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<

Vyndlez sa tfyka spbsobu usmernenej
dediferenciadnej ‘transformicie boébovitych
rastlin. Podstata spdsobu podla vyndlezu
spodiva v tom, Ze na rastlinny organizmus
sa pdsobi derivdtmi kyseliny 2-oxc-3-ben-
zotiazolin octovej vZeobecného vzorca I

e) =R

T (1)
R1
kde R_je kyslik

Rl je metylester kyseliny octovej,
etylester kyseliny octovej, 2-chléretyl-
ester kyseliny octovej, alylester kyseliny
octovej, hydrazid kyseliny octovej o kon--
centrécii -10~4 a¥ 1073 mol.dm~3.

Latky vSeobecného vzorca I aplikované
podla vynglezu spSsobuji analogicﬁé, morfo-
génne procesy a horfologické efekty ako
fytohormondlne l4tky, a to v podmienkach
in vivo aj in vitro. Cerstv4 hmotnost -
biomasy v procese dediferencidcie sa zvy-
Suje o 25 aZ 35 %.
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Vyndlez sa tyka spdsobu usmernenej dediferencia&nej transformicie b8bovitych rastlin.

K indukcii dediferenciaénej transformécie buniek a pletiv rastlin sd najlastej¥ie pouZf-
vané syntetické auxinoidy, ako je kyselina beta-indolyloctovad (IAA}, kyselina alfa-naftyl-
octovd (NAA), kyselina indolylmaslovd (IBA), kyselina 2,4-dichldrfenoxyoctovd (2,4-D)f, deri-~
véty kininu, gibereliny, retardanry a iné (Kruse, P. F., Petterson, M. K.: Tissue culture,
Methoda and Aplications, Academic Press New York and London 1973, p. 868; Novak, F. J. /Edit./:
VyuZit{ kultur rostlinnych explantdtu ve Zlechténi, Sbor. Mezindr. symp. &SAV, Praha 1977,

p. 650; Butenko, R. G. /Edit./: Kultura kletok rastenij, Kyjev 1978, p. 384), ktoré stimuluijud
meristenizdciu diferencovanych buniek a sd nevyhnutné pre udrZanie-.neorganizovaného rastu
pletivovej kultiry. Tdto ich vlastnost mbZe byt vyuZitd pri zvySovani produkcie biomasy
pomocou pletivovych kultdr (Venketeswaran, S., Gandhi, V.: Biomass, 2, 5-15, 1982).

V poslednych rokoch v3ak boli dokézané analogické d&inky aj niektorych ingch syntetickgch
auxinoidov indolylového radu. Niektoré z nich, napriklad benazolin (4-chldér-2-oxo-benzotiazo-
1li{n-3-octovd kyselina) alebo benzotiazoliloctovd kyselina sd rovnako aktivne v inicidcii
a raste kalusov mnohych rastlin ako 2,4~-D, alebo ju dokonca prevy3ujd (Ingram, D. S., Butcher,
D. N.: Z. Pflanzenphysiol., 66,206, 1972).

Podstata spdsobu usmernenej dediferencia®nej transformdcie b8bovitgch rastlin spotiva
v tom, Ze na rastlinny organizmus sa pdsobi derivétmi 2-R-3—R1-substituovanych benzotiazdli~

ovych soll vSeobecného. vzorca

S
O )
____*T(+) x(—)
R1
kde R je vodik ’

R1 je alyl, metoxykarbonylmetyl; ethoxykarbonylmetyl, propoxykarbonylmetyl, alyl-
oxykarbonylmetyl, pentoxykarbonylmetyl, izopropoxykarbonylmetyl, buty;, propargyl,
propyl

X je brém, chlér, jod,

o koncentrécii 10—4 a% _5.10"3 mol.dm—3.
Preukaznd transformdcia rastlinnych pletiv a buniek nastava pri koncentréciéch 10_4 a%

5.1073 mol.am 3. Dediferencia®nymi procesmi dochddza k vytvoreniu kalusu krémovo-Zltej farby.
V ¥t&diu primokalusu pletivo sa rozpaddva na bunky. Po preodkovani na Serstvé médium analo-
gického zloﬁenia,iako bolo médium po¥as dediferenciicie, kalus zachovéva typicky neorganizo-
vany rast. Cerstvd hmotnost biomasy v procese dediferencidcie sa zvy¥uje o 28-30 %. Pri
koncentrdcii 1077 a% 1072 mol.dm™> je zvgSenie 7 a% 10 % hmot.

Z1lu¢eniny aplikované poéla vyndlezu spbsobujd analogické morfogenné procesy a morfologic~
ké efekty ako horeuvedené fytohormdny, a-to v podmienkach in vive aj in vitro.

Stupen Udinnosti predmetnych 14tok z4dvis{ od pouZitej koncentrécie, od charakteru sub-
stituentov viazanych na jadro benzotiazolu a od anidnu.

Uvedené biologické vlastnosti, ale aj ekonomicky aspekt, relativne nizke nédklady na

syntézu benzotiazolov zvyraziiujdi ich vfznam ako potenciondlnych induktorov usmernenej dedi-
ferencia®nej transformécie rastlinného organizmu na id&elom biotechnologickgch manipulédcii.

Priklad 1

V prvej sérii pokusov v podmienkach in vivo k indukcii dediferencidcie boli pouZité
kli&ence b8bovitej rastliny (Pisum sativum L., var. Smaragd). Po imbibficii (6 h) v destilova-
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nej vode semend klf8ili v tme v termostate 72 hodin. Potom boli kli&ence po omyt{ od perlitu
osudené papierovou vatou, selektované a na dal¥ie testy boli pouZité klifence s korefiom
dlhgm 25-30 mm 1 mm. Subory klidencov (5 ks) boli vysadené v horizontdlnej polohe na navlh-

Geny filtradny papier do Petriho misiek priemernej velkosti 17 cm. FiltraZny papler bol

-3 3 -4 -5 -7 -9

nasyteny U¢innou l4tkou v koncentrdcidch 5.10 7, 1077, 107%, 1077, 10_6, 10 °, 10— , 10 mol.
.dm~3. Kontroln& séria klf&encov bola inkubovani na filtranom papieri, ktory bol nasgteny
destilovanou vodou. Indukcia dediferencidcie sa uskutoénila v termostate v tme pri 25 ¢ Y °c

po&as 72 a¥ 96 hodin. Efekt dediferencialnej transformdcie bol stanoveny vizudlne pomocou
mikroskopickej lupy. Maximdlnu transformadnid dfinnost sp&sobuje 3-Etoxykarbonylmetylbenzoti~

-3

zoliumbromid pri koncentrélcii 5.10-3 mol.dm ~. Ostatné derivdty boli najuidinnejSie taktieZ

pri koncentr&cii 5.1073 mol.dm °.
Priklad 2

Vv druhej sérii pokusov v podmienkach in vitro kalogendza bola indukovand na apiké&lnych
segmentoch primérnych korefiov b8bovitej rastliny (Vicia.sativa L. var. Solarka). Selektované
semend (pribliZne rovnakej velkosti a farmy osemenia) boli sterilizované roztokom 5% chlor-
amfinu 1 hodinu a niekolkokrdt opléchnuté ste(llnou destllovanou vodou. Sterilné semend k1{&ili

v Petriho misk&ch na 0,8% agarovom médiu 48 hodin v tme pri 25° ¥

1 %. K indukcii kalogenézy
boli pou%ité sterilné kliCence 25-30 * 1 mm dlhé. 2 nich boli dekapitované apikdlne segmenty
primérnych korefiov v dlZke 10-15 mm, ktoré boli vysadené do Petriho misiek v horizontdlnej
polohe na 0,6 % modifikované pevné agarovo médium podla Murashlge Skooga. V pokusnych varlan—
toch médium obsahovalo U&inné létky v koncentrdcidch 5.10 ~-10 % mol.am 3. v kontrolne]j

variante médium obsahovalo vy%¥ie uvedené zndme fytohormondlne l&tky.

Po stanoveni Serstvej hmotnosti apikdlnych segmentov primérnych koretiov kalogenéza
bola indukovand pri teplote 25 ¢ v tme podas 14 dni. Priprava modelového materidlu, ako
aj kultivacia, boli robené v aseptickych podmienkach. Nérast Gestvej hmotnosti podas kalogenézy
bol stanoveny gravimetricky. Maximilna dediferencialnd d&innost bola zistend u 3-Etoxykarbonyl-

-3 -3

metylbenzotiazdliumbromidu pri koncentrécii 10 ~ mol.dm ~. Ostatné derivaty boli najidinnej-

%ie taktie¥ pri koncentrécii 1073 mol.dm™3.
Prfiklad 3

V tretej sérii pokusov v podmienkach in vitro kalogenéza bola indukovand na intaktngch
klf¥encoch a klf&encoch s amputovanou stonkou a koreifiom b8bovitej rastliny(Viacia sativa
L., var. Solarka). Podmienky sterilizdcie semien boli zachované ako v testoch uvedenych
v priklade 2. Sterilné semend boli vysadené do skimaviek v A. variante na 0,6% modifikované
pevné agarovo médium podla Murashige-Skooga s obsahom #&innych ladtok ako v pokusoch uvede-
nych v priklade 2.

Vv B. variante sterilné semend k1l{&ili v Petriho misk&ch na 0,8% agarovom médiu. Po-
vykli&eni{ zo semien boli extirpované stonky a korene. Semeno bolo znova vysadené na médium
analoglckého zlo¥enia ako v A, variante. Kalogenéza bola sledovani pofas 7-14 dni v tme
pri teplote 25 %¢-1 1 9% v termostate. Maximilna U&innost kalogenézy bola z1stené u 3-Etoxy-

-3

karbonylmetylbenzotiazdliumbromidu v A. variante v koncentrdeii 5.10 ~ mol. dm a v B. vari-

ante v koncentrée¢ii 10 =3 mol.dm 3. Ostatné derivdty v A. a B. variante testov boli najudin-

nejsie pri analogickych koncentrdcidch.
%1d%eniny aplikované podla vyndlezu:

1. 3-Alylbenzotiazéliﬁmbromid

2. 3-Metoxykarbonylmetylbenzotiazéliumbromid
3. 3-Etoxykarbonylmetylbenzotiaz6liumbromid
4, 3-Propoxykarbonylmetylbenzotiazdliumbromid
5. 3-Alyloxykarbonylmetylbenzotiazdliumbromid
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6. 3-Pentoxykarbonylmetylbenzotiazdliumbromid

7. 3-Izopropoxykarbonylmetylbenzotiazdliumbromid
8. 3-Butylbenzotiazdliumbromid

9. 3jPropargylbenzotiazéliumbromid

10. 3-Propoxykarbonylmetylbenzotiazdliumchlorid
11. 3~Metoxykarbonylmetylbenzotiazdliumchlorid
12. 3-Butylbenzotiazdliumjodid

13. 3-Propylbenzotiazdliumjodid

PREDMET VYNALEZU

Spbdsob usmernenej dediferenciadnej transformdcie b8bovitgch rastlin vyznadujdci sa
tym, %e na rastlinny organizmus sa pOsobf derivétmi 2-R—3—R1-substituovanYch benzotiazdlio~
vych soli vEeobecného vzorca

S
~ ——R
(+) x(—)
I
R1
kde R je vodik
R1 je alyl, metoxykarbonylmetyl, etoxykarbonylmetyl, propoxykarbonylmetyl,; alyloxy-
karbonylmetyl, pentoxykarbonylmetyl, izopropoxykarbonylmetyl, butyl, propargyl,
propyl
X~ je brém, chldr, jdd,
o koncentrécii 107% 3 pol.dam™3,

a¥ 5.10°

- Severografia, n. p., MOST _ Cena 2,40 Kis
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