno vybrat
alebo skreenovat’. Expresia sekvencie markéra,‘ ktory mozno vybrat' alebo skreenovat, vedie
k fenotypu, ktory umozituje diferenciaciu transgénovych a netransgénovych tkaniv cukrove;
répy. ‘ ' |

Akykol'vek markér, ktory mozno vybrat, vhodny pre transformaciu rastlin, sa mdze
pouzit vtomto vynaleze. Priklady markérov, ktoré mozno vybrat', o ktorych sa uvadza, ze
v rastlinach funguju, zahfiiaja EPSPS (Klee akol., Mol. Gen. Genet. 210(3): 437, 1987),
neomycinfosfotransferazu ~ (Loopstra akol, Plant Mol. Biol. 15(1): 1, 1990),
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hydromycinfosfotransferazu (Meijer a kol., Plant Mol. Biol. 16(5): 807, 1991), odolnost’ voci
metotrexatu (Irdani a kol., Plant Mol. Biol. (37(6): 1079, 1998, fosfinotricinacetyltransferazu
(Shen a kol., J. Gen. Virol. 76: 965, 1995) a odolnost’ vo¢i chlorsulfuronu (Lee a kol., Plant
Cell 2(5): 415, 1990). Markery, ktoré mozno skreenovat, ao ktorych sa uvadza, Ze
v rastlinach funguju, zahifia GFP (Niwa a kol., Plant J. 18(4): 455, 1999), GUS (Suzuki a kol.,
Plant Cell. Physiol. 40(3)3: 289, 1999), CAT (Leisy a kol., Plant Mol. Biol. 14(1): 41, 1990)
a luciferazu (Macknight a kol,, Plant Mol. Biol. 27(3): 457, 1995). V niektorych pripadoch
kodujica Strukturma sekvencia nukleovych kyselin tiez posobi ako sekvencia markéra, ktory
mozno vybrat alebo skreenovat'.

Vo svetle tohto opisu budu odbornikom zrejmé mnohé iné mozné gény markéra, ktory
mozno vybrat alebo skreenovat, regulaéné ' prvky inej pozadovanej sekvencie.
Predchadzajica diskusia sa teda mysli ako prikladna a nie vyCerpavajica.

Jedno uskutoénenie vynalezu sa zameriava na sposob pripravy transgénovych buniek
cukrovej repy. Spdsob zahffia: vyber sadenice cukrovej repy, pri¢om sadenica obsahuje
kotyledénovii oblast a hypokotylovii oblast; odstranenie kotyledonovej oblasti a hornej
polovice hypokotylovej oblasti zo sadenice; styk kotyledonovej oblasti a horne] polovice
hypokotylovej oblasti s mikropropagaénym médiom, aby vznikol mikropropagovany
vyhonok; priom mikropropagovany vyhonok obsahuje aspori jeden list alebo jeho Cast,
vratane listove] baze, alebo viac listov; odstranenie listu z mikropropagovaného vyhonku
oddelenim listu pri listovej baze a styk explantatu listu v oblasti listovej baze s Agrobacteria.
List sa mdze oddelit’ pri listovej baze pred ockovanim Agrobacteriom radom metod, avsak
vyhodne sa list odreze pri listove] baze po.uiitim'vhodného nastroja, ako je skalpel, a rezna
plocha listu sa uvedie do styku s kultirou Agrpbacten'um. Explantat sa pestuje spoiu
s Agrobacteria, kde Agrobacteria obsahuju vektor, pri€om vektor obsahuje operativne spojeny
s orientaciou 5 k 3’ : promoétor, ktory riadi transkripciu Struktirnej sekvencie nukleovych
kyslin v rastline; Strukturnu sekvenciu nukleovych kyselin a 3° transkripny terminator a po
inkubacii s Agrobacteriom obsahuje infikovany explantat listu transgénova bunku. cufcrovej
repy.

Explantat listu obsz}huje tu opisanu listovli bazu ako dolnu Cast’ listu, kde sa list styka
so zakladnou oblast'ou explantatu (pozn Obr. Sa6na iluétréciu mikropropagovanej kultury
cukrovej repy). V tomto vynaleze mozno pouzt akykol'vek list obsahujuci listovil bazu. Cely
list, alebo akakol'vek jeho Cast’ obsahujica listovi bazu, sa moze pouzit’. List sa vyhodne
odreze pri listovej baze a cely list obsahujuci zakladiiu list sa pouzije na transformalny

proces. Listova baza obsahuje spodni  Cast listov, kde su listy pripojené



-6-

k mikropropagovanému vyhonku. Explantat listu teda obsahuje akykol'vek list alebo Cast’
listu, ktora obsahuje listovu bazu. Explantat listu podla toho mdze obsahovat, avsak
neobmedzuje sa tym, dolnych 10 % listu, dolnych 20 %, 50 % alebo cely list, ¢i jeho &asti,
vietky obsahujuce listovil bazu. Mikropropagovana kultura cukrovej repy obsahuje mnohé
vrstvy listov, ktoré su pripojené pri listovej baze. Podl'a toho mozno poutzit’ list v ktorejkol'vek
vrstve, vratane ktoréhokol'vek vnutorného alebo vonkajSieho listu obsahujuceho listovu bazu
(pozri Obr. 5 a 6). Vyhodne sa vyberaju vonkajSie listy, takZe vnitorna vrstva zostava
nedotknuta. Zvy3né listy sa mdZu mikropropagovat alebo skladovat a pestovat in vitro.
Zvysné listy a novo vzniknuté listy sa mézu neskdr pouzt’ ako zdroj explantatov pre buduce
pokusy.

- Agrobacteriou moze byt vSeobecne ktorakol'vek Agrobacteria a vyhodne je to
Agrobacterium tumefaciens. Vyhodné kmene zahriaju, avSak neobmedzuju sa na nich,
Agrobacterium tumefaciens kmefi C58, kmeii nopalinového t);pu, ktory sa pouzZiva na
sprostredkovanie prenosu DNA do bunky rastliny, kmeii oktopinového typu, ako je LBA4404
alebo kmene sukcinamopinového typu, napriklad EHA101, ¢ EHA105. PouZitie tychto
kmefiov na transformaciu rastlin sa uvadzalo a metédy si odbomikom znime. Struktiima
sekvencia nukleovych kyselin moze byt transkribovatel'na sekvencia, ktora dodava rastline
Ziadané vlastnosti. Vyhodne §trukturna sekvencia nukleovych kyselin koduje protein alebo
antimediatorovi RNA sekvenciu.

Alternativne uskutocnenie sa zameriava na spdsoby pripravy transgénovych buniek
cukrovej repy z mikropropagovanej kultury. Mikropropagovana kultira sa pestuje, aby tvorila
mikropropagovany vyhonok, pri¢om mikropropagovany vyhonok obsahuje aspoii jeden
explantat listu, vratane listovej baze, odstranenie listu pri listc,Jvej baze z mikropropagovaného
vyhonku astyk explantatu listu v oblasti listovej baze s Agrobacteria, kde Agrobactena
obsahuje vektor, ktory obsahuje operativne spojeny v orientacii 5" k 3" : promotor, ktory riadi
transkripciu Strukturnej sekvencie nukleovych kyselin; Struktirmnu sekvenciu nukleovych
kyselin a 3" transkrip&ny terminator. Po inkubacii s Agrobacteriom infikovany explantat listu
obsahuje transgénovii bunku cukrovej repy. Agrobacteriou mdze byt vieobecne ktorakol'vek
Agrobacteria a vyhodne je to Agrobacterium tumefaciens. Struktiima sekvencia nukleovvch
kyslin moze b_vf’ ktorakolvek transkribovatelna sekvencia. ktora dodava rastline Ziadané
vlastnosti. Vyhodne S§trukturna sekvencia nukleovych kyselin koduje protein alebo
antimediatorovi RNA sekvenciu.

Vynélez sa tieZ zameriava na sposoby pripravy transgénovych rastlin cukrovej repy.

Sposoby vyhodne zahffiaji vyber sadenic cukrovej repy, pricom sadenice obsahuju
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kotyledonovi oblast’ ahypokotyiovﬁ oblast’; odstranenie kotyledonovej oblasti a hornej
polovice hypokotylovej oblasti zo sadenic; styk kotyledonovej oblasti a hornej polovice
hypokotylovej oblasti s mikropropagatnym médiom, aby vznikol mikropropagovany
vyhonok, pri€¢om mikropropagovany vyhonok obsahuje aspoii jeden list obsahujici listovu
bazu, odstranenie listu z mikropropagovaného vyhonku pri listovej baze a styk listu v oblasti
listovej baze slAg'robac'teria, aby sa vytvoril infikovany list, kde Agrobacterie obsahuju
vektor, ktory obsahuje operativne spojeny vorientacii 5° k 3": prométor, ktory riadi
transkripciu §truktirnej sekvencie nukleovych kyslin; Strukturnu sekvenciu nukleovych
kyselin a 3" transkripény terminator; kultivaciu infikovaného explantatu listu, aby sa vytvoril
transgénovy vyhonok; kultivaciu transgénového vyhonku, aby sa vytvoril transgénovy
zakoreneny vyhonok arast transgénového zakoreneného vyhonu, aby sa vytvorila
transgénova rastlina cukrovej repy. Agrobacteriami mdzu byt v3eobecne ktorékolvek
Agrobacterie a vyhodne je to Agrobacterium tumefaciens. Struktima sekvencia nukleovych
kvselin moze bvt' ktorakolvek transkribovatelna sekvencia. ktora dodava rastline ziadané
vlastnosti. Vyhodne Struktirna sekvencia nukleovych kyselin koduje protein alebo
antimédiatorovi RNA sekvenciu. Semena cukrovej repy sa moZzu sterilizovat' akoukolvek
prijatelnou metédou a vyhodne stykom semena cukrovej repy shydroxidom sodnym,
chlornanom sodnym, etanolom alebo kaptanom. Semena cukrovej repy vyhodne klic¢ia
vtemne alebo pri slabom svetle. Mikropropagatnym médiom moéze byt vSeobecne
ktorékol'vek mikropropagaéné médium, ktoré je v obore prijatelné. Priklady vhodnych médii
by zahrfiali, ale neobmedzuju sa na ne, média zaloZené na MS (Murashige a Skoog Physiol.
Plant. 15:473, 1962), alebo média zaloZené na N6 (Chu a kol., Scientia Sinica, 18:659, 1975)
doplnené aditivami média, ktoré mozu zahrriat, ale neobmedzujti sa na nich, aminokyseliny,
makroelementy, Zelezo, mikroelementy, vitaminy aorganické litky, uhlovodiky,
nedefinované zlozky média, ako su hydrolyzaty kazeinu, vhodny Zelatinujuci pripravok, ako
je forma agaru, ako je agaroza s nizkou teplotou topenia alebo Gelrite, pokial’ sa to Ziada.
Odbornici poznaju rdzne tkanivové kultivatné média, ktoré, ked sa vhodne doplnia,
podporuju rast a rozvoj tkaniv rastlin a si vhodné na transformaciu a regeneraciu rastlin. Tieto
tkanivové kultivacné media sa mézu ziskat' bud’ ako komercné preparaty, alebo sa mézu
pripravit’ a modifikovat’ podl'a potreby. Vybrané média sa mézu doplnit’ vhodnymi aditivami
v zavislosti na stupni procesu transformacie. Napriklad na mikropropagéaciu sa méze pouzit
médium tu oznacované ako mikropropagacné médium, ktoré podporuje rast a udrzanie tkaniv
rastlin in vitro. Tiez v inych stupfioch procesu transformécie, vratane nie vsak iba, kliCenie,

indukcia vyhonkov a indukcia korefiov, sa pouZivaji média doplnené vhodnymi aditivami
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a mozu zahrmat, ale neobmedzﬁjﬁ sa na nich, média ako Linsmaier a Skoog (Linsmaier
a Skoog, Physiol. Plant 18: 100, 1965), Uchimiya a Murashige (Uchimiya a Murashige, Plant
Physiol. 54: 936, 1974), Gamborgovo médium (Gamborg a kol., Exp. Cell Res., 50: 151,
1968), McCown's Woody Plant Média (McCown a Loyd, Hort. Science, 16: 453, 1981),
Nitsch a Nitsch (Nitsch a Nitsch, Science, 163: 85-87, 1969) a Schenk a Hildebrandt (Schenk
a Hildebrandt, Can. J. Bot. 50: 166, 1972) alebo obheny tychto médii vhodne dopinené.|
Odbornici su si vedomi, Zze média a doplnky médii ako Ziviny a regulatory rastu na pouZzitie
v réznych stupfioch udrziavania rastlin a vréznych stuptioch transformacie a regeneracie
vedl'a inych podmienok kultivacie, ako je intenzita svetla pocas inkubacie, pH a teplota
inkubacie, sa mézu optimalizovat' pre dany variant rastlin.

Nasledujuci experimentélny protokol osvetluje vynalez. Beiny odquik oceni, zZe
mozno uskutoénit rdzne modiﬁkécie materidlov, médii, trvania procesov, teploty

a podmienok osvetlenia napriek tomu, aby sa odchylilo od vynélezu.

Sterilizacia semien

Semena sa mozu sterilizovat akoukolvek prijatelnou metédou. Zistilo sa, Ze
nasledujuci spdsob je ucinny.

Semena cukrovej repy sa daju do roztoku hydroxidu sodného obsahujuceho asi IN
hydroxid sodny a mie$aju sa asi jednu hodinu pri teplote miestnosti. Kvapalina sa dekantuje
a semena sa oplachnu destilovanou vodou, aby sa odstranil zvySny hydroxid sodny. Prida sa
studena voda a semena sa mieSaju asi jednu hodinu. Semena sa z kvapaliny vyberi a mala
¢ast’ povlaku semena sa odstrani z kazdého zarodku, aby sa €ast’ zarodku semena exponovala.
Semena sa kratko oplachnu 95 % etanolom. Roztok etanolu sa dekantuje a semena sa miesaju
asi 20 minut v zriedenom roztoku (2,5 % hmot./obj.) chlornanu sodného. Kvapalina sa
odstrani a semena sa oplachnu trikrat sterilizovanou destilovanou vodou. Prida sa kaptan
~ (zmagany pragok pouzivany ako vodny roztok na kontrolu istych plestiovych chordb, Micro
Flo Co., Lakeland, Fl) a malé mnozstvo sterilizovanej vody, ktoré staci na zakrytie semien.
Semena nasakuju aspoii jednu hodinu. Nasakovanie moze pokracovat’ cez noc, pokial’ sa to

ziada.

Kli¢enie semien

Semena moézu kliCit akoukolvek prijatePnou metodou. Zistilo sa, Ze nasledujuci
sposob je vyhodny. Iné formulacie médii, vratane, avSak nie iba tych skor opisanych , mdzu

byt vhodné na podporu kli¢enia miesto formulacii médii opisanych nizsie.



Semena sa prenesu z kaptanovej suspenzie na dostiCky obsahujuce MSMO médium
(Tabul'ka 1). Priblizne 15 semien sa da na kazdua 100 a 25 mm dosticku na kli¢enie. Dosticky
sa daju do vreciek, vyhodne do plastikovych vrecuSok bez dier. Vyhodne semena kli¢ia
v temne a vreci$ka sa daja do temna pri asi 20 °C az 25 °C, vyhodne pri asi 23 °C az 24 °C.
Inkubaciu v temne mozno robit akymkol'vek sposobom, vratane, nie vSak iba, umiestnenie
vreciek v uzatvorenej lepenkovej Skatuli. Optimalne dizka uloZenia v temne sa meni podla °
genotypu cukrovej repy, avSak bude typicky medzi 2 a 4 tyzdfiami. Povlak semena sa odstrani
z vykli¢enych sadenic a sadenice sa potom prenesi do nadob obsahujicich MSMO médium.
Sadenice sa inkubuju pri asi 23 °C az 24 °C asi 1-5 dni, vyhodne asi 2 dni. Fotoperidda pocas

inkubacie sa udrZiava pri cykle svetlo : tma asi 16:8.

Tabui’ka 1

MSMO médium
Zlozka Koncentracia
MSMO soli (Sigma M-68-99) 440
Sacharoza 30 o/l
Pytagar : 7 g/

Iniciacia a udrziavanie kultir mikropropagovanych vyhonkov

Mikropropagované kultury vyhonkov sa mézu iniciovat akoukolvek prijatel'nou
metodou. Zistilo sa, ze nasledujuci sposob je vyhodny v laboratoriu. Iné formulacie médii
skor opisané mézu byt vhodné na iniciaciu kultir mikropropagovanych vyhonkov miesto
formulacie médii opisanych nizsie.

Dolna polovica hypokotylovej oblasti sa opatme odstrani z vykli¢enych sadenic. Cast’
sadenic obsahujica kotyledony ahorni Cast' hypokotyly sa prenesie do MSMO média
obsahujuceho 0,1 mg/l 6-benzylaminopurinu. Po 3 tyzdfioch inkubdacie s osvetlenim ako zhora
sa vyhonky prenesu do gerstvého média. Po dalich 3 tyzdiioch sa listy moZu pouzit' na
transforméaciu. Vyhodne sa pouZiju vonkajSie listy a najvnutornejsie listy sa bouiijﬁ na
udrziavanie tkaniva in vitro. Na udrZiavanie mikropropagovanych kultir potom, o sa listy
odstrania na nasledujucu transformaciu, prenesie sa do <erstvého média vrcholova
anajvnﬁtomej§fa oblast’ iistu (vSeobecne asi 0,5 - 3,0 cm), éby sa udrziavala kultara
mikropropagovanych vyhonkov (pozri Obr. 5 a 6). Obr. 5 znazorfiuje pohlad zhora na
mikropropagovanu kultiru cukrovej repy. Obr. 6 znazortiuje pohl'ad z boku, ktory ukazuje

vonkajsie listy, vnatorné listy, oblast’ listovej baze a oblast’ rezu alebo zranenia, kde sa listy
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odoberu pri listovej baze. Mikropropagované kultiry cukrovej repy sa vyhodne prenesu do
Cerstvého média aspofi raz za mesiac, aby sa udrziavali zdravé kultury a pohotovy zdroj
tkaniv na transformaciu. Udrziavanim tkaniv cukrovej repy tymto spésobom je stile
k dispozicii vhodny material explantatu na transforméciu bez potreby iniciovat’ kultury zo

smien, ¢o usetri aspoii jeden mesiac procesu.

Priprava bakterialnych kultur

Bakterialne kultury sa mozu pripravit’ akoukol'vek prijatel'nou metodou. Zistilo sa, ze
nasledujuci sposob je vyhodny v laboratoriu. Iné formulacie médii mézu byt vhodné na
pripravu bakterialnych kultur miesto formulacii médii opisanych nizSie. Mdze sa pouzit
akykol'vek kmefi Agrobacterium, ktory je vhodny na spdsoby podla vynalezu a vyhodné je
Agrobacterium tumefaciens. Spdsoby rastu audrZiavania kultar Agrobacterium sa
odbornikom zname.

Agrobacterium tumefaciens obsahujuce exogénnu sekvenciu DNA,- ktora sa ma
preniest do cukrovej repy, typicky sa pestuji na LB médiu obsahujicom selektivne
antibiotika (pozri napriklad LBsck médium obohatené spektinomycinom, chloramfenikolom
a kanamycinom, Tabulka 2). Baktérie sa pestuju pri teplote miestnosti asi 2 az 3 dni. Baktérie
sa pouziju na iniciaciu kvapainych kultur v LBsck 2 dni pred transformaciou, aby sa dosiahla
vhodna hustota buniek. Baktérie sa zriedia asi 100 krat do ABsck (Tabulka 3) alebo YEP
(Tabulka 4) média. Na kultGru sa pouzije asi 2 ml média, hoci odbornik vie, Zze zmeny
v mierke kuitiry nebudii mat vyznamny vplyv na rast baktérii. Kultiry sa ponechaji
inkubovat’ cez noc v orbitalnej trepacke. Kuitiry baktérii sa zriedia asi 12,5 krat do ABsck
média alebo do ABsck média obohateného 200 uM acetosyringonu, vyhodne na celkovy
objem asi 50 ml. Kultary sa daju do orbitalnej trepacky a inkubuji sa cez noc asi pri 26 °C.
Kultara sa sleduje, pokial' nedosiahne hustota buniek asi 3,0 x 10° buniek/ml, &o odpoveda
. ODgoo asi 1. Objem sa upravi TXD médiom (Tabulka 5), aby sa dosiahla hustota buniek asi
1,0 x 10” buniek/ml.

Tabul’ka 2
LBsck médium
Zlozka Koncentracia
Pepton 10 g/l
Extrakt z kvasnic 5¢/l

Chlorid sodny 5/l
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Difco bacto agar 15 g/l

Spektinomycin 100 mg/1
Chloramfenikol 25 mg/l
Kanamycin 50 mg/l
Tabulka 3

ABsck médium
Zlozka Koncentracia
Glukoza 5 gl
Pytagar 7,5 ¢l
AB soli 25 ml/l
AB pufor 25 miA
Spektinomycin 0,1 mg/l
Chloramfenikol + 0,025 mg/l
Kanamycin ' 0,05 mg/l

AB soli (500 ml): 10 g NH4C], 125 g MgSO4.7H20, 1,5 KCl, 0,1 g CaCl, alebo 0,132 g
CaCl,.2H;0, 25 mg FeSO4 alebo 45,55 mg FeSO4.7H,0.
AB pufor (500 ml): 39,33 g K,HPO4.3H;0 alebo 30,0 g K;HPO,4, 11,5 g NaH,P04.2H,0

Tabul’ka 4
YEP médium
Zlozka Koncentracia
Extrakt z kvasnic 10 g/l
Pepton 10 g/1
Chlorid sodny 5/
pH=7
Tabul’ka 5
TXD médium
Zlozka . Koncentracia
MS soli s vitaminmi BS
(Sigma M-6899) 4.4 g/l
PCPA 4 mg/l
Kinetin 5 pg/l
Sachar6za 30 g/ .

pH upravené na 5.8
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Priprava dosti¢iek pre kultirv zmesi

Dosti¢ky pre kultury zmesi sa mozu pripravit’ pouzitim akejkol'vek formulacie médii.
Formulacie médii iné, neZ tie, ktoré su opisané nizSie, mozu byt vhodné¢.

Naleju sa dosticky obsahujuce 1/10 MS médium (Tabul'ka 6) s vyhodou obohatené
200 uM acetosyringoénom a 1 uM galakturonovou kyselinou. Acetosyringdn a galakturonova
kyselina sa pridaj kMS médiu po autoklavovani. Sterilny filtraény papier sa da navrch

tuhého média a zvlhéi sa TXD médiom pred pouztim s explantatmi.

Tabul’ka 6
MS médium
Zlozka Koncentracia
MS soli (Sigma) 4.4 ¢/l
Sacharoza 30 g/l
SB vitamin #1 2 ml/l
SB vitamin #2 1 ml1
pH=5,95"

Explantovanie listove] baze

Explantovanie mozno uskuto¢nit’ akoukol'vek prijatelnou metddou. Zistilo sa, ze
nasledujuci spdsob je ucinny. Iné formulacie médii skor opisané mdézu byt vhodné na
explantovanie miesto formulacii médii opisanych nizsie.

Listy z mikropropagovanych vyhonkov sa vyrezi aprenesi sa na Petriho misku
obsahujucu sterilny filtracny papier zvlhéeny TXD médiom. Listy zktorejkol'vek Casti
mikropropagovaného vyhonku sa mdzu pouzit' v tomto vynaleze. Teda ktorykol'vek vnutorny
alebo vonkajsi list sa' mOZe pouZit' na nasledni transformaciu. Vyhodne sa pouzivaju
- vonkajsie listy. List sa sklada z listovej &epele a listovej baze a moze sa odrezat’ akymkol'vek
spdsobom. S vyhodou sa listy odstrania odrezanim pri zakladni listu (pozri Obr. 6), takze list
je primarne nedotknuty arezné miesto je prizakladni listu. Po odrezani asi 25 listov
z mikropropagovanych vyhonkov sa explantéfy prenesu do zriedenej bakteridlnej kultury
a inkubuji sa. Inkubacia explantatov listov s Agrobacteriom modZe trvat’ akikolvek dlhu
dobu. Vyhodne je doba inkubacie s Agrobacteriom az 60 minut, vyhodnejsie asi 15 az 20
minGt a inkubacia sa robi spdsobom, ktory vystavuje rezné miesto kultire Agrobacterium.

Vyhodne je spodné rezné miesto explantatu listu, v listovej baze v styku s kultirou
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Agrobacterium. Explantaty sa prenesu z bakterialnej kultiry, daji sa na sterilny filtracny
papier, ako je sterilny Whatman filtraCny papier, a prenesi sa na dosti¢ky pre kultiry zmesi.

Doba kultivovania zmesi modze trvat akikolvek dlhi dobu. Vyhodne je doba
kultivovania zmesi az 5 dni. Vyhodnejsie je doba kultivovania zmesi od 2 do 5 dni. Este
vyhodnejsie je doba kultivovania zmesi 4 dni. Dosticky s kultirou zmesi sa daju do
zatavenych p]astikovych vreciek a inkubuju sa pri asi 22 °C az 24 °C asi 4 dni. Fotoperioda
pocas inkubacie sa pouzije svetlo : tma asi 16:8.

Listy z mikropropagovanych vyhonkov sa pripadne mdzu vyrezat, ako sa opisuje
zhora a prenesu sa priamo na doSticky pre kultary zmesi na predkultivatné obdobie cez noc
pri asi 22 °C az 24 °C pred pridanim bakteridlnej kultary. Hoct sa dava prednost’
predkultivécii cez noc, predkultivaicia po aspoii 6 hodin je tiez uinna. Po obdobie
predkultivacie sa explantaty infikuji Agrobacteriom pridanim bakterialnej suspenzie priamo
k explantatom na dostickach pre kultiry zmesi. Po inkubcii asi 20 minit sa baktérie mozu
odstranit akymkol'vek spdsobom, vrétane odsatia a explantaty mézu zostat na rovnakych

dostickach po trvanie obdobia kultivacie zmesi.

Kultira a podmienky selekcie

Explantaty sa- m6zu kultivovat' akoukolvek prijatelnou metddou. Zistilo sa, ze
nasledujici sposob je ucinny. Iné formulacie médii skor opisané mozu byt vhodné na
kultivaciu a selekciu miesto formulacii médii opisanych nizsie.

Explantaty sa prenesu zdostiCiek pre kultivaciu zmesi do kultivatného média.
Vyhodne je kultivatné médium zaloZzené na MS médiu doplnenom 0,5 mg/l
benzylaminopurinu (BAP) alebo benzyladeninu (BA), 0,05 mg/l 1-naftalénoctovej kyseliny,
500 mg/1 karbenicilinu a 100 mg/l cetofaximu. Podmienky kultivacie zmesi sa mézu menit’
v zavislosti na volitelnom markery. Na selekciu glyfosatu (N-fosfonometylglycin) sa
infikované rastliny daju na oneskorovacie médium bez pridania selektivneho pripravku
glyfosatu. Dizka oneskorovacej periody bude zavisla na pouZitom genotype. Urobia sa pokusy
s kazdym genotypom, aby sa stanovilo optimalne trvanie oneskorovacej periody.
Oneskorovacia peridda sa moze vyskytovat’ typicky az po 10 dni. Vyhodne je oneskorovacia
peridda bez selekcie asi 2 az 7 dni. ESte vyhodne;jsie je oneskorovacia perioda bez selekcie asi
6 dni pri asi 24 °C, s vyhodou v plastikovych vreckdch s dierami. Urobia sa pokusy s kazdym
genotypom, aby sa stanovila optimalna hladina selekéného pripravku. Na selekciu glyfosatu
sa infikované rastliny po oneskorovacej peridde pre'nesﬁ z oneskorovacieho média (bez

glyfosatu) do média zalozenom na MS médiu doplnenom 0,50 mg/l benzyladeninu, 0,05 mg/!
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1-naftalénoctovej kyseliny, 500 mg/l karbenicilinu, 100 mg/l cetofaximu a 0,05 — 0,10 mmol
glyfosatu (vyhodne asi 0,075 mmol glyfosatu). Explantaty sa mozu kultivovat asi 3 tyzdne pri
asi 24 °C, s vyhodou v plastikovych vreckach bez dier. PouZije sa fotoperioda pre kultivaciu
asi 16:8 svetlo : tma. Explantity sa prenesi do rovnakého média obsahujuceho vhodny
selekény pripravok kazdé 3 tyzdne. VSeobecne stalia 2 az 3 prenosy, aby sa identifikovala

transgénova rastlina.

Mikropropagaéné a zakorefiovacie postupy

Mikropropagaciu a zakorefiovanie mozno uskutoCiiovat akoukol'vek prijatelnou
metodou. Zistilo sa, ze nasledujici spdsob je u¢inny. Iné formulacie médii skor opisané mozu
byt vhodné pre mikropropagaciu a zakorefiovanie miesto formulacii médii opisanych nizsie.

Mikropropagacia je prospesna pri zniZeni alebo odstraneni neZiaducich chimérnych
tkaniv. PouZitie mikropropagacie je zvlast' prospe$né na ziskanie transgénovych rastlin a 3etri
&as tym, Ze eliminuje potrebu ziskavat' rastlinny material vychadzajuci zo semien.

Tkaniva moZno udrziavat' v rade nadob pre tkanivové kultury, vratane, nie viak iba,
Petriho misiek alebo poharov sundae.

Transformované vyhonky sa prenesi na mikropropagaéné médium obsahujuce
médium zalozené na MS médiu doplnenom 0,5 mg/l benzyladeninu, 500 mg/1 karbenicilinu a
100 mg/l cetofaximu. Vyhonky rasta a delia sa vtomto médiu, pokial' sa neziska Ziadany
podet vyhonkov. Pre selekciu glyfosatu mozno s vyhodou pridat’ do mikropropagacného
média glyfosat, aby sa napomohlo selekcii klonovaného materiélu. Klonovanym materialom,
ako sa tu pouziva, sa mysli, Ze cely vyhonok sa transformuje a neobsahuje Ziadny chimérny
rastlinny material, ktory sa skladd tak ztransformovaného, ako aj netransformovaného
tkaniva. Jednotlivé vyhonky sa zakorenia na %2 MS médiu doplnenom 5 mg/l indolmaslovej
kyseliny, 100 mg/l cetofaximu a 500 mg/l karbenicilinu. Korene by sa mali objavit’ asi za 4-
12 tyzdiiov. Zakorenené vyhonky sa mdzu presadit do zeminy, vyhodne Metro-Mix 350
(Metro-Mix je zapisana ochranna znamka Scotts Company, Marysville, OH).

Prehl’ad obrizkov na vykresoch
Nasledujuce obrazky tvoria &ast tohto opisu a su zahrnuté, aby d'alej demonstrovali

isté aspekty tohto vynalezu. Vynalez mozno lepSie pochopit’ s odkazom na jeden alebo viac

vykresov v kombinacii s podrobnym opisom tu uvedenych Specifickych vyhotoveni.
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Obrazok Opis

Mapa plazmidu pMON17303

Mapa plazmidu pMON13819

Mapa plazmidu pMON13835

Mapa plazmidu pMON13851

Pohl'ad zhora na mikropropagovanu kultaru cukrove) repy
Pohl'ad z boku na mikropropagovanu kultiru cukrovej repy

[« NV T SN P S B

Priklady uskutocnenia vynilezu

Nasledujuce priklady si zahrnuté, aby demonstrovali vyhodné uskuto&nenia vynalezu.
Odbornici by mali ocenit, Ze techniky opisané v prikladoch, ktoré nasleduju, predstavuju
techniky objavené vynalezcom, ktoré maji dobre fungovat' pri uskutocfiovani vynalezu,
ateda sa mdu povazovat za vyhodné spdsoby pre jeho prax. Aviak qdbomici by mali vo
svetle tohto opisu ocenit, Ze mozno uskutoénit’ rad zmien v $pecifickych uskutoCneniach,
ktoré opisujeme, a este ziskat rovnaky alebo podobny vysledok napriek tomu, aby doslo

k odchyleniu od ducha a rozsahu vynélezu.

Priklad 1

Konstrukty plazmidu

Véetky konstrukty opisané v prikladoch si vektory transformécie rastlin s dvojitym
okrajom obsahujucim zagiatok replikicie E. coli (ori322), Siroky rozsah hostitel'skeho
zadiatku replikacie E. coli (ori-V) a kodujicu oblast’ (Spc/Str) pre Tn7 adenyltransferazu, ¢o
dodava odolnost’ voéi spektinomycinu a streptomycinu. Pre transformaciu rastlin sa pouZil
hostitelI'sky bakterialny kmeii Agrobacterium tumefaciens kmefi ABL Promotor, kodujuci
oblast’ a 3 terminatory, si znazornené v zatvorkach.

P-¢35S je promotor pre 35S RNA z CaMV obsahujuci duplikaciu oblasti —90 az -300,
ako opisuje USA patent 5 424 200, P-FMV je promotor 35S z mozaikového virusu Figwort,
ako opisuje USA patent 5 378 619, P-aa-chit je promoétor pre kyslu chitinazu z Arabinopsis,
ako opisuje Samac a Shah (Plant Cell 3: 1063, 1991), AEPSPS/CTP2 je oblast' tranzitného
peptidu z Arabinopsis EPSPS (syntéza 5-enopyruvyl-3-fosfosikimovej kyseliny), ako opisuje
USA patent 5 633 435; CP4syn je kodujuca oblast pre CP4-EPSPS (synteticka sekvencia),
ako opisuje USA patent 5 633 435; fbp je kodujuca sekvencia pre E. coli 1,6-bifosfatazu
fruktozy, ako opisuje Hamilton a kol. (Nucleic Acids Res. 16: 8707, 1988), glgC16 je gén E.
coli pre gén ADP fosforylazy glukozy, ako opisuje USA patent 5 648 249; mz SPS je
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kodujuca oblast’ pre fosfat syntézy sacharozy kukurice, ako opisuje USA patent 5 750 869
ED 3’ je koniec génu hrachu E9 rbc, ktory ma funkciu polyadenylagného signalu; 7S je 3’
termina&ny signal 78 zasobného proteinu semena soje; GUS:1 je kodujica sekvencia pre gén
beta-glukuronidazy z E. coli (Jefferson, R.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 8447-8451,

1987) modifikovany, aby obsahoval restrukéné miesto Ncol (CCATGG) v zatiatotnom

kodone.

Priklad 2
Transformacia s ABI pMON17303

Vonkajsie listy sa vyrezali priamo z mikropropagovanych vyhonkov cukrovej repy

a pouzili sa ako explantaty na transforméciu. Listy sa odrezali pri listovej baze a inkubovali sa
a Agrobacteriom tak, Ze listova baza bola v styku s kultirou Agrobacterium. Agrobacterium
tumefaciens kmeit ABI obsahoval konitrukt pMON17303 (P-e358/mz SPS/E9 3, P-
FMV/CP4syn/E9 3’, Obr. 1) a metoda transformécie bola rovnaka, ako sal opisuje v Casti
Podstata vynalezu. Pri transformicii tohto konstruktu sa nepouZila Ziadna predkultura.
Selekcia transformovanych buniek sa urobila s pouZitim 0,075 mM glyfosatu. Z 573

explantatov sa ziskali 3 transformované rastliny s transformacnou ucinnostou 0,5 %.

Priklad 3
Transformacia s konstruktom ABI pMON13819

Vonkajsie listy sa vyrezali priamo z mikropropagovanych vyhonkov cukrovej repy
a pouzili sa ako explantaty na transformaciu. Listy sa odrezali pri listovej baze a iﬁkubovali sa
a Agrobacteriom tak, ze listova baza bola v styku s kulturou Agrobacterium. Agrobacterium
tumefaciens kmefi ABI obsahoval konstrukt pMON13819 (P-e35S/fbp/ES 3°, P-
FMV/CP4syn/E9 3°, Obr. 2). Transformacia a selekcia sa urobili rovnako, ako sa opisuje v
priklade 2 a v Gasti Podstata vynalezu. Z 1875 explantatov sa ziskalo 52 transformovanych

rastlin s transformac¢nou u¢innostou 3 %.

Priklad 4
Transformacia s konstruktom ABI pMON13835

Vonkajsie listy sa vyrezali priamo z mikropropagovanych vyhonkov cukrovej repy

a pouzili sa ako explantaty na transformaciu. Listy sa odrezali pri listovej baze a inkubovali sa
a Agrobacteriom tak, Ze listova baza bola v styku s kultirou Agrobacterium. Agrobacterium
tumefaciens kmeii ABI obsahoval konitrukt pMON13835 (P-e358/mzSPS/E9 3°, P-
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FMV/CP4syn/E9 3’, Obr. 3). Transformicia a selekcia sa urobili rovnako, ako sa opisuje
v priklade 2 a v &asti Podstata vynalezu. Z 2580 explantatov sa ziskalo 12 transformovanych

rastlin s transformaénou G¢innostou 0,5 %.

Priklad 5

Traﬁsfoﬁnécia s kon§truktom ABI pMON13851

Vonkajsie listy sa vyrezali priamo z mikropropagovanych vyhonkov cukrovej repy
a pouzili sa ako explantaty na transformaciu. Listy sa odrezali pri listovej baze a inkubovali sa
a Agrobacteriom tak, Ze listova baza bola v styku s kulturou Agrobacterium. Agrobacterium
tumefaciens kmefi ABI obsahoval konitrukt pMON13851 (P-e35S/mzSPS/E9 3°/P-
FMV/CP4syn/E9 3°, Obr. 4). Transformacia a selekcia sa urobili rovnako, ako sa opisuje
v priklade 2 a v &asti Podstata vynalezu, navyse s krokom predkultivécie cez noc, pred stykom
tkaniva rastlin s Agrobacteria. Z 2890 explantatov sa ziskalo 14 transformovanych rastlin

s transforma&nou G&innostou 0,5 %.

V3etky kompozicie a spdsoby tu opisané a narokované mozno urobit’ a uskuto&fiovat
bez zbyto&ného experimentovania vo svete tohto opisu. Hoci kompozicia a sposoby tohto
vynalezu sa opisali v zmysle vyhodnych uskuto¢neni, odbornikom bude zrejmeé, Ze sa mozu
uplatnit’ variacie ku kompoziciam a spdsobom a krokom, alebo poradie krokov spdsobov
napriek tomu, aby sa odchylilo od konceptu, ducha a rozsahu vynalezu. Konkrétnejsie bude
zrejmé, Ze isté pripravky, ktoré su tak chemicky, ako aj fyziologicky pribuzné, mozu nahradit’
pripravky tu opisané, pricom sa ziskaji rovnaké alebo podobné vysledky. Vsetky take
podobné substitucie a modifikacie zrejmé odbornikom, sa myslia, Ze patria do rozsahu ducha,

rozsahu a konceptu vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Spdsob pripravy transgénovych buniek cukrovej repy, vyznatujici sa tym, Ze sa vyberie
sadenica cukrovej repy, ktora obsahuje kotyledonovii oblast a hypokotylovi oblast’,
kotyledonova oblast a horna polovica hypokotylovej oblasti sa zo sadenice odstrani,
“kotyledonova oblast ahoma  polovica hypokot);lovej oblasti sa uvedd do styku
s mikropropagaénym médiom pri vzniku mikropropagovaného vyhonku, ktory obsahuje
aspoii jeden list alebo jeho Cast, vratane listovej baze; list sa z mikropropagovaného
vyhonku odstrani bri listovej baze a explantat listu sa uvedie do styku s Agrobacteria pri
oblasti listovej baze tak, aby vzniklo tkanivo, ktoré obsahuje transgénovi bunku cukrove;
repy schopnu expresie exogénnej sekvencie nukleovej kyseliny, kde Agrobacteria
obsahuje vektor a vektor obsahuje operativne spojeny v orientacii 5" ku 3 : promotor,
ktory riadi transkripciu exogénnej Struktirnej sekvencie nukleovej kyseliny; exogénnu

$trukttrnu sekvenciu nukleovej kyseliny a 3” transkripény terminator.

2. Sposob podla naroku 1, vyzmalujhci sa tym, Ze Agrobacteria je Agrobacterium

tumefaciens.

3. Spdsob podla naroku 1, vyzna€ujici sa tym, Ze list alebo jeho ast’ obsahuje vonkajsi

list.

4. Spdsob podla naroku 1, vyznadujici sa tym, Ze list alebo jeho ast’ obsahuje vnutorny

list.

5. Sposob podla naroku 1, vyznalujici sa tym, Ze Struktarna sekvencia nukleovej kyseliny

koduje protein alebo protizmyslovit RNA sekvenciu.

6. Spdsob podla naroku 1, vyznacujici sa tym, ze list alebo jeho &ast’ sa predkultivuje pred

stykom s Agrobacteria.

7. Sposob pripravy transgénovych buniek cukrovej repy vyznaéujiici sa tym, Ze sa vyberie
sadenica cukrovej repy, ktora obsahuje kotyledonovii oblast a hypokotylovi oblast’,
kotyledonova oblast a homa polovica hypokotyloyej oblasti sa 'zo sadenice odstrani;

kotyledonova oblast ahorna polovica hypokotylovej oblasti sa uvedd do styku
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s mikropropaganym meédiom pri vzniku mikropropagovaného vyhonku, ktory obsahuje
aspoi jeden list alebo jeho &ast’, vratane listovej baze; list sa z mikropropagovaného
vyhonku odstrani pri listovej Béze; listova baza sa uvedie db styku s Agrobacteria tak, aby
vzniklo tkanivo obsahujice transgénovii bunku cukrovej repy; tkanivo sa kultivuje pri
vzniku transgénového vyhonku, ktory sa kultivuje pri vzniku zakoreneného transgénového
vyhonku, ktory sa necha rast pri vzniku transgénovej rastliny cukrovej repy schopnej
expresie exogénnej sekvencie nukleovej kyseliny, kde Agrobacteria obsahuje vektor,
ktory obsahuje operativne spojeny v orientacii 5° ku 3": promoétor, ktory riadi transkripciu
exogénnej Strukturnej sekvencie nukleovej kyseliny; exogénnu Struktirnu sekvenciu

nukléovej kyseliny a 3" transkripény terminator.

Spdsob podla naroku 7, vyznaéujici sa tym, Ze list alebo jeho €ast’ obsahuje vonkajsi list

alebo jeho Cast’.

Spdsob podla naroku 7, vyznacujuci sa tym, Ze list alebo jeho Cast obsahuje vnutorny

list alebo jeho Cast'.
Spdsob podla naroku, vyznadujici sa tym, Ze semeno cukrovej repy kli¢i v tme.

Spdsob podla naroku 7, vyznacujiici sa tym, Ze mikropropagatné médium obsahuje

MSMO médium a 0,1 mg/l 6-aminobenzylpurinu.
Spdsob podra naroku 7, vyznacujiici sa tym, Ze selekény pripravok obsahuje glyfosat.

Sposob podla naroku 7, vyznalujici sa tym, Ze Agrobacteria je Agrobacterium

. tumefaciens.

14.

15.

Spdsob podl'a naroku 7, vyznacujiici sa tym, Ze Struktirna sekvencia nukleovej kyseliny

koduje protein alebo protizmyselnii RNA sekvenciu.

Spdsob podla naroku 7, vyznadujici sa tym, Ze list alebo Cast’ obsahujuca listova bazu sa

predkultivuje pred stykom s Agrobactena.
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