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Fertilni transgenni rostlina psenice, zpusob jeji pripravy

a semena této rostliny

Oblast techniky

pPfedkladany vynalez se tyka oblasti molekularni
biologie. Presnéji, tyka se zpusobl pro inkorporaci cizorodé
DNA do genomu jednodéloznych rostlin, a zejména p$enice. Jsou
zde poskytnuty reprodukovatelné systemy pro genetickou
transformaci psSenice, zpusoby pro selekci stabilnich
genetickych transformanti ze suspenze transformovanych bunék
a zpasoby pro produkci fertilnich rostlin z transformovanych
bunék. Prikladné zpuUsoby obsahuji pouZiti Agrobacterium-
zprostredkované transformace pro zavedeni nukleovych kyselin
do bunék, a selektovatelného a/vysetritelného markerového
systemu, napriklad genu, které udéluji resistenci (napfiklad
na antibiotika, herbicidy atd.) nebo které obsahuji jiny
fenotypicky pozorovatelny znak. V jiném aspektu se vynalez
tyka produkce stabilné transformovanych a fertilnich rostlin

pSenice, gamet a potomstva téchto rostlin.

Dosavadni stav techniky

Cely text US patentové prihlasky (USSN) 08/329742
podané 26.10.1994 je zde uveden jako odkaz ve své uplnosti.
V prubéhu posledni dekady se stal prenos genu z Siroke skaly
organismi do plodin moZny za pouziti rekombinantni DNA
technologie. Tato vyhoda poskytla nesmirné moZnosti pro
zlepsSeni resistence rostlin vaéi skudcum, nemocem

a herbicidim, a moZnosti pro zlepSeni biosyntetickych procesl




pro zménu kvality produktd rostlin (Knutson a kol., 1992;
Piorer a kol., 1992; Vasil a kol., 1992). Nicméné, dostupnost

ué¢innych metod transformace pro zavedeni cizorodé DNA byla
vyznamnou barierou pro vét$inu jednodéloznych druhtii, vcéetne

kukurice, ryZe, ovsu, jeémene a zejména psSenice.

Dostupné metody pro transformaci jednodéloZnych rostlin

Bylo zkouseno mnoho metod pro transformaci
jednodéloznych rostlin, ale pouze nékolik metod vedlo ke
stabilni transformaci. Pro vét$inu transgennich studii
u jednodélozZnych rostlin jsou v soucasnosti vyuzivany dveé
metody: primy pfenos DNA do izolovanych protoplastu a prenos
DNA za pouziti mikroprojektilu (Shimamoto a kol., 1989; Fromm
a kol., 1990). Novéji byly také vyvinuty dalsi metody pro
pouziti u jednodélozZnych rostlin. Nasleduje podrobny popis
metod, které vedly ke stabilné transformovanym a fertilnim
jednodéloznym rostlinam, které jsou schopny prenosu svych
genli na potomstvo podle Mendelovské dédicnosti.

Biolistika

"Biolistika" je nejéastéji pouzivanou transformacni
metodou pro jednodélozné rostliny. V "biolistické" metodée
jsou mikroprojektilové castice potazeny DNA a akcelerovany
s pouzitim mechanického zarizeni na rychlost dostatecnou pro
penetraci stény rostlinné bunky a jadra (mezindrodni
patentova prihlaska publikaéni &. WO 91/02071). Cizoroda DNA
se inkorporuje do hostitelské DNA, coZ vede ke vzniku
trany%formované buriky. Existuje mnoho variaci "biolisticke"

metody (Sanford, 1990; Fromm a kol., 1990; Christou a kol.,



1988); Sauterr a kol., 1991). Tato metoda byla uspésne
pouzZita pro produkci stabilné transformovanych jednodéloZnych
rostlin véetné ryZe, kukufice, psenice, jecmene a ovsu
(Christou a kol., 1991; Gordon-Kamm a kol., 1990; Vasil

a kol., 1992, 1993; Wan a kol., 1993; Sommers a kol., 1992).

Mikroprojektilova metoda prenosu DNA miZe vyuzivat
jako cilové tkané kalu odvozenych od nezralého zarodku nebo
nezralych zarodku. Transgenni rostliny byly ziskany metodou
ostFelovani mikroprojektily u ryzZe, ovsu, jecmene a psSenice
(Gordon-Kamm a kol.. 1990); Sommers a kol., 1992; Wan a kol.,
1994; Vasil a kol.. 1992).

Metoda ostrelovani mikrodasticemi obycejné vyzaduje
10 aZ 15 mésicu pro ziskani transgennich rostlin
(Gordon-Kamm a kol., 1990; Vasil a kol., 1992). I novéjsi
vylepseni transformac¢nich metod za pouziti nezralych zarodku
jako cilové tkané stadle vyzaduji 4 az 6 mésicui pro ziskani
transgennich rostlin (Weeks a kol., 1993; Vasil a kol.,
1992; Becker a kol., 1994). Frekvence transformace za pouziti
téchto metod se pohybuje v rozsahu od jedné transformace na
100 az 1000 ostrelovanych zarodku.

Elektroporace

Protoplastové metody byly ve velkém rozsahu pouZity
u ryze, kde byla DNA dopravena do protoplastii pomoci
liposomii, PEG a elektroporace. A¢koliv byl v nékolika
labotatofich ziskan velky pocdet transgennich rostlin
(Shimamoto a kol., 1989; Datta a kol., 1990), vyzaduje
protoplastovéd metoda ustanoveni dlouhodobych embryogennich



suspenznich kultur. Nékteré regeneranty z protoplastd jsou

infertilni a fenotypicky abnormdlni, coZ je zpusobeno
dlouhodobou suspenzni kultivaci (Davey a kol., 1991; Rhodes
a kol., 1988). Tyto postupy byly zejména uZiteéné pro ryzi

a nékteré obilniny.

Transformace elektroporaci vyzZaduje aplikaci
kratkodobych, vysokonapétovych elektrickych poli pro
vytvoreni "péra" v bunéc¢né membrané, Kkterymi je DNA
vychytdvédna. Tato metoda byla pouZita pro produkci stabilne
transformovanych jednodélozZnych rostlin (Pasazkowski a kol.,
1985; Shillito a kol., 1985; Fromm a kol., 1986), zejména
u ryze (Shimamoto a kol., 1992; Datta a kol., 1990, 1992;
Hayakawa a kol., 1992).

Chemické oset¥eni protoplastua

Polyethylenglykolovd (PEG) metoda je jednoduse
chemické osetfeni za pritomnosti protoplasti a DNA (Shillito
a kol., 1985; Rhodes a kol., 1988). PEG usnadriiuje vychytavani
DNA.

Dalsi metody

Pro transformaci jednodéloZnych rostlin bylo popséno
mnoho dals$ich metod. Metody popsané pro produkci fertilnich
transgennich jednodélozZnych rostlin zahrnuji "metodu pylové
lacéky" (mezinarodni patentova prihlaska publ. ¢. WO
93/18168; Zahir , 1993, Luo a Wu, 1988) a makro injekci DNA
do kvétnich odnozi (Du a kol., 1989; Picard a kol., 1988; De
la Pena a kol., 1987) a tkanovou inkubaci semen v roztocich




DNA (Tofer a kol., 1989). Prima injekce exogenni DNA do

endospermu fertilizovaného rostlinného vajic¢ka pri nastupu
embryogenese byla popsana v mezindrodni patentove prihlasce
publ. &. WO 94/00583. Kromé protoplastové a biolisticke
metody transformace nejsou dal$i metody reprodukovatelné nebo
predpovéditelné. Obvykle je zde dukaz exprese, ale zridkakdy
je DNA prenesena na potomstvo.

Nedostatky v dosavadniho stavu

Jednou vyznamnou oblasti, kde byl v oboru u¢inén maly
pokrok, je adaptace bakteriemi zprostredkovanych metod
transformace na jednodéloZné rostliny. Ackoli je sSiroce
vyuzivan u dvojdélozZnych rostlin, byl Agrobacterium-
zprostredkovany genovy prenos pri adaptaci na jednodélozZné
rostliny zklamdnim. V literatufe existuje nékolik zprav
narokujicich Agrobacterium-transformaci u jednodéloZnych
rostlin, jak tomu je napriklad v mezindrodni patentové
prihlasce publ. ¢. WO 94/0077. Konkrétné jsou to metody,
které popsal Gould a kol., 1991; Mooney a kol., 1991;

a Raineri a kol., 1990, které narokuji Agrobacerium
zprostfedkovahou transformaci kukurice, ryZe a psSenice.
Existuji urcéité dukazy genového prenosu u téchto metod, ale
postradaji presvédcivé dikazy pro uc¢innost prenosu,
reprodukovatelnost a potvrzeni genového prenosu (Potrykus,
1990) a chybi jim p¥enos na potomstvo, pokud jsou rostliny
produkovany. V praci Goulda, kde byl presentovan dikaz

transformovanych rostlin, nebyla Mendelovska dédic¢nost genu.

De LaFonteyne a kol., (mezindrodni patentova prihlaska



publ. &. WO 92/06205) popisuje proces pro transformaci bunék

kukurice za pouziti kmend A. tumefaciens v kombinaci
s transposonem-zprostfedkovanou metodou integrace, ale

Uspésnost takovych metod u jinych druhi nebyla prokazana.

Mooney a kol. (1991) produkoval transformované bunky
ze zarodku psenice kultivovanych spoleéné s A. tumefaciens,
ale frekvence transformace byla velmi nizka a casto
nereprodukovatelna. Chan a kol., (1993), se nasledné pokusil
o produkci rotlin transgenni ryzZe za pouziti A. tumefaciens,
ale jeho metoda nebyla obecné prijata, vzhledem k nedostatku
dostateénych molekuldrnich a genetickych dikazi pro produkci
transgennich rostlin.

Novéjsi pokusy provedené Hiei a kol., (1994)
naznacily, Ze‘rostliny transgenni ryZe mohou byt ziskany po
transformaci A. tumefaciens, ale Ze urcité pouzité
bakteridlni kmeny a volba bakteridlnich vektorud mohou byt
kritické pro Uspésné ziskani transgenii. Neddavna zprava od
Ishida a kol., (1996), naznaduje, Ze vysoce Uc¢inna
transformace kukufice byla mozZnd spolec¢nou kultivaci
nezralych zarodkll a A. tumefaciens. V obou zpravach
tykajicich se jak transformace ryzZe, tak kukufrice, byl pro
dosazeni vysoce ui¢inné transformace pouzit super binarni
vektor pTOK233 obsahujici virB, virC a virG geny. Nedavna
zprava od Saito a kol. (mezindrodni patentova prihlaska publ.
&. WO 95/06722) popisuje metodu pro transformaci
jednodéloZnych rostlin za pouZiti Stitku nediferencovanych

nezralych zarodka a s pouzitim A. tumefaciens.

I pres skutec¢nost, Ze pSenice je nejrozsirenéjsi



uzitkovou obilovinou na svété, neexistuji na neStésti Zadné
presvédcivé zpravy o pouziti metod transformace za pouziti
Agrobacterium v pripravé rostlin stabilni, fertilni
transgenni psenice. Obdobné, nebyly vyvinuty Zadné metody
vyuzivajici nezralych zarodec¢nych tkani nebo tkani kalu pro
stabilni, vysokofrekvendéni transformaci p$enice. Proto,

v dosavadnim stavu techniky chybi Agrobacterium-
zprostredkovana metoda pro pfipravu fertilni, transgenni

psSenice.

Podstata vyndlezu

Pfedkladany vynalez se snaZi prekonat tyto a jiné
nedostatky dosavadniho oboru tim, Ze poskytuje nové zpusoby
pro stabilni transformaci jednodéloznych rostlin, zejména

pSenice, za pouZiti Agrobacterium-zprostredkovanych metod.

Proto zvlastni predmét tohoto vyndlezu poskytuje
techniky, které umozni pripravu transgenni, fertilni psSenice,
kterd bude preferované diploidni a ktera bude stabilne
transformovana diky zavedeni jednoho nebo vice poZadovanych

genu do genomu téchto druha.

Pfedklédany vynalez se proto obecné tyka zpusobu pro
produkci rostlin transgenni psSenice. Jak je zde pouZit,
znamend termin "transgenni rostliny" rostliny, které
inkorporovaly exogenni geny nebo DNA sekvence, vCetné, ale
bez omezeni, geni nebo DNA sekvenci, které nejsou normalné
pritomné, gent, které nejsou normalné transkribované
a translatované ("exprf%bvané") v daném typu bunék, nebo
jakychkoliv jinych geni nebo DNA sekvenci, které je Zadouci




zavést do netransformovanych rostlin, jako jsou geny, které
mohou byt normalné pritomny Vv netransformované rostliné, ale

u kterych je 2Zadouci alterovana exprese.

Predkladany vynalez miZe byt pouzit na jakékoliv
rostlinné druhy. Zejména je pouZitelny pro jednodéloZné
druhy. Konkrétné, je uzitecny pro rostlinné druhy, které
nemohou po dlouhou dobu zustavat ve stadiu kalu bez ztraty
schopnosti regenerace. Jednim z hlavnich druhu pouzitelnych
v predkladaném vynalezu je psSenice. Preferované druhy
zahrnuji psenici Triticum aestivum, T. turgidum a T.
monococum, kdy zejména preferovéna je T. aestivum.
Pfedkladany vyndlez ma, pri aplikaci na pdenici, tu vyhodu,
Ze je nezavisly na genotypu. To znamena, Ze miuze byt pouZit
na jakykoliv typ pSenice, véetné ozimné a jarni pSenice. MuZe
byt pouzit pro produkci rostlin transgenni psenice z jarnich
kultivard, jako je napfiklad, Bobwhite a Marshall PAVOT1.
UC702 a Panewawa, stejné jako z ozimych kultivaru, jako je
napriklad HY368, Neeley, FL302, RH91, R332, R1269 a R585.

Predkladany vynalez je pouzit pro zavedeni cizorodé
DNA do regenerovatelné rostlinné tkéné. Jakykoliv typ
cizorodé DNA miZe byt insertovan do rostlinnych druhd za
pouziti metody podle pfedkladaného vynalezu. Obecne,
"cizoroda DNA" miZe byt definovéna tak, aby zahrnovala
jakykoliv typ DNA, kterad je insertovana do rostlinné bunky
z vnéjsdku rostlinné buiky. Zpusoby pro inserci klonované DNA
do vhodnych plasmidovych konstruktd a manipulace se vhodnymi

prenosovymi kmeny Agrobacterium jsou obecné dobre znamy.

Typ DNA obsazZené v cizorodé DNA muZe zahrnovat DNA,
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které je jiz pritomnd v rostlinné bunce, DNA z jiné rostliny,
DNA z odliSného organismu nebo DNA vyrobenou externé, jako je
napfiklad DNA obsahujici sekvenci antimedidtorové zpravy
rostlinného genu, DNA sekvence kodujici syntetické verze

genu, ve které byla modifikovana sekvence nukleotidu.

Ve vyhodném provedeni je pouzit Agrobacterium
tumefaciens C58, anopalini kmen, pro zprostfedkovdni prenosu
DNA do buriky pSenice. Dal$i vyhodné kmeny pro pouziti pri
provedeni vyndlezu zahrnuji oktopini kmeny, LBA4404 nebo
agropini kmeny, napriklad EHA10l1 nebo EHAlOS.

Ve vyhodnych provedenich obsahuje cizorodda DNA DNA
sekvence, které mohou byt funkéni v regenerovatelné rostlinné
tkadni jako prostredek selekce. Takova DNA muZe zahrnovat gen,
ktery bude funkéni v regenerovatelné rostlinné tkdni a povede
k produkci slouéeniny, kterd bude udélovat rostlinné tkani
resistenci na jinak toxické slouc¢eniny. Tyto geny jsou
v oboru dobfe zndmé a mohou udélovat resistenci na slouceniny
jako jsou antibiotika podobnd kanamycinu (Dekeyser a kol.,
1989) a herbicidy podobné glyfosatu (Della-Cioppa a kol.,
1987) a bialafosu (Vasil a kol., 1992). V rozsahu
predkladaného vyndlezu mohou byt pouZity jiné prostredky pro
selekci. Takové geny zahrnuji geny pro CP4, BAR, hygromycin,
fosfotransferésy (NPT) a dihydrofolat reduktasu (dhfr).

V jednom provedeni je popsan zpusob pro produkci
transgenni psSenice. Zpusob obsahuje, obecné, ustanoveni
kultury z rostliny psSenice, kterd ma byt transformovana,
transformaci kultury za pomoci pripravku z Agrobacterium

obsahujiciho DNA, ktery obsahuje genetickou slozku, ktera ma
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byt zavedena do genomu p$enice, identifikaci nebo selekci
transformované bunééné linie a z ni regeneraci transgenni

pSenice.

V jiném vyznamném provedeni poskytuje vynalez zpusob
pro produkci fertilni transgenni psSenice. Proces vyzaduje
ustanoveni regenerovatelné kultury z rostlin pSenice, ktera
m& byt transformovéna, zavedeni DNA pfipravku obsahujiciho
genetickou slozku, ktera ma byt zavedena do genomu uvedené
pSenice, za pomoci Agrobacterium transformace, identifikaci
nebo selekci transformované bunécéné linie; a regeneraci
fertilni rostliny transgenni p$enice z transformované bunécné
linie. DNA je pfenesena uUplnym pohlavnim cyklem 2z transgenni
rostliny na jeji potomstvo a potomstvo obsahuje stabilni,
chromosomélné integrovanou kopii selektovatelného nebo
vySetritelného zna&kovaciho genu, ktery byl do rodice

transformovdn pomoci Agrobacterium-transformace.

V téchto provedenich zahrnuje DNA pripravek plasmid,
konkrétné rekombinantni plasmid jako je pMON18365, ktery
obsahuje nptII gen. Jiné uvaZované geny zahrnuji
selektovatelné nebo vySetfitelné znackovaci geny, jako je
napfiklad kterykoliv ze zde popsanych, vcéetné GUS, zeleného
fluorescentniho proteinu (GFP) luciferasy (LUC), CP4 a nptII
genli. Priklady transposona a asociovanych genu resistence na
antibiotika zahrnuji transposony Tns (bla), Tn5 (nptII), Tn7
(dhfr), peniciliny, kanamycin (a neomycin, G418, bleomycin);
methotrexat (a trimetoprim); chloramfenikol; Kkanamycin
a tetracyklin.

Charakteristiky uZitec¢né pro selektovatelné markery




v rostlinach byly uvedeny ve zpravé o pouziti mikroorganismu

(Advisory Committee on Novel Foods and Processes, cCervenec
1994). Tyto obsahuji: i) prisnou selekci s minimalnim
mnozstvim netransformované tkané; ii) velky pocet nezavislych
transformaci bez signifikantni interference s regeneraci;
iii) pouZitelnost na velkém mnoZstvi druhl; a iv) dostupnost
testu pro vysetfovani tkdni na pritomnost markeru. Jak bylo

uvedeno vy$e, nékolik markeru antibiotické resistence splnuje
tato kriteria, v&etné resistence na kanamycin (nptII),
hygromycin B (aphIV) a gentamycin (aacC3 a aacC4). Uplnéjsi

popis a seznam je uveden v tabulce 1.



Tabulka 1
Typ Priklady
Aminoglykosidova antibiotika
1) fosfotransferasové enzymy (APH) APH(3')II
APHIV
2) adenyltransferasové enzymy (AAD) ADD(3'"')
3) acetyltransferasy (AAC) AAC(3)-I
AAC(3)-IIT
AAC(3)-1IV

Chloramfenikol

chloramfenikol acetyl transferasa (CAT)
B-laktamova antibiotika

f-laktamasa
2,4-diaminopteridon dihydrofolat reduktasa
Glykopeptidy
Pyridonkarboxylové kyseliny

DNA gyrasa
Rifamyciny

resistentni RNA polymerasa
Makrolidy
methylace 50S podjednotky
Tetracykliny

vazba na S4 a S18 proteiny
70S podjednotky ribosomu

TEM-1-f-laktamasa
TN5-bleomycin
resistence na kyselinu
nalidixovou
resistence na rifamycin

resistence na erytromycin

exkrece antibiotik

2z bunky

Pro rostliny byly vyvinuty

alternativy k markerum




antibiotické resistence (Advisory Committee on Novel Foods

and Processes, Cervenec 1994). Tyto zahrnuji markery

tolerance kovi, kompletadni systemy s auxotrofickymi markery,

markery katabolismu cukrl, markery resistence na L-kanavanin

a merkery pro resistenci na lysin a threonin a S-aminoethyl

L-cystein. Priklady a dal$i popis je uveden Vv tabulce 2.

Tabulka 2

Marker

pPriklad

Resistence na .
herbicidy

Tolerance kovu

Resistence na lysin
a threonin a na

s—aminoethyl L-cystein

resistence na herbicidy miZe byt pouZita
jako selektovatelny marker u rostlin,

napr. tolerance na glyfosat a bromoynil

tolerance kovu, diky inserci savciho

genu pro metalothionein

dva z enzymi biosyntetické drdhy asparta-
tové rodiny, kterd je regulovana nékolika
zpétnovazebnymi smy¢kami, byly vyvinuty
jako selektovatelné markery; aktivita
aspartat-kinasy (AK) je inhibovana
milimoldrnimi koncentracemi lysinu a
threoninu (LT); aktivita dihydrodipikolin
syntasy (DHPS) je inhibovana lysinem a
vede k sensitivité na toxicky analog
lysinu, S-aminoethyl L-cystein (AEC);
transgenni rostliny obsahujici E.coli
geny pro expresi AK a DHPS mohou byt
kultivovany na mediu obsahujicim LT a AEC.



VysSetfovatelné markery mohou byt také pouzity
u rostlin jako alternativy k markerum antibiotické
resistence. Takové markery jsou pouzity pro detekci
pritomnosti nebo pro méfeni Urovné exprese preneseného genu.
Pouziti vySetrfovatelnych markerl u rostlin pro identifikaci
nebo sledovani geneticky modifkovanych bunék dobre funguje
pouze tehdy, pokud je G¢innost modifikace bunék vysoka.
Nékteré z casto pouZivanych vysSetfovatelnych markeri zahrnuji
B-glukuronidasu (GUS), jejiz exprese je detekovana modrym
zabarvenim p¥i inkubaci tkané s 5-brom-4-chlor-3-indolyl-1-
-glukuronidem; bakteridlni luciferasu (LUX), jejiZ exprese je
detekovana emisi svétla; svétluskovou luciferasu (LUC), jejiz
exprese je detekovdna emisi svétla po inkubaci s luciferinem;
a B-galaktosidasu, jejiZ exprese je detekovana svétle modrym
zabarvenim po barveni tkané 5-brom-4-chlor-3-indolyl-
-B-D-galaktopyranosidem.

Preferované bunky pro provadéni téchto metod zahrnuji
nezralé zarodky, tkané kalu, nebo suspenze bunék,
a preferovanym Kkmenem Agrobacterium pro transformaci Jje A.
tumefaciens, kdy zejména jsou preferovany kmeny jako je C58
LBA4404 a EHA1O01l.

zarodky, které maji byt transformovany, mohou byt bud
Gerstvé izolovany z nezralych obilek, nebo mohou byt
izolovany z nezralych obilek a potom predosSetreny. Izolace
nezralych zarodku z nezralych obilek miZe probéhnout ve
stejny den jako inokulace, nebo alternativné, jeden, dva, pét
nebo vice dni pfed inokulaci. Obdobné, tkan kalu muZe byt
izolovana z nezralého zarodku nebo z nezarodecnych



rostlinnych bunék. Zarodek miZe byt poskozen pred
transformaci. Zarodek nebo obilka mizZe byt takovy, ktery je
2 nebo vice dni po vyvoji od kvétnich orgadnu a pokud je
pouzita suspenze bunék, pak to mohou byt kultury

individualnich bunék nebo, alternativné, shluku bunék.

DNA, kterd ma byt transformovédna, je vyhodne
rekombinantni plasmid, jak je zde popsédno, a muZe obsahovat
jeden nebo vice promotort a/nebo 3' a/nebo 5' regionu
operativné navazanych na jednotlivé genetické slozky, které
maji byt transformovdny. Zejména jsou preferovany promotory
jako je CaMV 35 FMV, ubiquitin, ryZovy aktin nebo zesileny
CaMV 35S promotor.

Pokud je to Zadouci, muZe byt rostlina odvozena ze
transformace kultivovdna a miZe byt ziskdno potomstvo. Toto
potomstvo miZe byt pouZito pro pfipravu transgennich semen,
nebo alternativné, miZe byt kr¥iZeno s druhou rostlinou
transgenni psSenice pro pfipravu fertilni, transgenni psenice,
kterda obsahuje jeden nebo vice pozadovanych transgena. Semena
ziskana z takového potomstva mohou byt klicena, kultivovana
a pouzita pro pripravu dal$ich generaci transgenniho
potomstva, které budou obsahovat transgeny originalné
transformované v rodic¢ovské linii.

V jednom provedeni predkladaného vyndlezu je nezraly
zarodek z rostliny pouZit jako vychozi materidl. Nezrale
zarodky mohou byt produkovany za pouziti znamych metod
popsanych v oboru. Napriklad, produkce nezralych zarodku

pSenice popsal Weeks a kol., (1993) a Vasil a kol., (1993).
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V jiném vyhodném provedeni p¥edkladaného vynalezu je
regenerovatelnou rostlinou tkani kalus. Preferovany kalus je
embryogenni kalus. Embryogenni kalus je produkovan
z nezralého zarodku. Tento kalus muzZe byt produkovan izolaci
a kultivaci nezralého zarodku v Zivném mediu s uhlohydraty
a regulatory rostlinného rustu. Ve vyhodném provedeni
predkladaného vynalezu neni pfi produkci embryogenniho kalu
z pSenice nezbytnd eliminace osy zarodku, jak to popisuje
Nehra a kol., (1994).

Medium produkujici kalus je v oboru dobre zndmo a muze
byt pouZito jakékoliv kultivaéni medium nebo zpuisob pripravy.
Ve vyhodném provedeni, pri pripravé pseni¢ného kalu, je
nezraly zarodek psSenice kultivovan po dobu 1 dne aZ 1 mésice,
vyhodné po dobu 4 aZz 7 dni, v modifikovaném MS mediu
obsahujicim okolo 40 g/l maltosy a okolo 2 mg/l 2,4-D.

V jiném provedeni miZe byt 2,4-D nahrazen kombinaci 0,5 mg/l
2,4-D a 2,2 mg/l pichloramu (Chemservice). Medium je
zahusténo 2 g/1 GelriteR (Sigma Chemical, St. Louis, MO) nebo

4 g/1 agarosou s nizkou teplotou téni.

Po transformaci je regenerovatelnd rostlinna tkan
umisténa do media, které je schopné produkovat vyhonky
z regenerovatelné rostlinné tkané, kde medium dale obsahuje
slouc¢eniny pouZité pro selekci regenerovatelné rostlinné
tkadné obsahujici selektovatelné DNA sekvence. Toto
kontrastuje s predchozi praxi v oboru, kdy je regenerovatelna
rostlinnéd tkan obecné podrobena nejprve prodlouzZené dobé
selekce pred vystavenim regenerovatelné tkané mediu schopnému

vyvolat tvorbu vyhonku.
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Mediem pouZitym v tomto kroku mizZe byt jakékoliv
medium, které umoZnuje tvorbu vyhonku z regenerovatelné
tkdné. V jednom provedeni je slouc¢enina tvorici vyhonky
pridana do media. Tyto sloudeniny tvorici vyhonky jsou dobre
znamy v oboru (Mursahige a Skoog, 1962; Kasha a kol., 1990).
Takové sloucdeniny zahrnuji slabé reguldtory rostlinného rustu
a patri sem IAA, IBA a BA v nizkych koncentracich (Becker
a kol., 1994; Vasil a kol., 1992). V jiném provedeni vynalezu
mize byt pro indukci tvorby vyhonkl pouZito medium bez
reguldtord rostlinného rustu (Weeks a kol., 1993).

Ve vyhodném provedeni, kdyZ mad byt regenerovan
zarodecény kalus pSenice, obsahuje medium modifikované MS
medium s 0,2 mg/l 2,4-D (Murashige a Skoog, 1962; Wan
a Lemaux, 1994).

Regenerovatelnd rostlinna tkadn je obycejné umisténa do
media podle predkladaného vyndlezu po transformaci tak
rychle, jak je to mozZné. Obecné miZe byt tato doba v rozmezi
od zhruba 1 dne asi do tfi tydnt, ale vyhodné je asi od 1 dne
do asi 2 tydnli, lépe od asi dvou do p¥iblizné t¥i tydnu.
Nejvyhodnéjsi je preneseni tkdné do tohoto media za asi jeden
az asi dva tydny po transformaci. Ve vétsiné pripadui probéhne
pfenos mezi asi 5 a priblizZné 11 dnem.

Slouéeninou pouZitou pro selekci regenerovatelné
rostlinné tkané obsahujici selektovatelné DNA sekvence muZe
byt jakdkoliv z mnoha znamych selekcnich sloucenin, jako jsou
antibiotika a herbicidy. Mezi vyhodné slouceniny patri
geneticin (G-418) (aminoglykosid) (Nehra a kol., 1994);
glyfosat (Della-Cioppa a kol., 1987) a bialafos (Vasil
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a kol., 1992; Weeks a kol., 1993).

Dostupnost alternativnich selekénich ¢inidel Jje
vyznamnym pozZadavkem pro komeréni aplikace zemédélské
biotechnologie. Pouziti kanamycinu bylo méné uspésné pro
obilniny vzhledem k vysoké endogenni hladiné tolerance
(Dekeyser a kol., 1989). Bialafos byl hojné pouZivan jako
selekéni &inidlo pri transformaci uZitkovych obilovin (Weeks
a kol., 1993; Vasil a kol., 1993; Becker a kol., 1994; Nehra
a kol., 1994; Wan a Lemaux, 1994). Nicméné, potencidlné muzZe
byt vyluéné pouzivani genu kodujicich resistenci na bialafos
jako selektovatelnych markert ve vSech studiich transformace
katastrofalni. Jsou potrfeba jiné selektovatelné markery
a vysledky ukazuji, Ze je zde popsan rychly regeneracni

system dobre fungujici s riznymi selekénimi ¢inidly.

Po vytvoreni vyhonklli jsou vyhonky preneseny do druhého
media schopného vyvolat tvorbu kofenu z uvedenych vyhonku.
Toto medium miZe dale obsahovat slouc¢eniny pouZité pro
selekci regenerovatelné tkané obsahujici selektovatelné DNA
sekvence. Prenos do tohoto media probéhne tehdy, kdyZ se
vyvinou dostateé&né vyhonky, coZz je v oboru obecné znamo.

U pSenice toto probéhne béhem 25 aZ 40 dnl po transformaci.

Medium schopné vyvolat tvorbu koreni maZe byt
jakékoliv medium produkujici koreny. Tato media jsou v oboru
dobre znama (Weeks a kol., 1993; Vasil a kol., 1992). Jednim
z vyhodnych medii produkujicich koreny je modifikované MS
medium bez jakéhokoliv regulatoru rostlinného rustu
(Murashige a Skoog, 1962; Zhou a kol., 1992).
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Po vytvoreni kofeni mohou byt rostliny preneseny do
pudy a kultivovany pro produkci semen podle metod v oboru

znamych.

Predkladany vynalez popisuje reprodukovatelnou u¢innou
metodu pouzivajici Agrobacterium pro transformaci
jednodéloznych rostlin, zejména pSenice a kukurice, za
vyuziti bézného binarniho vektoru pouzivaného pro
transformaci dvoudéloZnych rostlin. Vynadlez poskytuje rychly
a uéinny transformadni a regeneracni system vyuzivajici
Agrobacterium, ktery je zejména pouZitelny pro transformaci
pSenice a kukufice. Rostliny regenerované z tohoto systemu
jsou fenotypové normdlni a plné fertilni. Transgeny jsou
preneseny do Rl potomstva podle Mendelovské dédicnosti.

Ve vyhodném provedeni poskytuje vyndlez rychly
a G&inny transformaéni system pro psSenici, ktery vyuziva
Serstvé izolovanych nezralych zadrodki, predem kultivovanych
zarodku a proliferujicich kalt z nezralych zarodku. Novy
transformadni system vyZaduje pro ziskdni transgennich
rostlin dobu okolo 3 mésicu a frekvence transformace ve zde

popsanych novych zpUsobech jsou reprodukovatelné 0,3 az 4,3%.

V obecném smyslu poskytuje pfedkladany vyndlez zpusob
pro produkci transformovanych jednodéloZnych rostlin, které
obsahuji exogenni DNA. Takovy zpusob obecné vyzZaduje izolaci
regenerovatelné rostlinné tkané z rostliny, pfenos cizorodé
DNA do regenerovatelné rostlinné tkané 1- aZ 3-hodinovou
inokulaci regenerovatelné tkané Agrobacteriem a spolecnou
kultivaci rostlinné tkané s Agrobacterium po dobu 2 aZ 3 dni.
Typicky obsahﬁje cizoroda DNA, ktera md byt insertovana do
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rostlinného genomu, DNA sekvenci selektovatelného markeru,
kde tato sekvence miZe pusobit v regenerovatelné tkani jako
prostredek selekce. Bunky jsou potom kultivovany po dobu asi
2 az priblizné 5 dni v medium pro kalus obsahujicim
antibiotika pro usmrceni Agrobacterium a asi o 1 az 2 tydny
pozdéji je regenerovatelnd tkan umisténa do media schopného
vyvolat tvorbu vyhonku ze tkané. Toto medium dale obsahuje
slouéeninu pouzitou pro selekci regenerovatelné tkané
obsahujici selektovatelné DNA sekvence; a po vytvoreni
alesponi jednoho vyhonku je vyhonek obvykle pfenesen do

druhého media schopného vyvolat tvorbu kofenu u vyhonku.
Exogenni geny

Jeden aspekt vyndlezu se obecné tyka transgennich
rostlin, které exprivuji jeden nebo vice exogennich genu
transformovanych pomoci A. tumefaciens. Jak je zde pouzit,
oznaduje termin "transgenni rostliny" rostliny, které
inkorporovaly DNA sekvence, vcetné, ale bez omezeni, genu,
které pravdépodobné nejsou za normalniho stavu pritomny, DNA
sekvenci, které nejsou normdlné transkribovany do RNA nebo
translatovany na protein ("exprivovany") nebo jakychkoliv
jinych genti nebo DNA sekvenci, které maji byt zavedeny do
netransformovanych rostlin, jako jsou geny, které mohou byt
normdlné pritomny v netransformovanych rostlindch, ale ktere
maji byt geneticky zpracované nebo maji mit pozménénou
expresi. Predpokldda se, Ze v nékterych pripadech bude genom
transgennich rostlin podle predkladaného vynalezu zveétsen
diky stabilnimu vloZeni transgenu. Nicméné, v jinych

pripadech bude vloZeny gen nahrazovat endogenni sekvenci.
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Priklady genua, které mohou byt vloZeny, zahrnuji
napfiklad DNA sekvence nebo geny 2z jinych druhd, nebo rovnéz
geny nebo sekvence, které pochdzeji ze stejného druhu nebo
jsou pritomny ve stejném druhu, ale jsou do prijimajicich
bunék vloZeny metodami genetického inZenyrstvi, a ne
technikami klasické reprodukce nebo k¥iZeni. Nicméné, termin
"exogenni" je také minén tak, aby oznacoval geny, které

nejsou normdlné pritomné v bunkdch, které maji byt
transformovany, nebo jednoduse asi nejsou pritomny ve formé,
strukture atd., ve které se nalézaji ve transformujicim DNA
segmentu nebo genu, nebo geny, které jsou stdle normalné
pritomny ve vétsim mnozZstvi, neZz je Zadouci, napr. které jsou
nadmérné exprivovany. Proto termin "exogenni" gen nebo DNA
oznacuje jakykoliv gen nebo DNA segment, ktery je vloZen do
recipientni buriky, bez ohledu na to, Ze podobny gen miZe jiZ
byt v takové bufice pritomen.

Pocatec¢nim krokem v produkci fertilnich trnsgennich
rostlin je ziskani DNA pripravku, napr. vektorl, plasmidq,
linedrnich fragmentd DNA a podobné, jejichz slozka ma byt
prenesena do recipientnich bunék jednodélozné rostliny. DNA
segmenty pro pouZiti pri transformaci takovych bunék budou,
samozrejmé, obecné obsahovat gen nebo geny, které maji byt
vloZeny do bunék. Tyto geny mohou ddle obsahovat struktury
jako jsou promotory, enhancery, polylinkery nebo i regulac¢ni
geny, jak je to Zadouci.

Vektory, plasmidy, kosmidy, YAC (kvasinkové
arteficidlni chromosomy) a DNA segmenty pro pouZiti p¥i
transformaci takovych bunék budou, amozrfejmé, obecné
obsahovat cDNA, gen nebo genovou sekvenci, ktera ma byt
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transformovana do jednodéloZnych rostlin. Tyto DNA konstrukty
mohou dale obsahovat struktury jako jsou promotory,
enhancery, polylinkery nebo i regulaéni geny, pokud je to
zadouci. DNA segment nebo gen mizZe kodovat bud nativni nebo
modifikovany protein nebo polypeptid, ktery bude exprivovan
ve vyslednych rekombinantnich burnkéach, a/nebo ktery bude
zpusobovat vylepseny fenotyp regenerované rostliny.

Pro zlepseni schopnosti identifikace transformantu
miZe byt Zadouci pouziti selektovatelného nebo
vySetfovatelného markerového genu spolu s pozadovanym
exprivovatelnym genem. Markerové geny koduji fenotyp, ktery
umozfiuje odliseni bunék, které exprivuji markerovy gen od
bunék, které nemaji marker. Takové geny mohou kodovat bud
selektovatelny nebo vysSetritelny marker, v zavislosti na tom,
zda marker udéluje rys, ktery je moZno selektovat chemickymi
prostfedky, t.j. pouzitim selektivniho ¢inidla (napriklad
herbicidu, antibiotika a podobné). V oboru je znamo mnoho
priklada vhodnych markerovych geni a mohou byt vyuZity pri

provadéni predkladaného vynalezu.

Selektovatelné markery, které mohou byt pouZity
v predkladaném vyndlezu, zahrnuji, ale nejsou omezeny na,
nptII gen; bar gen, ktery koduje resistenci na bialafos;
mutantni gen pro EPSP syntasu, ktery koduje resistenci na
glyfosat; gen pro nitrilasu, ktery udili resistenci na
bromoxynil; mutantni gen pro acetolaktat syntasu (ALS), ktery
udili resistenci na imidazolinon nebo na sulfonylmocovinu;

nebo DHFR gen pro resistenci na methotrexat.

Priklady vysSetfovatelnych markert zahrnuji B-glukoro-



[ X A N
e
eoe®

- 23 =-

nidasu nebo uidA gen (GUS), ktery koduje enzym, pro ktery
jsou zndmé ruzné chromogenni substraty; gen pro B-laktamasu,
gen pro luciferasu, xylE gen, gen pro a-amylasu; gen pro
tyrosinasu, a-galaktosidasu, nebo jakykoliv jiny vhodny

vySetrovatelny marker, ktery je odbornikovi v oboru zném.

Ve svétle tohoto zjisténi bude odbornikovi v oboru
zfrejmé, Ze muZe byt pouZito mnoha jinych moZnych
selektovatelnych a/nebo vysSetritelnych markerovych genu.
Proto je predesla diskuse pouze ilustrativni a ne
vycerpavajici. Ac¢koliv je predkladané zjisténi podrobné
doloZen v prikladech za pouziti nptII a GUS genu, spadaji
pouZitelné techniky pro tvorbu a pouziti jakychkoliv jinych
vySetritelnych nebo selektovatelnych markerovych genu
z hlediska predkladaného vyndlezu do praxe v oboru znamé.

Volba jednotlivych DNA segmentu, které maji byt
preneseny do bunék prijemce, bude zaviset na ucelu
transformace. Jednim z hlavnich cild transformace plodin je
pridani néjakych komeréné Zadoucich, agronomicky vyznamnych
rysQ rostliné. Takové rysy zahrnuji, ale nejsou omezeny na,
resistenci na herbicidy, zvysSeny vynos, resistenci va¢i hmyzu
a nemocem, fyzikalni podobu, obsah a vzhled potravy, atd.
Napriklad, miZe byt Zadouci inkorporace jednoho nebo vice
genu kodujicich insekticidni geny, kde tyto geny zahrnuji gen
pro krystalicky toxin Bacillus thuringiensis, ktery zpusobuje
resistenci na hmyz radu Lepidopteran a Coleopteran. Takové
geny jsou odbornikim v oboru dobre znamé a predpoklada se, zZe
budou uzZitec¢né v provadéni zpusobl transformace zde popsanych

pro jednodéloZné rostliny jako je psSenice.
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Transgenni rostliny

Vyznamnym aspektem predkladaného vynalezu jsou
pripravky obsahujici rostliny fertilni kultivované transgenni
pSenice. U téchto rostlin byl genom zvétsen vloZenim predem
vybrané genetické slozky do genomu, za vzniku transgenni
rostliny. Transgen oby&ejné obsahuje genetickou slozZku, ktera
obsahuje jeden nebo vice exogennich geni umisténych pod
kontrolou jednoho nebo vice pfedem vybranych genetickych
kontrolnich elementd nebo promotorui. Takovou rostlinu je
moZné pripravit za pouziti procesu zde pogpanYch, které
zahrnuji pripravu DNA pripravku in vitro, kde tento pfipravek
obsahuje genetickou sloZku, ktera ma byt vlioZena do genomu
pSenice a potom vloZeni DNA do buiky pSenice za pouZiti
transformace vyuZivajici Agrobacterium. Geneticka slozka
obvykle obsahuje jeden nebo vice selektovatelnych nebo
vySetritelnych gena pogbanYch vySe. Po transformaci jsou
z bunék, které dostaly exogenni gen(y), regenerovany rostliny
pSenice a mohou byt ziskany vzniklé fertilni, transgenni
rostliny, které maji zvétsené genomy diky stabilnimu vloZeni
genetické sloZky.

V tomto procesu mohou byt burnky, které jsou transfor-
movany dediferencovany, nebo mohou byt dale dediferencovany
a kultivovany v dediferencovaném stavu aZ do doby, nez
probéhne diferenciace a dozrani rostlinek. Ve vyhodnych
provedenich zahrnuji tyto recipientové burikky nezralé zarodky
embrya, tkané kalu, nebo alternativné, suspenze bunek.
Zarodky mohou byt Cerstvé izolovany z nezralych obilek nebo,
alternativné, izolovany z nezralych obilek a potom oSetrena

pred inokulaci. Nezraly zdrodek miuZe byt izolovan z nezralych
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obilek v den inokulace nebo, alternativné, jeden nebo dva,
nebo 5 nebo 10 i vice dni pfed inokulaci. Zarodkem miZe byt
zarodek, ktery je 1 nebo 2 nebo vice dni po vyvoji z kvétnich
organd nebo, alternativné, obilka miZe byt 1 nebo 2 nebo

i vice dni po vyvoji z kvétnich orgénu.

Pokud je tkan kalu pouzita jako recipientova burka,
tak miZe byt kalus izolovan bud z nezralého zarodku, nebo
z neembryondlnich bunék. V jistych aspektech muZe byt Zadouci
poskozeni zarodku pred transformaci, coZ miZe navodit

uc¢innost transformace.

Také jsou zde popsany rostliny fertilni, transgenni
pSenice, jejiZ genetickd vybava byla pozménéna pridanim DNA
pripravku obsahujiciho pfedem vybrany funkéni geneticky
element, ktery obsahuje transgen vybrany ze sKkupiny
sklddajici se .z nptII genu, bla genu, nptI, dhfr, aphlV,
aacC3, aacC4 genu a GUS genu. Zejména vyhodné jsou geny
kodujici resistenci na glyfosat nebo pfijatelny markerovy gen
jako je nptII gen.

Recipientové buriky mohou byt zaroven transformovany
vice neZ jednim exogennim genem a za takovych okolonosti
mohou byt exogenni geny umistény na jediném DNA segmentu
nebo, alternativné, na jednom nebo vice plasmidech, kaZdy pod
kontrolou jiného kontrolniho elementu.

Zejména vyhodnymi plasmidy jsou rekombinantni plasmidy
jako je pMON18365, pMON32614, pMON30053, pMON25457,
PMON30052 a pMON19450. Geny mohou byt umistény pod kontrolou
promotoru jako je CaMV 35S, ubiquitin, ryZovy aktin nebo
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posileny CaMV 35S promotor. Pokud je to Zadouci, mohou DNA
segmenty, které maji byt transformovany, obsahovat dalsi 5'

a/nebo 3' regiony operativné navazané na geny.
Transgenni potomstvo, semena a odvozené bunéc¢né linie

Dalsi dulezité aspekty vyndlezu zahrnuji potomstvo
transgennich rostlin pripravenych popsanymi metodami, stejneé
jako bunky pripravené z takového potomstva a semena ziskana

z takoveého potomstva.

Popis obriazku na pripojenych vykresech

Obrézky tvori &ast tohoto popisu a jsou zde uvedeny
pro dalsi demonstraci jistych aspektd predkladaného vynalezu.
Vyndlez miZe byt lépe pochopen odkazem na tyto obrazky spolu
s podrobnym popisem specifickych provedeni zde uvedenym.

Obrazek 1 znazornuje strukturu pMON18365, ktery je
prikladem plasmidu neseného v Agrobacterium, ktery byl pouZit
v tomto vyndlezu. V T-DNA regionu jsou GUS i nptII geny
*izeny posilenym 35S promotorem a intronovym kukuricénym
HSP70 intronem. GUS gen také obsahuje dva introny.

Obrazek 2 znazornuje strukturu pMON18364, ktery byl
pouzit pri konstrukci pMON18365.

Obrazek 3 znazornuje strukturu pMON18342, ktery byl
pouzit pr¥i konstrukci pMON18365.

Obrdzek 4 znadzornuje strukturu pMON19476, ktery byl
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pouzit pri konstrukci pMON18365.

Obrazek 5 znazornuje strukturu pMON18361, ktery byl
pouzit pri konstrukci pMON18365.

Obrazek 6 znadzornuje strukturu pMON32614.
Obrazek 7 znazornuje strukturu pMON25457.
Obrazek 8 znazorrtiuje strukturu pMON30053.
Obrazek 9 znazorrnuje strukturu pMON30052.
Obrazek 10 znazornuje strukturu pMON19450.

Obrazek 11 znazorhnuje obecny protokol pro transformaci
nezralych zarodkd za pouziti metod zde popsanych.

Na obrazku 11 i na dal$ich mistech popisu d znamena

den, t znamena tyden.

Obrazek 12 znazornuje obecny protokol pro transformaci
suspenze bunék za pouziti metod zde popsanych.

Dale se popisuji ilustrativni provedeni vynalezu.
Nékteré vyhody vyndlezu
odbornik v oboru oceni mnoho vyhod zpusobu a pripravki

poskytnutych v predkladaném vynadlezu. Nékolik takovych vyhod
miZe byt shrnuto nasledovné:
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DosaZeni uUc¢inné transformace za pouZiti bézZného binadrniho

vektoru

BézZny bindrni vektor pMON18365 byl pouzZit ve vsech
pokusech v tomto vyndlezu. Ve vétsiné pokusui byla dosaZena
u¢inna transformace. Tato skutec¢nost naznacuje, Ze super
bindrni vektor nemusi byt nezbytny, ackoliv bylo ukdzano, ze
je zasadni pro dosazZeni vysokého stupné transformace kukurice
(Ishida a kol., 1996).

Transformace za pouZiti ruznych explantatd

Razné typy explantdtd - nezralé zarodky, embryogenni
kalus a suspenze bunék - byly pouzity jako explantaty pro
infekci Agrobacterium v tomto vyndlezu. Stabilni
transformanty (kolonie ze suspenze bunék a rostliny z embryi
a embryogenniho kalu) byly generovany ze vsSech téchto
explantatu, coz ¢ini tento vyndlez leps$im neZ jsou jiné
publikované transformac¢ni systemy vyuZivajici Agrobacterium,
jako je system pro kukurici (Ishida a kol., 1996), ve kterém
mohou byt pro produkci transgennich rostlin pouzZita pouze

cerstvé izolované nezralé zarodky.
U¢innd a rychlad produkce stabilnich transformantu

Vysoce u¢innd exprese GUS genu byla pozorovana
u explantatd kratce po infekci Agrobacterium jak je
ilustrovano v tabulkdch 4 a 7. V pripadé, Ze byla inokulovana
suspenze bunék, mohlo byt ziskdno priblizZné 200 stabilnich
transformantu (kolonii) z 1 ml bunék po 40 aZ 60 dnech
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selekce na mediu obsahujicich selektivni ¢inidlo, jako je
G418. Transformované rostlinky mohly byt vyvinuty z nezralych
zarodka a Gasti kalu v mediu obsahujicim G-418 nékolik tydni
po inokulaci. Pouze 3 mésice od infekce Agrobacterium byly
nutné pro zasazeni rostlin do pady. V pokusech, které
generovaly transgenni rostliny, byla u¢innost stabilni
transformace v rozmezi od 0,3 do 4,3 % (pocet trangennich
déjh/pocdet inokulovanych explantatu) (tabulka 5), coZ je
srovnatelné nebo vyssi, neZ je u¢innost publikovana za
pouziti jinych transfromac¢nich systémi (Vasil a kol., 1992,
1993; Weeks a kol., 1993; Nehra a kol., 1994; Becker a kol.,
1994; Zhou a kol., 1995). Transgenni rostliny mély normalni

morfologii a byly plné fertilni.
Mendelovskd segregace transgenu v potomstvu

Exprese transgenu byla studovana v potomstvu (R4
generaci) 4 primarné transformovanych rostlin ze 2 pokusu.
GUS aktivita byla pozorovana priblizné u 3/4 jedincu (semena
a rostliny) R, generace (tabulka 6), coZ ukazuje, Z2e gen byl
prenesen na potomky podle Mendelovské dédicnosti. U rostlin

nebyly pozorovany Zadné abnormality.
Produkce regenerovatelnych transgennich rostlin

Z 5 studii bylo identifikovano celkem 9 pripada (7
ruznych osetrfeni) (tabulka 3). Na 5 rostlinach ze 3 déjua
z EXpAG2 a AGl3 byla provedena Southern analyza. Vysledky
ukazuji, Ze vSech 5 rostlin mélo transgeny integrovany do
genomu. Rostliny ze 6 dalsich déju (z ExpAG22, AG25 a AG30)
byly identifikovany GUS histochemickym testem a jsou bud
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v pudé, nebo v Sundae nadobkach. Vsechny mély vysokou aZ
stredni aktivitu GUS. Uéinnosti transformace ze dvou studii
byly 2,7 a 2,1 %.

Vsechny pripady byly generovany z inokulované
embryogenni tkané kalu nebo z predkultivovanych nezralych
zarodkl (IEs) (tabulka 4). Zpusob inokulace a podminky se
mezi témito studiemi 1is$ily. Vysledky ukazuji, Ze
transformace psenice zprostfedkovand Agrobacterium je
opakovatelna a Ze embryogenni tkan kalu a predkultivovana IEs

jsou vhodnymi explantdty pro infekci Agrobacterium.
Segregace 3:1 aktivity GUS v R, potomstvu

Rq rostliny ze tri transgennich rostlin z ExpAG13
(tabulka 3) byly produkovany kli¢enim R, nezralych embryi in
vitro. Rostliny byly pfeneseny do pudy a GUS aktivita byla
mérena v R, potomstvu a nezrald semena s odstranénymi zarodky
byla rozriznuta na dvé poloviny podélné a byla pouzita pro
histochemicky test na GUS. Tkan Stitku byla také odebrana na
GUS test z nékterych klidicich zdrodku. Materska tkan,
perikarp, kazZdého semene byla GUS pozitivni, jak bylo
odekavano. Nicméné, aleuronova vrstva semen a tkan stitku
zarodkld se segregovala na GUS pozitivni a GUS negativni.
Pomér GUS-pozitivnich a GUS-negativnich rostlin se vyznamne
nelis$il od 3:1 podle kappa2 testu (tabulka 2), coZ ukazuje,
Ze transgen byl s nejvétsi pravdépodobnosti insertovan do
jediného lokusu.
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Tabulka 3

Transgenni pripady generované transformaci zprostfedkovanou

Agrobacterium

Pokus- Explantat pocet inokulace (%)2 ¢. déje TE
osSetrfeni kusu (rostlina)1
AG2-05 3-t kalus 73(velkych) 3h, vakuova 2 (2) 2,7

infiltrace
AG13-03 2-t kalus 47(velkych) vakuova 1 (3) 2,1
inokulace

AG22-05 10-d kalus 239(malych) 3h, namoceni 1 NA
AG22-06 25-d kalus 308(malych) 3h, namoceni 1 NA
AG25-24 6-d IEs 40 3h, namoceni 1 NA
AG30-02 3-d IEs 98 3h, namoceni 1 NA
AG30-05 3-d IEs 104 3h, namoceni 2 NA
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Tabulka 4

Aktivita GUS v aleuronové vrstvé nebo ve stitku v potomstvu ze

semen R0 rostlin

Rg rostlina pocet test. pocet GUS pocet GUS chi-square
R, semen pozitivnich negativnich hodnota?
semen semen
AG13-03-02-01 31 22 9 0,27
AG13-03-02-02 28 22 6 0,19

AG13-03-02-03 124 96 28 0,387

1 Tato hodnota byla vypo&itana na zakladé hypotesy segregace 3:1l.
Kriticka hodnota p¥i a = 0,05 a df = 1 byla 3,84, vy$Ssi neZ
jakdkoliv z chi-square hodnot v tabulce. Proto, Zadny ze
segregaénich poméru nebyl signifikantné odlisny od hypoteticky
predpovézeného pomeru 3:1.

Metody obsahujici selektovatelné markery schvélené EPA a FDA

Ackoliv vétsina z popsanych metod pro pribuzné
obilniny spoé¢iva v pouziti hygromycin fosfotransferasy (HPT)
jako selektovatelného markeru, prekonava predkladany vynadlez
toto omezeni vyuzitim nptII jako selektovatelného markeru.

nptII gen (ktery koduje neomycin fosfotransferasu) je
nejcastéji akceptovanym selektovatelnym markerem v oboru

a byl schvdlen Enviromental Protection Agency jako pesticidne
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inertni. Podobné, jeho schvdleni Food and Drug Administration
jako nepfimy potravni doplnék ¢ini tento marker lepsim neZ
jsou markery jako je hygromycin, ktery nebyl podobné schvalen
témito urady.

Rozdily od systémi vyvinutych pro ryZi a pro kukurici

Predkladany vyndlez se vyznamné lisi od metod popsanych v
posledni dobé pro jiné obilniny. Oproti drivéjsim metoddm pouZitym
pro transformaci ryZe, nevyzaduji predkladané metody pro
inokulaci osetfeni ve vysoce osmotickém prostredi. Podobné,
predkladany vyndlez se 1isi od metod popsanych pro
transformaci kukurice v tom, Ze neni omezen na pouZiti pouze
Serstvé izolovanych nezralych zarodki jako explantatu.

Predkladany vyndlez je také dobre uc¢inny pro predkultivované
nezralé zarodky nebo tkan kalu a neni omezen na Cerstve

izolovanou zarodec¢nou tkan.

Jinym vyznamnym rozdilem vi¢i d¥ive popsanym metodam
je to, Ze metody podle predkléddaného vyndlezu jsou
aplikovatelné za pouziti standartnich binarnich plasmidq,
které jsou dobre znamé v oboru, a neni nutna konstrukce
a pouziti "super" binarnich plasmidl, jak je to popsano ve
drivéjsich pracich. Binarni plasmid je nejbéinéjsSim typem
pouzivanym pro véts$inu metod pro transformaci dvojdéloznych
rostlin a odbornikovi v oboru jsou binarni plasmidy snadno
dostupné pro pouziti pri metodach zde popsanych.

Niasledujici priklady jsou zde uvedeny pro demonstraci
vyhodnych provedeni vyndlezu. Odbornikovi v oboru by mélo byt
jasné, Ze techniky popsané v prikladech, které nasleduji,
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predstavuji techniky objevené pavodcem dobfe fungujici pfi
provadéni vynadlezu, a proto mohou byt povaZovany za vyhodné
zplsoby pro jeho provadéni. Nicméne ve svétle podaného popisu
by odbornikovi v oboru mélo byt zrejmé, Ze miZe byt provedeno
mnoho zmén ve specifickych provedenich, ktera jsou popséana,

a stale budou ziskdny podobné vysledky bez odchyleni se od

rozsahu a duchu vynalezu.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1 - Transformace za pouziti nezralych zarodku
1. Priprava explantatu

V této studii byla pouZita jarni pSenice Triticum
aestivum kultivar Bobwhite. Zasobni rostliny byly kultivovany
v rustové komirce s kontrolovanym prostf¥edim s 16-hodinovou

2,571 godavanym vysoce

fotoperiodou pfi 800 pumol.m
intenzivnim ozarenim svétlem (HID) Sylvania (GTE Products
Corp., Manchester, NH). Denni/no¢ni teplota byla 18/16 Oc.
Nezralé obilky byly z rostlin odebrany 14 dni po vyvoji

z kvétnich organti. Nezralé zarodky (IEs) byly asepticky
vyriznuty a byly kultivovény na nasledujicim pre-kultivaénim
mediu pr¥ed inokulaci:

1) semisolidni kalus-indukujici medium CM4 nebo CM4C (tabulka
5) po dobu 1 - 6 dnu;

2) kapalné CM4C doplnéném 0,25 M rafinosou a manitolem po
dobu 1 dne;

3) kapalném CM4 mediu s 1/10 Fedénim MS soli a doplnéném 10
g/l glukosou, 3,9 g/l MES po dobu 1 aZ 3 hodin.

VSechny kultivace byly provddény pri teploté 23 az 25 Oc.




Tabulka 5

Doplnkové slozky v zadkladnim mediu

1

Slozka CM4 cM4C MMS.2C MMsoc MsiwsM? mMs2wem?
2,4-D (mg/1) 0,5 0,5 0,2 - 1,0 2,0
Pichloram (mg/l)2 2,2 2,2 - - - -
Maltosa (g/1) 40 40 40 40 - -
Sacharosa (g/1) - - - - 20 20
Glutamin (g/1) 0,5 0,5 - - - -
Chlorid horecnaty 0,75 0,75 -- —-— 0,75 0,75
(g/1)

Hydrolyzat kaseinu 0,1 0,1 -- - - --
(g/1)

MES (g/1) -- 1,95 1,95 1,95 -- -
Kyselina askorbova - 100 100 100 - --
(mg/1)2

I-asparagin (g/1) - - - - 0,15 0,15
Thiamin HCl (mg/1) - - - - 0,5 0,5
Zelatinizujici 2(P) 2(P) 2(G) 2(G) - 2(P)

&inidlo (g/1)3

1 vsechna media obsahovala zakladni soli (MS zakladni soli) a
. vitaminy (MS vitaminy) z Murashige a Skoog (1962) media, pokud

neni uvedeno jinak. pH kazZdého media bylo upraveno na 5,8.

2 sterilizované filtrem a pridané do media po autoklavovani.

3 PhytagelTM (P) a GelriteR (G)

4 v mediu nebyly pritomné zadné MS vitaminy.
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2. Kultura Agrobacterium

Oslabeny kmen Agrobacterium tumefaciens C58 (ABI)
nesouci bindrni vektor pMON18365 (obrazek 1) byl pouzit ve
vdech studiich. pMON18365 obsahuje GUS (uidA) gen s intronem
a s nptII genem jako selektovatelnym markerem v T-DNA
(p¥renosova DNA) regionu. Oba geny jsou pod kontrolou
posileného CaMV 35S promotoru. Kultury Agrobacterium byly
iniciovany ze zasob v glycerolu a byly kultivovany pres noc
pri 25 az 26 Oc na rotaéni tfepacce (frekvence otadceni 150 za
minutu) v kapalném LB mediu (Miller, 1972) obsahujicim 50
mg/1l kanamycinu, streptomycinu i spektinomycinu, 25 mg/1l
chloramfenikolu a 200 uM acetosyringonu, do st¥edni log faze
(ODggg = 1 - 1,5). Bunky Agrobacterium byly odebrany
centrifugaci a byly resuspendovany v inokulaénim mediu, CM4
nebo CM4C (tabulka 9) s 1/10 fedénim MS soli a doplnéném 10
g/1 glukosy a 200 pM acetosyringonu. Hustota bunék
Agrobacterium byla upravena pro inokulaci na ODggq = 2.

3. Inokulace a soucasna kultivace

IEs prechodné uchovavané v kapalném pre-kultivacnim
mediu 3 byly preneseny do suspenze bunék Agrobacterium
v Petriho miskdch (25 x 100 mm). Pomér mezi Agrobacterium
a IEs byl pr¥ibliZné 30 ml: 200 IEs. Do inokulac¢niho media byl
pridan surfaktant, SilwetR (Monsanto, St. Louis, MO),
v koncentraci 0,01 aZ 0,75 %. Inokulace byla provadéna pri
23 az 25 Oc po dobu 3 hodin ve tmé. Po inokulaci byla
Agrobacteria odstranéna vakuem nebo pouzZitim prenosové pipety

a IEs byly umistény do media pro soucasnou kultivaci, CM4
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nebo CM4/C s 1/10 Fedénim MS soli a 1,5 mg/l extra 2,4-D

a doplnéném 10 g/1 glukosou a 200 puM acetosyringonu. Zarodky
byly umistény stranou stitku nahoru a byly soucasné
kultivovény s Agrobacterium po dobu 2 aZ 3 dnu pri 25 Oc ve
tmé. Pre-kultivované nezralé zarodky (kultivované na mediu po
dobu 1 az 6 dni) byly inokulovany Agrobacteriem podle jednoho
z nasledujicich zplsobu: 1) ponorenim do suspenze bunék
Agrobacterium na dobu 1 aZ 3 hodin. 2) IEs byly ponoreny do
suspenze bunék Agrobacterium v Petriho miskadch nebo

v klastrech pro bunééné kultury, které byly potom umistény

v susSici nadobé a byly vakuovany po dobu 3 hodin za pouziti
vakuového systemu. V nékterych studiich byl do inokulaéniho
media pridan silwet®R v koncentraci 0,01 %. Po inokulaci byly
nezralé zarodky naneseny na sterilni papirové filtry a potom
byly preneseny do jednoho z nasledujicich medii pro soucasnou
kultivaci: 1) semisolidniho CM4 nebo CM4C media (tabulka 5)
doplnéného 10 g/1 glukosy a 200 pM acetosyringonu; 2)
kapalného nebo semisolidniho CM4C media s 1/10 fedénim MS
soli a doplnéného 10 g/l glukosy a 200 uM acetosyringonu.
Filtraéni papir (Whatman &. 1) byl v nékterych studiich
poloZen na medium; 3) kapalného CM4 nebo CM4C s 1/10 redénim
MS soli a 3,9 g/1 MES a doplnéného 10 g/1 glukosy a 200 uM
acetosyringonu. Nezralé zarodky byly umistény na medium nebo
na filtraéni papir stranou stitku nahoru. Pro kultivaci
zarodka v kapalném mediu byla kazda kultivac¢ni plotna
pripravena pridanim 8 ml kapalného media do Petriho misky

(15 mm x 100 mm) obsahujici 6 kusu filtra¢niho papiru Whatman
&.1 (8,5 cm). Explantaty byly soucasné kultivovany

s Agrobacterium pri 24 O¢c ve tme po dobu 2 aZ 3 dnu. Po
souc¢asné kultivaci byly nezralé zarodky vyplachnuty kapalnym
CM4 nebo CM4C mediem doplnénym 500 mg/l karbencilinu
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(zpozdujici medium). Infikované nezralé zarodky byly
kultivovany v solidnim zpozdujicim mediu po dobu 2 aZ 5 dnu.
Obecny protokol pro tuto transformaci je uveden na obrazku 6.

Uéinnost prenosu T-DNA

U¢innost prenosu T-DNA byla mérena testem prechodné
. exprese GUS s 2 aZ 3 dennim odstupem od selekce. Ve vétsiné
studii byly pozorovany vysoké hladiny pfechodné GUS exprese,
coZz naznac¢uje, Ze prenos T-DNA byl velmi déinny. U&inek
silwetR na prenos T-DNA byl intenzivné studovan na raznych
explantatech. Jak ukazuje tabulka 6, silwet®R v koncentraci
0,05 - 0,1 % signifikantné zvysSoval prechodnou GUS expresi
v Cerstvé izolovanych IEs. Podobné vysledky byly také
pozorovany pro pre-kultivované IEs a zarodec¢ny kalus jako
explantaty pro inokulaci. Pro nezralé zarodky pre-kulti-
vované po dobu 1 az 2 dnud byly GUS skvrny lokalizovany
nejvice podél okraje sStitku, ze kterého se vyviji mensi
mnozsti zarodec¢ného kalusu. GUS skvrny byly, nicméné,
nachazeny v kalus tvoricich oblastech zarodku pre-kulti-

vovanych 3 dny nebo déle.




Tabulka 6

U&inek surfaktantu na expresi GUS, pokud je pritomen v

inokulac¢nin mediul

Silwet (%) GUS pozitivni Podéet explantatd t/GUS pozitivni
skvrny/explantat skvrny/celkovy pocet explantatu (%)

0,00 7,8 11/34 (32)

0,01 17,6 15/19 (79)

0,05 149 13/13 (100)

0,1 111 8/8 (100)

0,5 1 1/1 (100)

1 Explantaty byly IEs izolované nékolik hodin pfed inokulaci.
S. Selekce a regenerace rostlin

Po 2 az 5 dnech ve zpozdovacim mediu byly
Agrobacteriem infikované nezralé zarodky preneseny do
kalus-indukéniho media, CM4 nebo CM4C (tabulka 5) media s 25
mg/l G418 a 25 mg/l karbencilinu. Nezralé zarodky byly
kultivovany po dobu 2 aZ 3 tydnl pro indukci kalu pred tim,
neZ byly preneseny do prvniho regenerac¢niho media, MMS.2C
(tabulka 5) s 25 mg/l G418 a 250 mg/l karbencilinu. Pri
prenosu do regenerac¢niho media byl kazdy kus kalu rozdélen na
nékolik mensich kousku (& 2 mm). Po dvou tydnech kultivace na
prvnim regeneraénim mediu byly mladé vyhonky a Ziva tkan kalu
preneseny do druhého regeneraéniho media, MMSOC (tabulka 5)

se stejnymi koncentracemi G418 a karbencilinu. Rostlinky,




u kterych bylo pozdéji potvrzeno, Ze jsou spravnymi

transformanty, rostly v tomto mediu rychle a tvorily silné
korenové systemy. Nicméné, v tomto stadiu zde byly nékteré
rostlinky Vykézujici urc¢itou resistenci na G418. Mohly rust
dobfe a mohly tvorit jeden nebo vice korenti, adkoliv nerostly
tak rychle jako radné transformanty. KdyZ byly rostlinky 3 cm
nebo vys$si, byly preneseny do Sundae nadobek (Sweetheart Cup
Company, Chicago, IL) obsahujicich druhé regeneraéni medium
jak bylo uvedeno vyse pro dals$i kultivaci a selekci.

Z nékterych rostlin byly v tomto stadiu odebrany vzorky listu
pro histochemicky test na GUS. Nicméné, rostlinky, které byly
resistentni a nevykazovaly GUS aktivitu v tomto stadiu nebyly
eliminovany. Béhem rustu v nadobkach vétsina

S non-transformantd uhynula nebo vykazovala zndmky citlivosti
na G418. Rostliny vysoce resistentni na G418 (mohutné
rostoucli se silnym korenovym systémem) byly preneseny do pudy
pred tim, neZ dosdhly vrcholu nadobek. VSechny rostliny
pochazejici ze stejného zarodku byly povazZovany za potomstvo
ze stejného déje.

6. Potvrzeni transgenniho charakteru rostlin

Rostliny byly kultivovadny v kultivacéni komirce
s kontrolovanym prostredim za stejnych ristovych podminek,
jaké jsou popsény vyse. Vzhledem k tomu, Ze od inokulace do
prenosu vétsiny rostlin do pudy ubéhly pouze asi 3 mésice,
nebyly u téchto rostlin pozorovany Zadné viditelné
abnormality, které jsou obvykle asociovany s rostlinami
dlouhodobé kultivovanymi in vitro. Rostliny byly 2zcela
fertilni. Kazdad rostlina byla vysSetfovana alesponi jednou
Zz nasledujicich metod:




1) Histochemicky test na GUS (Jefferson, 1987) za
pouziti raznych ¢asti rostlin.

2) Biologicky test (test blednuti listd). Pred
hlavaténim byly vzorky listd (délky asi 5 aZz 7 mm) odebrany
z nejmladsich plné rozvinutych listl a byly umistény do jamek
24-jamkové bunéc¢né kultivaéni plotny (Costar Corporation,
Cambridge, MA). KaZda& jamka byla naplnéna 0,5 ml vodného
roztoku sloZeného z 300 mg/l paromomycinu (Sigma) a 100 mg/1l
Benlatu (fungicid vyrdbény DuPont) nebo 100 mg/l Benlatu
samotného. T¥i vzorky listl ze stejného listu kazdé rostliny
byly umistény ve dvou jamkach obsahujicich paromomycin
a Benlat a v jedné jamce obsahujici Benlat samotny. Vzorky
listd z netransformovanych rostlin Bobwhite byly pouzZity jako
negativni kontroly. Vzorky byly vakuové infiltrovany v susici
nadobé za pouziti vakuového systemu po dobu 5 minut a potom
byla plotna dikladné potazZena ParafilmR pred umisténim na
svétlo (140 pmol. m~2.s71), Vysledky byly urc¢eny o 60 hodin
pozdeéji. Vzorky listli, které byly vysoce resistentni na
paromomycin zUstavaly na vét$iné plochy zelené s vyjimkou
dvou okraju (Sirky <1 mm), coZ ukazuje, Ze rostliny mély
funkéni nptII gen. Vzorky listd od rostlin bez genu nebo
s nefunkénim genem zcela vybledly pusobenim paromomycinu
stejné jako negativni kontroly, nebo mély pouze malé zelené
plosky.

3) Analyza Southern hybridizaci (Southern, 1975).
Genomova DNA byla izolovéna ze tkané listd rostlin podle
metody, kterou popsal Shure a kol., (1983). 15 pg genomové
DNA bylo traveno restrikéni endonukleasou BamHI a bylo



frakcionovano na 0,8% agarosovém gelu. DNA byla pfenesena do

Hybond N membran (Amersham, Arlington Heights, IL) podle
standartnich postupl (Sambrook a kol., 1989). Sonda pro
detekci nptII genu byla pripravena gelovym pred¢isténim 977 bp
NcoIl fragmentﬁ z plasmidu pMON18365 (obrdzek 1). Fragment byl
znacen 32p dCTP kitu pro ndhodné znaceni primeru (Prime-It
IIR od StratageneR, La Jolla, CA), na specifickou aktivitu
2,6 X 10° cpm/ug. Membrédna byla hybridizovana po dobu 14
hodin p¥i 42 Oc v roztoku obsahujicim 50% formamid, 5x SSC,
5x Denhart, 0,5% SDS, 100 ug/ml tRNA. Podminky pro konecéné
promyti byly 0,1% SSC a 0,1% SDS pri 60 9C po dobu 15 minut.

7. Uéinnost stabilni transformace

Pocet transgennich déju v kazdé studii byl urcen po
testovani rostlin jak bylo popsano vyse. U&innost
transformace (pocet déjui/podet nezralych zarodki) se lisila
mezi jednotlivymi studiemi a podle ruznych podminek osSetteni,
které generovalo transgenni rostliny (tabulka 7). Nicméné,
u¢innost byla srovnatelnd nebo vy$si, neZ jsou jakékoliv
publikované uc¢innosti transformace psSenice (Vasil a kol.,
1992, 1993; Weeks a kol., 1993; Nehra a kol., 1994; Becker
a kol., 1994; Zhou a kol., 1995).




Tabulka 7

U¢inosti stabilni transformace pri produkci

transgenni psenice

Pokus- Explantat Podet IEs Pocet Uéinnost
osetreni nebo kusi transgennich (B/A%)
kalu (A) dé&ja (B)l
AG2-05 21-d kalus, intaktni 73 2 ’
AG13 14-d kalus, intaktni 47 1 ,
AG22-05 10-d kalus, asi 2 mm 239 1 '
AG22-06  25-d kalus, asi 2 mm 308 1 ,
AG22-11 10-d kalus, asi 2 mm 232 1 '
AG25-24 6-d IEs 40 1 2,5
AG27-15 1-d IEs 23 1 4,3
AG29-04 5-d IEs 97 1 1,0
AG30-02 3-d IEs 98 1 1,0
AG30-05 3-d IEs 104 2 1,9
AG30-08 3-d IEs 36 1 2,8
9528 0-d IEs 160 1 0,6
9531 17-d kalus, intaktni 50 1 2,0
9602 0-d IEs 250 3 1,2
9604 0-d IEs 700 1 0,14
9608 0-4 IEs 124 1 0,8
9609 0-d IEs 140 2 1,4
9614 0-d IEs 38 1 2,6
9620 15-d kalus, intaktni 100 3 2,7

1 Kazdy transgenni déj probéhl u jedné nebo vice rostlin.



8. Analyza potomstva transgennich rostlin

Nezralé obilky byly ziskany z primdrnich transgennich
rostlin (Ry generace) s nptII i GUS aktivitou priblizne 20
dni po vyvoji z kvétnich organu. Nezralé zarodky byly
izolovany a kultivovadny na MMSOC mediu (tabulka 5) pro
klideni rostlin (asi jeden tyden v Petriho miskdch a dalsi
tyden v Sundae nddobkach se stejnym mediem). Kazda
z nezralych obilek s odstranénymi zdrodky byla rozriznuta na
dvé poloviny podélné a byla prenesena do 96-jamkovych
kultivac¢nich ploten (Costar Corp. Cambridge, MA) pro
histochemicky test na GUS jak byl popsén vySe. Obé poloviny
obilek byly vySetfovany pod mikroskopem pro urceni GUS
aktivity v ruznych oblastech. Cast tkané stitku byla také
odebrdna z kazdého klic¢iciho zarodku pro test na GUS. Po
pfeneseni rostlin (R; generace) do pudy priblizné 2 tydny po
klic¢eni byla GUS aktivita v rostlindch urcovana
histochemickym testem na GUS za pouziti tkané listd a kvétu.

Jak byio ocekavano, materska tkdan, perikarp, kazdé
nezralé obilky, vykazovala aktivitu GUS. Nicméné, aleuronova
vrstva vétsiny obilek vykazovala GUS aktivitu, ostatni
nikoliv. Pomér obilek s GUS pozitivni aleuronovou vrstvou
k obilkdm s GUS negativni aleuronovou vrstvou se
signifikantné nelisil od 3:1 podle chi square testu (tabulka
8). Data GUS testu provedeného na obilkdch dob¥e odpovidala
datum testu provedeného na tkani stitku a dal$im GUS testlim
provedenym na tkanich listu a kvétu, acd¢koliv GUS aktivita
Vv aleuronové vrstvé a sStitku byla mnohem silnéjsi nez ve
tkanich listu a kvétu.



Tabulka 8

Segregace GUS aktivity v R, semenech a rostlinach

Ry PoCet R, Pocet GUS Pocet GUS chi-square
rostliny testovanych pozitivnich negativnich hodnotal
semen
(rostlin)
16612 31 22 9 0,27
16613 28 22 6 0,19
16614 124 96 28 0,387
16953 128 103 25 2,04

1 Tato hodnota byla vypoc¢itdna na zakladé predpokladu segregace
3:1. Kriticka hodnota pri a = 0,05 a df = 1 byla 3,84, vyssSi nez
jakakoliv z chi-square hodnot v tabulce. Proto Z&dny ze
segrega¢nich pomérl nebyl signifikantné odli$ny od hypotetic-
ky predpovézeného poméru 3:1.

Pfiklad 2 - Transformace za pouziti zarode&ného kalu
1. Priprava explantatu

Nezralé zarodky psSenice (Triticum aestivum L.)
kultivar Bobwhite byly izolovany z nezralé obilky 14 dni po

vyvoji z kvétnich organu a byly kultivovany v mediu
indukujicim kalus CM4 nebo CM4C (tabulka 9) stranou Stitku



nahoru. Po 10 dnech nebo déle se nezralé zarodky vyvijely do

zarodecného kalu. Kazdy kalus byl velikosti pfibliZné 5 mm
nebo vétsi. Kaly byly inokulovany Agrobacterium bez naruseni
(intaktni), nebo byly vybrany rezy pouze vét$iny zarodedénych
kald a byly rozdéleny na malé kousky (asi 2 mm) za pouzZiti

jemnych klesticek pro inokulaci.

2. Inokulace a souc¢asna kultivace

Kousky kalu byly inokulovany bunécénou suspenzi
Agrobacterium pripravenou jak je popsédno vyse, za pouzZiti
jedné z nasledujicich metod.

1) Ponoreni kouskl kalu do bunééné suspenze Agro-

bacterium na dobu 3 hodin.

2) Ponoreni kouskl kalu do bunééné suspenze Agro-
bacterium s vakuovou infiltraci po dobu 3 hodin.

3) Intaktni kousky kalu byly umistény na kousek
sterilniho filtraéniho papiru nasyceny kapalnym inokulaénim
mediem. Kousky kalu byly inokulovany v intaktnim stavu, nebo
byly pfed inokulaci stlaceny za pouZiti sterilni Spachtle do
"kola¢u". Kazdy kousek filtraéniho papiru nesouci kousek kalu
byl prenesen do 150-ml filtrac¢niho systemu (Corning, Inc.,
Corning, NY) spojeného s vakuovym systemem, nebo do
Buchnerovy nalevky spojené s vakuovym systémem pres filtracéni
banku. Ve vakuovém systemu byla bunédnad suspenze
Agrobacterium pomalu nakapana na kousky kalu (>1 ml na 6
kouskl kalu). Po nakapani bunééné suspenze Agrobacterium bylo
po dobu dalsich 10 minut aplikovdno vakuum. Kousky kalu



inokulované jakoukoliv z téchto metod byly preneseny do

Petriho misek (100 x 15 mm), které kazda obsahovaly 6 kusi
Whatmanova filtraéniho papiru (&. 1, 8,5 cm) nasyceného 8 ml
media pro souc¢asnou kultivaci (CM4 nebo CMAC s 1/10 redénim
MS soli a doplnéném 10 g/1 glukosy a 200 uM acetosyringonu).
Plotny byly dikladné potazZeny ParafilmemR. Po soudasné
kultivaci s Agrobacterium po dobu 3 dnu byly kousky kalu
promyty v kapalném zpoZdovacim mediu (CM4 nebo CM4C doplnéné
500 mg/1 karbencilinu) a byly naneseny na kousky sterilniho
filtraéniho papiru pro odstranéni nadbytku kapaliny. Kousky
kalu byly kultivovany v semisolidnim zpoZdovacim mediu po
dobu 3 dni pred prenosem do selektivniho kalus-indukujiciho
media.

3. U&innost prenosu T-DNA

Po soucasné kultivaci s Agrobacterium nebo po stadiu
zpozdéni byly ndhodné odebrany vzorky kalu pro histochemicky
test na GUS (Jefferson, 1987). Jak je ukdzano v tabulce 11,
vétsina testovanych kouskid kalu méla GUS pozitivni skvrny.
V nékterych studiich (jako je pokus AG13) mély vSechny
testované kousky kalu GUS pozitivni skvrny. Podet GUS
pozitivnich skvrn v kaZdém kousku kalu se 1isil od nékolika
do asi 100. V pokusu AGl3 byl proveden dalsi histochemicky
test na GUS dva tydny po inokulaci. Vsech 16 testovanych
kouskl kalu mélo néjaké GUS pozitivni skvrny a z nich 7
kouski (44%) mélo rostouci GUS pozitivni sektory, coz
naznac¢uje, Ze transformované bunky byly proliferujici.



Tabulka 9

Uéinnost prenosu T-DNA jako je ukdzana histochemickym testem

na GUS na kouscich kalu po souc¢asné kultivaci

Pokus- Explantat Pocet IE t/ Poc¢et skvrn
osetreni GS pozit. skvrny na kazdém

(celkovy pocet z GUS-pozit.
testovanych IEs) 1E

AG2-~-5 21-d kalus, intaktni 1/19 1 -5

AG13 14-d kalus, intaktni 25/25 nékolik - = 50

AG22-5 10-d kalus, asi 2 mm 6/15 nékolik

AG22-6 25-d kalus, asi 2 mm 7/10 malo - = 100

AG22-11 10-d kalus, asi 2 mm 12/20 malo - 12

4, Selekce a regenerace rostlin

Kousky kalu, které byly intaktni béhem inokulace, byly

kultivovany
doplnéné 25
stavu, nebo
pri prenosu
intaktini a
kousky kalu

na selektivnim kalus indukujicim mediu (CM4C
mg/l G418 a 250 mg/l karbencilinu) v intaktnim
byly rozdéleny na nékolik malych kousku (= 2 mm)

do media. Inokulovaneé malé kousky kalu zustaly

byly kultivovany v mediu. Po 2 aZ 3 tydnech byly

preneseny do regenerac¢niho media. Postup

regenerace byl stejny jak je popsan v prikladu 1.

5. U&innost

transformace



Regenerované rostliny nevykazovaly Zadné viditelné

abnormality a byly zcela fertilni. VSechny rostliny byly
testovany v biologickém testu, histochemickém testu na GUS
a/nebo v testu Southern hybridizace, jak jsou popsany

v prikladu 1. Bylo generovéno celkem 10 transgennich déji ze
7 experimentdlnich osetfeni za pouziti zarodeéného kalu
ruzného stari (tabulka 9). Uéinnost transformace (pocet

déju/pocet kouskl kalu) byla v rozmezi od 0,3 do 2,7 %.
6. Analyza potomstva transgennich rostlin

R, rostliny byly analyzovany stejneé jako v prikladu 1.

Priklad 3 - Transformace bunécné suspenze
1. Priprava explantatu

Suspenze bunék psenice v. Mustang byly kultivovany
v kapalném MS1WSM (tabulka 9) pri 28 Oc ve tmé& na rotaéni
trepac¢ce (frekvence otac¢eni 250 za minutu). Bunky sklizené po
3 dnech subkultivace byly pouZity pro inokulaci Agro-
bacteriem. Obecny protokol pro transformaci bunéc¢né suspenze

je uveden na obrazku 7.
2. Kultura Agrobacterium a prenos T-DNA

Metoda pro kultivaci Agrobacterium je v podstaté
stejné, jako je metoda popsanda v prikladu 1. Hustota
Agrobacterium bunék v inokula¢nim mediu (CM4 medium s 1/10
redénim MS soli a 3,9 g/1 MES a doplnéné 10 g/l glukosy



a 200 puM acetosyringonu) byla upravena na ODggo 0,5 az 1.

Kapalné medium bylo odstranéno ze suspenze kultury psenice
vakuem. KazZzdy ml bunék psSenice byl smisen se 3 ml bunécéné
suspenze Agrobacterium v Petriho misce (100 x 25 mm).
Inokulace byla provadéna pri 23 azZ 25 Oc po dobu 30 minut az
4 hodin. Po inokulaci byly Agrobacteriem infikované bunky
psSenice umistény na kousku sterilniho Whatmanova filtraéniho
papiru v Petriho misce (100 x 15 mm). Filtraéni papir byl
zvlhCen kapalnym mediem jak bylo popsano vyse. Plotny pro
soucasnou kultivaci byly umistény ve tmé p¥i 23 az 25 Oc po
dobu 2 az 3 dnu.

3. Ziskani transformovanych kolonii

Po soucasné kultivaci byly inokulované bunky preneseny
do kapalného MS2WCM (tabulka 9) s 500 mg/l karbencilinu
a byly kultivovany v nadobkach po dobu 1 dne za mirného
tfepani a potom byly umistény na kousku filtraéniho papiru na
solidnim MS2WCM mediu doplnéném bud 25 mg/l G418, nebo 50
mg/l paromomycinu a 250 mg/l karbencilinu pro selekci.
Resistentni kolonie mohly byt ziskany po 40 aZz 60 dnech
selekce. Transformace byla vysoce Uéinnd podle poétu
ziskanych transformovanych kolonii. Rutiné bylo ziskdvano asi

200 nezavisle transformovanych kolonii z 1 ml inokulovanych
bunék.

4. Faktory ovlivnujici dWéinnost transformace
Bylo zjisténo, Ze tri faktory dcastnici se procest

inokulace a soucasné kultivace, maji signifikantni vliv na

ucinnost transformace suspenze bunék. Témito faktory byla



teplota inokulace a soucasné kultivace, doba inokulace

a soucasné kultivace a hustota bunék Agrobacterium pro
inokulaci. Jak ukazuje tabulka 10, nejlepsi teplota pro
inokulaci a souc¢asnou kultivaci je 23 az 25 0c a G&innost
transformace je signifikantné redukovana pri teploté 19 0c
nebo 28 Oc. Nejlep$i doba inokulace je 30 minut (tabulka 11)
a nejvys$si uc¢innost transformace maZe byt dosaZena pri 2-
nebo 3-denni soucasné kultivaci. Doba soucasné kultivace 1
den nebo kratsi signifikantné redukuje uc¢innost transformace.
Nejlepsi hustota bunék Agrobacterium pro inokulaci je ODgg
0,5 (tabulka 12). Hustota Agrobacterium vys$$i nebo niZsi neZ
je tato hodnota redukuje uc¢innost transformace.

Tabulka 10

Uéinek teploty v prubéhu inokulace a soucasné kultivace na
stabilni transformaci suspenze bunék

Teplota Pocet GUS-pozitivnich kolonii/ml
(%c) inokulovanych bunék

19 52,5 + 19,36

23 290 +* 70,83

25 273 + 65,43

28 132,5 + 22,6




Tabulka 11

U¢inek doby inokulace a soudasné kultivace na transformaci

suspenze bunék

Stadium Doba (h) Poc¢et GUS-pozitivnich kolonii/ml
inokulovanych bunék

Inokulace 0,5 351,25 * 29,23
1 178,5 + 23,1
2 186,75 + 23,10
3 202 * 51,37
4 152,25 + 29,68
14 4 + 0,82
Soucasna 24 53 * 4,24
kultivace 48 232,5 +* 26,29
72 258,5 + 15,26




Tabulka 12

U¢inek hustoty bunék Agrobacterium na transformaci suspenze

bunék

Hustota bunék Podet GUS-pozitivnich kolonii/ml
Agrobacterium (ODggq) inokulovanych bunék

0,10 79 + 4,97

0,25 174 + 53,67

0,50 260,25 £+ 45,33

1,00 172 + 51,04

2,00 159 + 70,06

5. Potvrzeni transformovanych kolonii

Transformace byla potvrzena histochemickym testem na
GUS jak byl popsan. Vzorky z 51 G418 resistentnich kolonii
byly testovany na aktivitu GUS. 49 z 51 kolonii vykazovalo
GUS pozitivitu. Z téchto bylo 15 podrobeno Southern blot
analyze. VsSechny vzorky vykazovaly silny hybridizacéni signdl
s nptII sondou. Tyto vysledky naznacé¢uji, zZe frekvence
spolecné exprese se bliZzila 100%.

Priklad 4 - Transformace suspenze bunék

1. Agrobacterium konstrukty



Pro pouZiti u pSenice byly konstruovany rostlinneé

transformaé¢ni vektory podobné tém, které jsou odvozeny od Ti
plasmidu Agrobacterium tumefaciens, napriklad jsko jsou ty,
které popsal Herrera - Estrella a kol., (1983), Bevan a kol.,
(1983), Klee a kol., (1985) a EPO prihlaska 120 516
(Schilperoort a kol. ). Agrobacterium bindrni vektor pro
pSenici, pMON18364 (obrazek 2) byl konstruovan odstranénim
P-nos/nptII/nos 3' z pMON18342 (obrazek 3), travenim
PMON18342 NotI a HindIII restrikénimi enzymy pro tvorbu

a izolaci fragmentu o 5,7 kb. Tento vysledny 5,7kb skeletovy
fragment vektoru obsahuje ori-322 zdroj replikace pro
replikaci v E. coli a ori-v region pro replikaci

v Agrobacterium, markery bakteridlni resistence pro
spektinomycinovou a streptomycinovou selekci. P-e35S/hsp70
intron/kan/nos 3' chimericky fragment byl izolovan

z pMON19476 (obrazek 4) travenim NotI a HindIII restrikcénimi
enzymy az do dokonceni a izolaci vzniklého 2,7kb insertu na
gelu. Bindrni vektor pMON18364 byl konstruovan ligaci 2,7kb
NotI, HindIII P-e35S/hsp70 intron/kan/nos 3' fragmentu

a NotI, HindIII 5,7kb fragmentu vektorového skeletu za
pouziti T4 DNA ligasy. Produkty ligace byly transformovany do
Novablue bunék a byly selektovany na resistenci na
spektinomycin. Transformované kolonie z tohoto neprimého
klonovani byly kultivovany v kapalné kulture a DNA byla
analyzovana na pritomnost P-e35S/kan/nos 3' chimerického genu
restrikénim trdavenim HindIII a EcoRV. Pro reporterové genové
konstrukty byl Agrobacterium bindrni vektor obsahujici gen
pro B-glukuronidasu (GUS) konstruovan travenim pMON18361
(obrdzek 5) HindIII a izolaci 3,8kb fragmentu obsahujiciho
p-e35S/hsp70 intron/GUS/nos 3' chimericky fragment a ligaci
tohoto fragmentu do pMON18364 traveného HindIII. Analyza



vyslednych transformovanych kolonii byla provedena HindIII

a orientace byla potvrzena travenim BglII a XbaI. Vysledny
konstrukt je pMON18365 (obrazek 6): RB > P/e35S5/hsp70
intron/GUS:ST-LS1 intron/nos 3'; P-e35S/HSP70
intron/nptII/nos > LB, kde LB a RB jsou leva a prava hranice
prfenosu Ti plasmidu Agrobacteria, v prislusném poradi.

Do psSenice mohou byt vloZeny dals$i geny: napriklad,
obalovy protein viru mozaiky psSenice (WSMV) a replikasa
z Barley Yellow Dwarf Viru (BYVD) udélujici resistenci na
rostlinné viry. Vhodnym rostlinnym expresnim vektorem je
PMON18365 nebo derivaty podobnych bindrnich vektort. Gen
kodujici obalovy protein (CP) z WSMV miZe byt podobné
insertovan do pMON18364 nebo do pMON18365 za pouziti
standartnich technik. Rekombinantni vektor obsahujici WSMV CP
gen by mél po prenosu do psSenice metodou Agrobacteriem
zprostredkované transformace zpusobovat resistenci rostlin
pSenice na infekci WSMV. Podobné, gen kodujici kompletni
replikasu BYVD miuZe byt vloZen do stejnych nebo do podobnych
Agrobacterium'vektoronch kazet. Rekombinantni vektor
obsahujici kompletni gen pro BYVD replikasu by mél po prenosu
do psSenice metodou Agrobacteriem zprostredkované transformace
zplsobovat resistenci psenice na infekci BYDV.

Geny kodujici resistenci va&i houbam mohou byt také
vlozZeny do Agrobacterium binarnich vektoru jako je pMON18364
a pMON32614 (obrézek 6). Geny pro antimykotické proteiny jako
Jsou ty, které koduji Alfalfa nebo Alyssum antimykotické
proteiny insertované do pMON18364 nebo do PMON18365, jak byly
popsany vysSe, umoZni zapracovani resistence na houby do

pSenice transformaci zprostredkovanou Agrobacteriem za




produkce transgennich rostlin. Vzniklé rostliny by mély byt

resistentni na Fusarium nebo na jiné houbové nebo bakterialni

patogeny.

Geny, které ovlivnuji kvalitu déja ovliviaujicich
kvantitu a sloZeni uhlohydratt v zrnu jako je ADP
glukosopyrofosforylasa (ADPGPP) exprivovana pod kontrolou
Jaderného silného promotoru nebo silnych promotord jinych
tkani mohou byt insertovany do bindrniho vektoru jako je
PMON18365 nebo jeho derivaty. Agrobacteriem zprost¥edkovana
transformace tohoto genu do rostlin pSenice by méla zménit
mnozstvi nebo kvalitu uhlohydratd v zrnu nebo v jinych

tkanich za vzniku zmén sloZeni hmoty.

Je také moZné vloZit geny ovliviujici takové rysy
pSenice, jako je tolerance na herbicidy pro vyvolani
resistence na herbicidy, tolerance na sucho a vysokou
salinitu a tolerance na chladovy a tepelny stres. Geny
zvysujici vynos pSenice, geny pouZité pro saméi sterilitu pro
produkci hybridni pSenice a geny ovliviujici klideni mohou
byt také vloZeny do bindrnich rostlinnych transformaénich
vektorlQ pro Agrobacteriem zprostfedkovanou transformaci
produkujici rostliny psSenice vykazujici rysy pozadovaného
fenotypu. Prfiklady plasmidi pouZitelnych pro inserci genu
zahrnuji pMON25457 (obrazek 7), pMON30053 (obrazek 8),
PMON30052 (obrédzek 9) a pMON19450 (obrazek 10).
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Véechny pripravky a zplsoby zde popsané a narokovaneé
mohou vyrobeny a provadény bez zbytec¢ného experimetovani
podle predkladaného vyndlezu. Ac¢koliv byly pripravky
a zpusoby podle tohoto vynadlezu popsany ve smyslu jeho
vyhodnych provedeni, bude odbornikovi v oboru jasné, Ze mohou
byt pouzity variace pripravku, zpusobl a a variace v krocich
a sekvencich kroku zpusobl zde popsanych bez odchyleni se od
konceptu, duchu a rozsahu vyndlezu. Presnéji, je jasné, Ze
urcitd ¢inidla, ktera jsou chemicky nebo fyziologicky
pribuzna, mohou nahradit ¢inidla zde popsand za dosazZenil
stejnych nebo podobnych vysledkl. Vsechny takové podobné
ndhrady a modifikace, které jsou odbornikovi v oboru jasnég,
spadaji do ducha, rozsahu a koncepce vynalezu, jak je

definovdn v pripojenych patentovych narocich.



Patentové néaroky

1. Rostlina fertilni, transgenni psSenice, jejiZ genom
byl pozménén vloZenim predem vybrané genetické slozZky do
genomu, kde uvedend slozka obsahuje exogenni gen umistény pod
kontrolou jednoho nebo vice predem vybranych genetickych
kontrolnich elementi, kde tato rostlina je pripravitelna
zpusobem zahrnujicim:

(a) pripravu DNA pripravku in vitro, kde tento pripravek
obsahuje genetickou sloZku, kterid ma byt vloZena do genomu
pSenice;

(b) vloZeni uvedeného DNA pripravku do bunék psSenice
transformaci zprostredkovanou Agrobacteriem;

(c) regeneraci rostlin pSenice z uvedenych bunék, které
dostaly uvedenou genetickou sloZku; a

(d) identifikaci rostliny fertilni, transgenni psSenice,
jejiZz genom byl pozménén stabilnim vloZenim uvedené genetické
slozky.

2. Rostlina fertilni, transgenni psenice podle naroku
1, kde geneticka slozka kroku (a) obsahuje selektovatelny
nebo vysetritelny gen.

3. Rostlina fertilni, transgenni pSenice podle naroku
1, kde uvedené buriky pSenice zahrnuji nezraly zarodek, tkan




kalu nebo suspenzi bunék.

4. Rostlina fertilni, transgenni psSenice podle naroku
3, kde uvedeny zarodek je izolovén z nezralé obilky nebo je
izolovan z nezralé obilky a potom pre-kultivovan pred

inokulaci.

5. Rostlina fertilni, transgenni psenice podle naroku
4, kde je uvedeny nezraly zdrodek izolovan z uvedené nezralé
obilky béhem asi 24 hodin aZ priblizné 10 nebo vice dnu pred

inokulaci.

6. Rostlina fertilni, transgenni psSenice podle naroku
3, kde je uvedena tkan kalu izolovana z nezralého zarodku

nebo je vyvijena ze zarodec¢nych bunék.

7. Rostlina fertilni, transgenni psSenice podle naroku
3, kde uvedeny nezraly zarodek zahrnuje zdrodek 2 nebo vice
dni po vyvoji z kvétnich organi nebo uvedena nezralda obilka
zahrnuje obilku 2 nebo vice dni po vyvoji z kvétnich organu.

8. Rostlina fertilni, transgenni psSenice, jejiz
geneticka vybava byla zménéna pridadnim DNA pripravku
obsahujiciho pfedem vybrany funkéni geneticky element, ktery
obsahuje transgeny vybrané ze skupiny skladajici se z nptII
genu, bla genu, nptI genu, dhfr genu, aphIV genu, aacC3 genu,
aacC4 genu a GUS genu, kde uvedeny funkéni geneticky element
zpusobuje u uvedené rostliny psSenice fenotypovy rys, ktery se
nenachédzi na rodic¢ich uvedené rostliny.

9. Rostlina fertilni, transgenni psSenice podle naroku




1 nebo podle naroku 8, kde uvedeny gen zahrnuje nptII gen.

10. Transgenni psSenice podle ndroku 1 nebo 8, kde jsou
alesponn dva exogenni geny umistény na stejném DNA segmentu
a kde jsou uvedené bunky transformovany uvedenym segmentem.

11. Potomstvo rostlin podle naroku 1 nebo 8.
12. Bunky ziskané z rostlin podle naroku 1 nebo 8.
13. Semena ziskanad z rostlin podle naroku 11.

14. Zpusob pro produkci rostliny fertilni, transgenni
pSenice, vy znacd¢uijici s e t 1 m, Ze obsahuje
kroky:

(a) ustanoveni regenerovatelné kultury z rostliny psenice,
ktera ma byt transformovana;

(b) zavedeni DNA pripravku obsahujiciho genetickou slozZku,
ktera ma byt vloZena do genomu uvedené rostliny psenice,

transformaci zprostredkovanou Agrobacteriem;

(c) identifikaci a selekci transformované bunécné linie

(d) regeneraci rostliny fertilni transgenni pSenice z této
linie, kde uvedena DNA je pfenesena dplnym pohlavnim cyklem
uvedené transgenni rostliny na jeji potomstvo, kde uvedené
potomstvo obsahuje selektovatelny nebo vysSetfitelny markerovy
gen a kde je uvedeny markerovy gen chromosomalné integrovan.
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15. Zpusob podle ndroku 14 vy zna c¢ujici s e
t i m, Ze alespon dva exogenni geny jsou umistény na stejném
DNA segmentu a Ze uvedenad regenerovatelna kultura je

transformovana uvedenym segmentem.
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16. Zplsob podle ndroku 14 vy zna ¢ u j

t i m, Ze Agrobacterium je A. tumefaciens C58.

17. ZpUsob podle nadroku 14 vy zna c¢ujici s e
t i m, Ze uvedend kultura obsahuje nezraly zarodek, tkan kalu
nebo suspenzi bunék.

18. ZpUsob pro produkci transgenni pSenice vy z n a -

-

cujici se t i m, Ze obsahuje kroky:

(a) ustanoveni kultury z psSenice, kterda ma byt transfor-

movana;

(b) transformovani uvedené kultury Agrobacteriem obsahuji-
cim DNA pripravek obsahujici genetickou slozku, kterda ma byt
vloZena do genomu uvedené psSenice;

(c) identifikaci nebo selekci transformované bunécné
linie a

(d) regeneraci rostliny fertilni transgenni psSenice z této
linie.

19. Zplsob podle naroku 14 nebo 18 vy zna ¢ u j i -
ci s e t 1 m, Ze uvedend DNA obsahuje nptII gen.



-

20. Zpusob podle ndroku 18 vy znac¢ujici

t i m, Ze Agrobacterium je A. tumefaciens C58.
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Nezralé zarodky

Inokulace s Agrobacterium

1-3 h
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Suspenze bunék pSenice kultivaru Mustang
subkultivace 1-3 4
Inockulace s Agrobacterium
30 minut - 3 h

Soudasna kultivace

2-3 d
Oddaleni selekce
1-3 d l
‘ Selekce '
40-60 d | ‘ N Seleké&ni &inidlo

Transformované kolonie

Obr . 12
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