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Udelené patenty/podané patentové prihlasky, vynalezy alebo uzitkové vzory, ktoré su
vysledkami projektu

1. prototyp jaCmena siateho produkujuci esencialne polynenasytené mastné kyseliny -
kyselinu gamalinolénovu a kyselinu stearidonovu

2. prototyp hexaploidnej pSenice produkujuci esencialne polynenasytené mastné kyseliny -
kyselinu gamalinolénovu a kyselinu stearidonovu

3.
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Uplatnenie vysledkov projektu

V ramci projektu boli pripravené svetovo unikatne prototypy obilnin - jaémena siateho

a hexploidnej pSenice, ktoré nesu vo svojom gendme artificialny gén kodujuci enzym delta-6-
desaturazy, ktory im umozniuje syntézu esencialnych polynenasytenych mastnych kyselin,
kyseliny gamalinolénovej a kyseliny stearidonovej. Doposial nebola pripravena obilnina, ktora
by dosiahla produkciu tychto mastnych kyselin, &i uz pripravenych cestou klasického
Slachtenia, resp. procesom transgendzy.Takéto rastliny budu sluzit' v dlasom slachtitelskom
procese ako potencionalny zdroj génov. Existuju alternativne pristupy produkcie obilnin
obohatenych o esencialne polynenasytené mastné kyseliny, prvou cestou je tvorba biomasy
polosuchymi kultivaciami obilnim kultivovanych vliaknitymi hubami, avSak tymto procesom
nijako nevieme ovplyvnit gendém rastliny, alternativou cestou je priprava transgénnych obilnin
ako prirodzenych producentov esencialnych polynenasytenych mastnych kyselin. V procese
transgendzy sme vyuZli ako donorov génov viaknité huby, pricom ich geneticky kod bol
upraveny smerom k zvysenej vyuZzitelnosti genetického kédu obilninami. Vyznamnym
vysledkom projektu je aj uréenie sekevencie génov delta-6-desaturaz pri vliaknitych hubach
originalita tychto vysledkov bola dosiahnuta deponovanim tychto sekvencii v databaze
GenBank. Vyznamnym prinosom projektu bola aj uast’ diplomantov a doktorandov pri rieSeni
projektu a aj ich vyznamnym prispenim boli dosiahnuté vysledky publikované vo vyznamych
vedeckych Casopisoch spadajucich pod databazu WOS. Medzinarodny rozmer prace mozno
dokladovat’ aj vyzvanymi prednaskami na vedeckych konferenciach svetového vyznamu.

CHARAKTERISTIKA VYSLEDKOV

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Obilniny nedokazu produkovat’ esencialne polynenasytené mastné kyseliny,
biotechnologickym pristupom sme pripravili transgénny jaCmeri a pSenicu produkujuce
kyselinu gamalinolénovu a stearidonovu.Takéto obilniny su svetovym unikatom a este nikto
nedokazal pripravit’ takéto obilniny. Ako zdroj génov zahrnutych v biosyntéze esencialny
polynenasytenych mastnych kyselin sme pouzili viaknité huby.Tieto gény vSak mali upraveny
geneticky kod(codon usage) v prospech obilnin. NavySe Specificita expresie do endospermu
cerealneho zrna bola podporend vyuzitim Specifického prométoru. Vyznamnym prvkom

v procese pripravy transgénnych cerealii bola selekcia vhodnych genotypov na transformaciu
a optimalizacia regeneracnych procesov rastlinnych pletiv. Pravdepodobne transgénne
rastliny boli analyzované na genomickej a transkriptomockej urovni pomocou klasickej a aj
kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie. Pritomnost esencialnych polynenasytenych
mastnych kyselin bola potvrdena analyzami GC-MS a GC-FID. Hladina expresie transgénu
dosahovala pri jacmeni 0.141% GLA, resp. 0,294% zo vSetkych polynenasytenych mastnych
kyselin v zrne. Pritomnost GLA bola potvrdena aj v zrelych zrnach transgénnej pSenice v
mnozstve 0,04 - 0,32% (v /v), z celkového mnoZstva mastnych kyselin, taktiez boli zistené
obe mastné kyseliny - kyselina gamalinolénova a kyselina stearidonova v listoch, stonkach,
korerfioch plevach a ostinach zrelych a nezrelych zrnach T1 generacie, rovnako ako aj v
nezrelych a zrelych zrnach T2 generacie. Obsah kyseliny gamalinolénovej a kyseliny
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stearidonovej sa pohyboval v rozmedzi 0 - 1,40% (v /v), resp. 0 az 1,53% (v / v) z celkového
mnozstva mastnych kyselin.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

Cereals cannot produce essential polyunsaturated fatty acids, we have prepared a transgenic
barley and wheat that are capable of producing essential polyunsaturated fatty acids (gamma
linolenic, steraidonoc acid) by biotechnological approach. Such cereals are unique in the
world and so far such cereals have not been prepared.As a source of the genes involved in
the biosynthesis of an essential polyunsaturated fatty acid, we used a filamentous funghi.
However,these genes, had modified codon usage towards cereals. Moreover, specificity of
transgene expression in the endosperm of cereal grains has been encouraged by the using of
specific promoters. Important step in the process of preparation transgenic cereal was the
selection of suitable genotypes for the transformation and optimization of plant tissue
regenerative processes. Potentionally transgenic plants were analyzed on the genomic a
transcriptomic level by using a classical and semi-quantitative polymerase chain reaction.GC-
MS and GC-FID methods were used for presence confirmation of esential fatty acids.
Transformed barley produced up to 0.141 % of gammalinolenic acid (GLA) and 0.294 % of
stearidonic acid (SDA) of the total amount of fatty acids in their grains. Desired product of the
wheat genetic modification by artificial D6D gene was the y-linolenic acid. Its presence was
confirmed in mature grains of transgenic wheat plants in the amount 0.04 — 0.32% (v/v) of the
total amount of fatty acids. Both newly synthesized y-linolenic acid and stearidonic acid have
been detected also in leaves, stems, roots, awns, paleas, rachillas, and immature grains of
the T1 generation as well as in immature and mature grains of the T2 generation. Contents of
y-linolenic acid and stearidonic acid varied in range 0 — 1.40% (v/v) and 0 — 1.53% (v/v) of the
total amount of fatty acids, respectively.
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Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zaverecnej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.

Zodpovedny riesitel Statutarny zastupca prijemcu
Mgr. Daniel Mihalik, PhD. Prof. Ing. Stefan Mihina, PhD.

V Piestanoch 25. 01. 2016 V Luziankach 25. 01. 2016

" podpis zodpovedného riesitela podpis &tatutameho zastupcu prijemeu
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