The present invention describes a process for the genetic transformation of
pl ants. bel ongi ng to the genus Cucupgpeésizigrzparticul ar of nelons (Cucum s

mel o). This process involves the transformati on of explants with 5
Agrobacterd gg{éwf aciens and the in vitro regeneration of the transforned
plants. Thi's ansformati on and regeneration techni que can be used for
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Speci ess i Sles sudikteb @"Algrotsaidferium tumefacient Sdntehant Gropkisnitle IThdésarmé (Fraley et al,1986) (Kiee et al,
Agr obact ertiosmy(Horsamedt aic1985)SAchielietieiitinadiandbivariéta deplanted transgéniques a été obtenue avec Agro-
bacterium tumefaciens. Cette bactérie permet de transférer un géne étranger a des cellules végétales qui
pourront régénérer des plantes transformées. Des génes codant pour des caractéres agronomiques intéres-
: sants ont été introduits dans des espéces végétales. Ainsi des plantes résistantes aux herbicides (Degreef et
W, 30 al, 1989) et aux insectes (Hilder et al, 1987 ; Vaeck et al, 1987) ont pu é&tre obtenues. '

Le transfert de ganes peut se faire soit & partir du plasmide Ti désarmé, aprés recombinaison homologue,
en utilisant des vecteurs intermédiaires (Fraley et al, 1985) soit & partir d'un vecteur binaire & I'aide d'un plas-
mide Ti désarmé (Bevan, 1984 ; Fraley et al, 1986).

Ce transfert de génes peut aussi s'opérer par ['utilisation d’Agrobacterium rhizogenes qui induira & partir

35 du tissu transformé des racines au lieu de plantes transgéniques. A partir de ces racines transformées, des
plantes ayant un phénotype anormal peuvent étre régénérées (Chilton et al, 1982, David et al, 1984).

Un caractére particulidrement intéressant est la résistance aux maladies virales. Des plantes génétique-
ment transformées résistantes & différents virus ont été obtenues (Powell Abel et al 1988) (Cuozzo et al 1988)
(Tumer et al 1987) (Hoekema et al 1989) (Van Dun et Bol 1988). Ces plantes (tabac, pomme de terre et tomate)

40  exprimentun gdne codant pour la protéine de capside du virus pourlequel elles sont résistantes. Le mécanisme
de protection n'est pas encore démontré.

La méthode classique pour protéger des plantes contre des maladies virales, consiste a inoculer des plan-
tes avec une souche atténuée de virus pour prevenirFinfection par des souches plus virulentes. Cette pratique,
appelée protection croisée, a permis de réduire les pertes de rendements dues aux infections virales (Broad-

45  bent 1976) (Fernow 1967) (Costa et Miller 1980).

Pour appliquer les techniques de génie génétique, un systdme de régénération de plantes & partir de cel-
lutes individuelles ou d’explants, mis en culture, sera indispensable.

De telles méthodes ont été décrites récemment pour la régénération des Cucurbitaceaes non-transfor-
més :

80 La régénération du concombre, (Cucumis sativus) aprés induction de bourgeons adventifs sur des cals
issus de cotylédons, a é6té décrite (Msikita et al, 1988; Kim et al, 1988); Wehner et Locy (1981) avaient déja
décrit 'induction de bourgeons sur des cotylédons. Des plantes de concombre ont pu &tre régénérées par em-
bryogenése somatique. Ces embryons somatiques se sont développés, soit en suspensions cellulaires issues
de cals développés & partir d’explants foliaires (Chee and Tricoli, 1988) ou d'hypocotyles (Rajasekaran et al,

85  1983), soit directement sur des cals cotylédonnaires {Cade et al, 1988) ou foliaires (Malepszy and Nadolska-
Orczyk, 1983). Dans tous les cas décrits ci-dessus [e matériel nécessite le- passage par une phase de callo-
gendse et de dédifférenciation cellulaire. Un passage prolongé en callogendse peut induire des variations so-
maclonales non désirées. Dans certains cas, ces variations peuvent provoquer une stérilité chez les plantes
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caused by Pexemale IX décritd trapsfermaidin dasiiemtstde CHBAM)s melo avec Agrobacterium tumefaciens contenant
le gdne SURB-Hra qui code pour une protéine "AL", résistante & certains herbicides. Les explants sont des
cotylédons &gés de 7 & 14 jours. Aprés I'étape de transformation, les explants sont cultivés sur un milieu conte-
nant les macro-éléments de Murashige et Skoog, additionné de 6 mgl-! de kinétine et de 1,5 mgl-! d’acide in-
: 30 dole-3-acétique, pour donner des cals morphogéniques ou éventusliement des bourgeons. Les cals sont en-
N\ suite transférés sur un milieu dit "de régénération" contenant 0,1 mgi-' BAP. Les bourgeons obtenus sont en-
suite transférés sur un milieu d’enracinement. L'obtention de plantules et de plantes transgéniques n'est pas
décrite.

Le fait qu'il n'existe pas a ce jour de méthode de régénération & partir de tissus transformés chez I'espace

85  Cucumis melo, empeche d'obtenir des plantes transgéniques de melon exprimant des caractdres agronomi-
quement intéressants tel que la résistance a des maladies virales.

Un des objectifs de I'invention est d’obtenir la régénération de plantes transgéniques appartenant a I’es-
pace Cucumis melo.

Un autre objectif de I'invention est de définir les milieux de culture qui sont nécessaires & chaque étape

40  de la régénération de plantes transgéniques appartenant au genre Cucumis.

Cette invention s’applique plus particulidrement 2 la transformation génétique de cotylédons, d’hypoco-
tyles, de feuilles de I'espéce Cucumis melo par I'utitisation d’Agrobacterium tumefaciens suivie de I'induction
de bourgeons et de I'obtention de plantes génétiquement transformées. La transformation génétique des dif-
férents tissus, décrits ci-dessus, suivie de I'organogenése permet I"amélioration des espéces cultivées et plus

45  particuliérement de I'espéce Cucumis melo. Les plantes régénérées dans les conditions décrites dans cette
invention ont un phénotype normal et sont fertiles.

Un autre objectif de cette invention est de transformer génétiquement le melon pour introduire un géne de
résistance au virus de la mosaique du concombre (CMV).

Ces objectifs sont atteints par le procédé de I'invention.

50 L'invention concerne un procédé de production de plantules transgéniques ayant un phenotype normal a
partir de explants génétiquement transformsés, lesdites plantules appartenant & I'espdce Cucumis melo et
contenant au moins un géne introduit par I'intermédiaire d’Agrobacterium tumefaciens caractérisé par I'induc-
tion de bourgeons génétiquement transformés a partir de cotylédons de Cucumis melo ayant germé pendant
0 & 4 jours et ayant 6t6 mis 2 la suite de ce délai en contact avec Agrobacterium tumefaciens, suivie par la

55  culture en deux étapes successives de bourgeons génétiquement transformés, la premiére de ces étapes de
culture ayant lisu sur un milieu de culture cellulaire végétale contenant une cytokinins, et plus particulidrement
{a 6-benzyl aminopurine (BAP), et la deuxiéme, qui s’effectue lorsque les bourgeons ont atteint au moins en-
viron 3 mm de hauteur, ayant lieu sur un milieu de culture cellulaire végétale contenant comme macro-élé-
ments :
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application of the genetic engineering techniques. Such processes have been
described recently for the regeperation of untransformed Cucurbitaceae: 5
The regeneration Zpa.ecunbere'? AR sSQafi eN¥irens U9Gon mipfse i bed after the
i nduction of advemgs®ge shoot buds on zml4i owtai negigfrom gotyl edons
(Msikita et al. %gf ﬁﬁ]g] et gl. %@g'?) Whner and Locy (1981) already
havi ng descri bed TH tion of s uds on 2500 coty‘fedons It was
possi bl e to regenkl®@4 e cucunbe™ pl arts0 by memns oizglgmat | @ enbryogen](casi S.
These sonmatic e have devgl ope | tsher Jg n cell ul ar suspenS| ons from
calli devel opednﬁ%‘;ﬁ%af expl ants ?‘E(IE? anci'I Tri c@lq 1988 ) or from
hypocot'¢| explants (Raj asekaran et al., 1983), or 15 directly on

cotyl edon calinyenfiansoneerme sgglement ug prayédédindustin de mwseor(swéﬁéym@myntmformés & partir
Nadol ska- (Yeplgns gépsigement tangfpImés, ek Contonant avimalos yriadne @msparﬁumwherwqwmfed
for the mﬂ"éf 6&11'%1%0'4!? i méunhﬂgﬁeweseme@wm Pipdygtiop g'pfectyamt pyrummilion | a-
tion. %ef’uwealswg%e% transformés emp%taﬁ'eﬂsm‘m@s Se¢ls minérayx b yitamiges
somacl d?‘lal °V°a"r' ’?fg‘ ‘;ge P bﬁ"’& %pa tﬁﬁ?‘\“éﬂ"?’ﬁ?ﬁ‘é"°€§'ﬁ“ t°°“ta'
Sterllltyln%prf cem en es d‘g ‘F

ue la
viro | t e

regener at | a8/dn P ar-3 §onal %gn %g |onP Esl tlonn e?nwrao; c;gFS/ 0 n
cul tured Gy rﬁ) BAP ’en ind 3-acdtip %,
and Vap, Buggsm &i cetp é% aﬁr &
(Mackay etgeddle-sur dhditibu dWG&BPd&& la@ineur t ﬁmﬁ‘r n oo a e t”’l | sa
and Br anc hareulisrb@eR Hrenvirb17s01y BrviréH 26b6m bak and Dumas de Vau?
Kat hal et al En effeBiG&ht Ie8 proédd&ddel rRidentsn, ( lartld'urdplantedp a'ﬂenant i%&ce Ch&unﬁ&%lo
al ready bamiit srepmEfomsh ot Jdgénsisih Flinted taRkgEnidies, &indéEich &3 Frie Blenien 068 ple{EB trirs-
enbr yogs ( (@sniqies,descplemhtules ransgsniqlies] s b&llrgeond trunsfortidsl etTdbodxplants trahBBhés sudcéptiblése s e
t echni que si'atra prioduits plar leg proaéddded inventibre aidsi que les semences.

La régénération de plantes transformées ou non-transformées & partir d'explants implique plusieurs éta-
pes de culture cellulaire, chaque etape nécessitant un milieu de culture, des additifs, par exemple des cytoki-
nines, et des conditions de culture trds précises et qui varient souvent selon Fespace & régénérer et selon

. S0 la'voie’ de régénération (c'est-a-dire par organogenése ou par embryogenése somatique par exemple).
W Méme si un ensemble de milieux et de conditions est connu pour la régénération d'une plante non-trans-
formée, il est impossible de prévoir si ces mémes milieux et conditions pourront étre appliqués avec succés
dans la régénération de la plante lorsque celle-ci est dans I'état transformé. L’étape supplémentaire de trans-
formation nécessite I'utilisation d’autres milieux, tels que des milieux de transformation et de co-culture, et d’au-
35 tres additifs, par exemple, la cefotaxine, qui peuvent exercer un effst sur le comportement des cellules dans
des milieux et conditions applicables dans les étapes ultérieures. La susceptibilité des plantes transformées
a la vitrification est également un élément qui nécessite parfois le développement de conditions spéciales.
Des plantes vitrifiées sont caractérisées par une gamme d’anomalies morphologiques et physiologiques
résultant des conditions de culture in vitro. Les causes souvent citées pour expliquer Ia vitrification, sont :
40 - Une concentration trop élevée en ions NH4+ ou en cytokinines
- une concentration trop basse en agar (ou autre produit gélifiant) dans le milieu
- une sensibilité & I'éthyléne produite par la plante et qui se trouve dans le volume du milieu de culture
{Kevers et al, 1984).
La vitrification des cultures de plantules de melon in vitro due 2 la présence de cytokinines dans le milieu
45  a été rapportée par Leshem et al (1984).

Tous ces éléments rendent donc la mise au point d'un ensemble de milieux et de conditions qui conduit &
la régénération d'une plante fransgénique extrémement complexe.

Les inventeurs ont réussi & formuler un milieu d'induction de bourgeons qui permet I'induction de bour-
geons génétiquement transformés & partir d’explants transformés. Ce milieu est un milieu d’induction de bour-

50  geons comportant Pensemble des sels minéraux et vitamines normalement requis pour I'induction de bour-
geons a partir d’explants génétiquement non-transformés et contenant parmi les sels minéraux du chlorure
de calcium et du bacto-agar ou agar-agar, la teneur de ce milieu en CaCl, étant d’environ 440 4 environ 2200
mgL-1 calculé en CaCl,.2H,0 et en bacto-agar ou en agar-agar étant d’environ 0,8 & environ 1,2 %. Ce milieu
d’induction estadditionné d’environ 0,3 & environ 1,13 mgL-1 6-benzyl aminopurine (BAP) et environ 0 4 environ
85 1,3 mglL-1 acide indole-3-acetic (AlA).

Un milieu d’induction particulidrement préféré est un milieu d’induction dont la teneur en calcium est d’en-
viron 1000 & environ 2200 mgL-, et plus particulidrement d’environ 1750 a environ 2200 mgL-'. Ces concen-
trations de calcium représentent une augmentation d’environ quatre a cing fois les concentrations utilisées ha-
bituellement dans les milieux d’induction. D'une maniére générale, les inventsurs ont constaté que des concen-
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35 l.ong dedifferentiation and call ogenesis stage which will precede the
diffefentiation of shoot buds or ePwat2e12B4hese shoot buds can devel op to
give either plants with an abnormal phenotype or sterile plants

(Bouabdal | gl 208l o5 @G %m&%ﬁﬁmmf%ﬁm bdfs oD fHdEriehh @ mefRENREmE
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shoot bud§é p . ons. Aregeneration technique has also been described
in anogher (gidnul nodedadbalisR6i de®mventiohlliB kiiBu & ilkinlal beurgeoRGie@etré 18 MRS dMu-
1972, 19743shigd btiskocUida0y; cdnmbsci®ledbom Rfilied M8/ dofit 14! fehéig erSCOM ot BacRllghrtl gdriagdn

cal I'i  whi gk nibaifis, 1@ Behatt, leh FedpbolaftilesdimiteIpRicisEs Bt dessus.AS milio@MS Gans ilification, a
regener at iidgompdsitigesudianteal |y trans- fornmed plants, EP-A-0, 262,972 descri bes
the transfornma- 10 tion of Cucum s sativus (cucumber) with Agrobacterium
rhi zogenes foll owed by regenerati on, and EP-A-0, .1400 descri bes the
transformation of wc%}-frgé%-t-ﬁsus by neans of pr‘égg‘pl ast fusion, followed
by regeneration. De Bo{M#gmbs;Ben Tahar (1989) hayé50eported that 15 cal l'i
of transformed nel on h@x@ been obt ai ned. These iabb'b', whi ch devel op on
kanamyci n and express [err] glucuroni dase gehe, were incapabl e of

devel offi ng trans- geniCa@laK0despite the use of 44 experinental protocol
whi ch has al ready bee d cessfully inther ner- 20 ation of

unt ransf ormed nel on. E%&%sb%§ 993 descri bes theggfgoducti on of transforned
shoot buds and calli ofHgBunis nel o. Specifical | $79Exanpl e | X descri bes
the trgnsformation of fugyMALBEl 0 explants with AgpQBacterium tumefaci ens
Z\gg contai ning the SURB-Hra gene, which encodes a gr tein "AL", which is
redistant to certain W Xes. The explants are 338, 14- day-ol d

cotyl edons. After the MmrsosfaH,oation stage, the expRasdts are cultured on a
medi um cont ai ni ng the g§§6oe; ments of Mirashi ge ang 30 Skoog to which 6
ng [erps] of kinetin an s r% [err] of indole-3-acétic acid have been

added to give norphogeliBO; 6.2
KI 0.83
Na,Mo0, . 2H,0 0.25
_ % Cuso, . 5H,0 0.025
CoCl,.6H,0. 0.025
myo-inositol - 100
35 acide nicotinique 0.5
pyridoxine.HCl 0.5
thiamine.HCl 0.1
© glycine 2.0
saccharose 0,000
pH 5.7
45 Le milieu MS solidifié contient en outre 0.8 % agar-agar ou bacto-agar.

Un milieu d'induction préféré estle milieu MS, additionné de 0.3 & 1.13 mgL-1 BAP, et plus particuliérement
0.85 mg/L BAP en I'absence de toute autre cytokinine.
Les vitamines présentes dans le milieu d’induction peuvent étre celles présentes normalement dans le mi-
lieu MS. Selon un autre mode de réalisation de I'invention, ces vitamines peuvent étre les vitamines 'Sta-
50 ba' (Staba, 1969)
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calli pr, possibly, shoot buds. The calli are then transferred to a nmedi um
termed "regeneration nedi uni’ whi chErod12812810.1 ng [err] of BAP. The shoot
buds obt ai ned 35 are then transferred to a rooting nedium The production
of transgenic plants and plantlets has not been described. The fact that in
the species Cucums nelog there is et ,no nethod of regeneration from
t ransf or ned t i ssues YIERESAES O n G He—-nel on pl ants whi ch express

i nteresding agr onompalotiimmiddeer s, such as resistancemgbviral diseases,
from bei ng obtai ned. One, of. th bj ects of the invgnti it1s to obtain 5
regeneration of trar@&eﬁﬁ%‘ﬁﬂ%ﬁ'{é whi ch belong to ?he lg Ie'ci es Cucum s nel o.
A further object of d+4dotirention is to define t helculmgbd nedi a which are

requi red during each,st generation of §ra fic plants

bel ongithg to the 10Q:a m%{see More parti cuI%rIS‘,ﬁGtﬁge pr esent

i nvention rel ates t &hiamiperHGk transfornation of lcotP¥Edons, hypocotyl s,
and | eaves of the s 1 i by usi ng Agfobaggrtteri um

t umef aci ens, follomgfléﬁ%%e%r?dﬁﬁ% f shoot 15 bu%s,1 and the
production of geneé&% IBaning Hep ants. THeSgBEEti ¢ transformation
of vari'®us tissues wiide fofue described herei opbomgL™! fol lowed by
organogenesi s, allows,.th i‘glproverrent of cultivate §pP g s and, nore
particul arly, of thensli)%éi% R&cunis 20 mel o. Thé ﬁ nts regenerated
under the conditi arianbcsbalamiine t he present i nkeBt pgh have a nor mal
phenot ype and are fertile. A further object of the present invention is the
genetic trangh miligddihdidtion be BEuFgBHR p&r@cdli&&héh@b}@sré%st@@rﬁlﬁ‘eufa@ie s2miliou M.PENSMARRE 1 O

I
cucunber rpasies iaventelird e (nfililyM.l. all EsnPoditieh 8@aRt:ar € achi eved by the process
accord- ing to the invention. The invention relates to a process for the

production of Lipnsgemi ¢, phenotypically nornmal plantlets
25 Mitled M1

Macro-éléments : KNO; 1900 mgL!
NH,NO; 1650
cacCl;. 2H,0 2200
U » MgSO, . 7H,0 370
KH,PO, 170
35 NA,EDTA _ idem MS
Micro-éléments idem MS
Vitamines Staba
Myo-inositol 100 mgL-!
“ Saccharose 30 gL
Agar-agar 0.8 %
BAP 3.75 uM
% ABA 1 uM

La teneur en Agar du milieu M.I. solidifié peut étre modifié de 0.8 % & 1 % (p/v). 0.8 % est préféré. Il est
possible de rajouter environ 1 uM d’'acide abscissique aux milieux d’induction selon I'invention.
Un autre milieu mis au point par les inventeurs est celui qui permet I'obtention de plantules transgéniques
80 2 partir de bourgeons transformés.
Ce milieu est un milieu de culture cellulaire végétale qui contient comme macro-éléments minéraux :
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Ce milieu, mis au point par les inventeurs est essentiel pour obtenir des plantules transgéniques  partir
de bourgeons. Cependant, il estimportant que la culture des bourgeons soit effectuée en deux étapes, la pre-
miére de ces étapes ayant lieu sur un premier milieu de culture cellulaire végétale contenant une cytokinine.

S0  Lacytokinine peut étre la kinetine ou la BAP. La BAP est particulidrement préférée. Un premier milieu de culture
] cellulaire approprié est, par exemple le milieu MS additionné de 0.1 - 1.2 mgL-! BAP et en particulier d’environ
0.2 mgL-'. Ce milieu de culture est normalement solidifié par I'addition d’environ 0.8 % agar agar ou bacto agar.

Lorsque les bourgeons ont atteint environ 3 mm de hauteur ou plus sur ce premier milleu, ils sont transférés

sur un deuxiéme milieu qui est le milieu permettant I'obtention des plantules transgéniques et défini en détalil
35  ci-dessus, par exemple le milieu MB6. Ce milieu sera appelé dans ce qui suit 'le milieu du type MB8".

Sur ce milieu du type MBS, les bourgeons d’au moins 3 mm de hauteur s’allongent et au bout d’environ 4
semaines, les plantules s’enracinent. Une fois que les racines secondaires se sont développées sur ce milieu,
les plantes peuvent &tre transférées dans des pots contenant un mélange de terreau et gros sable et mises
en culture a la serre. Les plantes transgéniques ainsi obtenues ont un phénotype normal et sont fertiles.

40 Bien entendu, les milieux de I'invention sont additionnés, le cas échéant, d’agents permettant la sélection
de transformants, par exemple des antibiotiques, et d'agents qui inhibent la croissance de A.tumefaciens, par
exemple la cefotaxime. Les concentrations de cefotaxime pouvant &tre utilisées sont de I'ordre d’environ 200
mgL-1 & environ 400 mgL-". L'application simultanée d'une sélection avec de la kanamycine permet d'utiliser
environ 200 mgL-! de cefotaxime pour 'inhibition. Il est particuliérement préféré d'utiliser 200 mgL-1 de cefo-

45  taxime puisque le développement des plantules n'est pas affecté par cette concentration plutét faible, Les
concentrations de kanamycine utilisées peuvent varier entre environ 50 2 400 mgL-". Sile milieu M.1. est utilisé
comme milieu de sélection, la concentration de kanamycine doit &tre de 150 mgL-* & 400 mgL-1.

Selon un mode de réalisation de I'invention, le milieu d'induction de bourgeons et le milieu du type MB6
peuvent étre utilisés de maniére successive dans la régénération de plantes transgéniques de melon a partir

50  d'explants transformés. Les bourgeons induits par la culture sur le milieu d'induction sont excisés de I'explant
etsont transférés sur le premier milieu de développement de plantules contenant de la cytokinine, par exemple
la BAP, et ensuite sur le milieu du type MB6.

Selon un autre mode de réalisation de I'invention, des explants de plantes appartenant & I'espéce Cucumis
melo, sont transformés par Agrobacterium tumefaciens et les explants transformés ainsi obtenus sont ensuite

55  cultivés sur le milieu d’induction de bourgeons. Les bourgeons sont alors soumis a I'étape de développement
de plantules transgéniques, qui, comme déja expliqué, se déroule en deux étapes, la derniére de ces étapes
étant effectuée surle milieu du type MBS6. Finalement, les plantules transgéniques ainsi obtenus sont cultivées
par des méthodes déja connues dans le développement de plantules non-transformés, pour obtenir des plan-
tes transgéniques.
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Les inventeurs ont utilisé la souche & octopine LBA4404 contenant le plasmide Ti pAl.4404 plus le vecteur

binaire pGA472 offert par G. Ann, Washington University (Ann et al, 1985) ou la souche & nopaline C58'3 (Ben
3¢  Tahar et De Both, 1988). Ces souches ont été curées de leur vecteur et le vecteur binaire pBI121 (offert par
1\ R. Jefferson, Plant Breeding Institut) (Jefferson et al, 1987) a été introduit dans la souche LBA4404 ne conte-
nant pas le vecteur pGA472. Ce vecteur binaire posséde un géne marqueur de résistance & la kanamycine et
un géne “"reporter”, le géne de la B-glucuronidase codant pour une activité enzymatique. Ce géne de résistance
& la kanamycine contient la région codante du géne de la néomycine phosphotransférase isolé du transposon

385 Tn5 flanquée en 5’ et 3’ par le promoteur et terminateur du géne de la nopaline synthase. La région codante
du géne de la B-glucuronidase est flanquée du promoteur de I’ARN 35S du virus de la mosaique de chou fleur
et du terminateur du géne de la nopaline synthase.

La souche LBA4404 contenant le vecteur pBl121 est conservée & - 20°c dans 15 % glycérol. Cette souche
pousse sur un milieu LB contenant 50 mg/l. kanamycine.

40 Aprés 'étape de co-culture, les explants fransformés sont transférés sur le milieu d'induction de bourgeons
décrit dans les paragraphes précédents. Ce milieu est normalement additionné d’agents permettant la sélec-
tion des transformants, par exemple la kanamycine, et d’agents inhibant la croissance de A.tumefaciens, par
exemple la cefotaxime.

Les inventeurs ont constaté que l'utilisation de boites de Pefri "Falcon"™ de 9 cm de diamétre donne des

45  résultats particulidrement avantageux lors de I'étape d’induction de bourgeons. Les conditions d’intensité lu-
mineuse et de photopériode qui s’appliquent pendant cette etape sont les m&mes que celles appliquées lors
de 'étape de germination, une intensité lumineuse de 80 wE.M-2s-1 étant particulidrement préférée.

Des bourgeons se développent directement sur I'explant et lorsqu'ils ont atteint une taille qui permet leur
manipulation physique (environ 0.2 - 1.5 mm, et plus particulidrement 0.5 mm), ils sont excisés de I'explant et

80  transférés sur un nouveau milieu, qui normalement est celui qui contient de la BAP ou une autre cytokinine et
qui constitue le 'premier’ milieu de culture pour le développement de plantules.

Dans une variante du procédé selon I'invention, la durée de I'étape d'induction, qui normalement est d’en-
viron 21 jours, peut étre raccourcie & 14 jours. Dans ce cas les bourgeons, au lieu d'étre transférés directement
sur le premier milieu de développement de plantules peuvent étre transférés sur un milieu MS sans hormones

55  pour une semaine avant d’étre soumis & I'étape de développement de plantules.

L'étape de développement de plantules se déroule en deux parties comme expliqué plus haut. Les bour-
geons s'allongent sur ce milieu et lorsqu'ils ont atteint un hauteur d’environ 3 mm & 1.0 cm, ils sont transférés
sur le milieu MBS, additionné d’agents sélectifs pour sélectionner les transformants, par exemple des antibio-
tiques et d’agents qui inhibent la croissance de A. tumefaciens. Néanmoins, ces agents ne sont pas essentiels
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Des graines matures de melon (Cucumis melo L) sont utilisées pour I'obtention d’'embryons matures. Les
téguments de la graine sont ouverts au scalpel évitant de blesser les embryons. Les embryons sont stérilisés
par immersion pendant 5 secondes dans de I'éthanol pur puis dans 200 ml d’une solution saturée d’hypochlorite

, 30 de calcium et 0,05 % de Tween 80 pendant 20 minutes sous agitation constante. Les embryons sont ensuite

L/ rincés dans 200 ml d’eau stérile pendant 20 minutes. Les embryons sont ensuite séchés sur papier filtre ot
déposés dans des boites de pétri stériles contenant 0.8 % (poids/volume) d'agar-agar dans de I'eau stérile.
Les embryons sont mis en germination pendant deux jours dans des chambres de culture sous une intensité
luminsuse de 60 & 80 pEm2 s et une photopériode de 16/24 heures & 26°C le jour et 24°C la nuit.

2. LES SOUCHES D’AGROBACTERIUM TUMEFACIENS ET LES VECTEURS DE TRANSFORMATION

Pour les expériences de transformation la souche LBA4404 contenant le vecteur pBI121 (décrit dans les

pages précédents) est mise en culture dans 10 ml du milieu Luria-Bertani sans antibiotique sous agitation conti-

40 nue (200 rpm) & 28°C pendant 12 heures. Cette solution bactérienne va servir d’innoculum & un plus grand

volume de LB (milieu Luria-Bertani) (50 ml) supplémenté 100 mg L1 rifampicine et 50 mg L-1 kanamycine. Le

milieu LB est composé de 10 g bactotryptone, 5 g d’extraits de levure et de 10 g NaCl par litre 2 pH 7.5. Cette

suspension bactérienne est maintenue sous agitation & 28°C pendant 4 & 5 heures jusqu’a ce que la densité

optique soit de 1 & une longueur d'onde de 660 nanométres. La suspension bactérienne est ensuite centrifugée

45 44000 rpm pendant 5 minutes et le culot est repris dans le m&me volume initial dans du milieu MS. Cette so-
lution est préte & étre mise en contact avec le tissu végétal.

3. PROCEDURE DE TRANSFORMATION

50 Les cotylédons issus d’embryons qui ont germé pendant deux jours surle milieu décrit dans le paragraphe
1, sont prélevés avec précaution afin d’éviter les tissus du méristdme apical. Des cotylédons plus jeunes ou
plus anciens ontun potentiel de régénération de bourgeon réduit comparé aux cotylédons prélevés d’'embryons
ayant deux jours de culture. Ce résultat est montré sur la figure (1).

Ces cotylédons de deux jours sont coupés en 4 dans la suspension bactérienne reprise dans le milieu MS

56  afin d’assurer, aprés |a blessure, un contact avec la souche LBA4404 contenant le vecteur binaire pBI121. Les
fragments de cotylédons sont laissés 30 minutes & une heure dans la suspension bactérienne. Chaque frag-
ment est séché sur papier filire stérile et fransféré dans des boites de pétri contenant du milieu MS solidifié
avec 0.8 % d'agar-agar.

Les explants sont mis en culture dans une chambre de culture in vitro dans les conditions d'intensité lu-
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Lorsque les bourgeons, induits directement sur les fragments de cotylédons cultivés sur le milieu décrit

25 dans le paragraphe 3, en présence de 50 mgL-! de kanamycine, atteignent la taille de 0,5 mm de hauteur, ils

sont excisés des fragments de cotylédons. Ces bourgeons sont transférés individuellement sur un nouveau

milieu de culture contenant du MS additionné de 0,68 mg.L-! BAP, 400 mg.L- cefotaxime et 50 mg.L-1 kana-

mycine sulfate. Ces bourgeons s'allongent sur ce milieu et aprés 2 a4 4 semaines lorsqu'ils atteignent 3 mm

de hauteur, ils sont & nouveau transférés individusllement, cette fois dans des pots de culture de 500 ml de

80  volume sur 100 ml de milieu MB6 (voir tableau 1) contenant 50 mg.L-! kanamycine sulfate et 400 mg.L-! ce-
\_/ fotaxime.

Sur ce milieu décrit ci-dessus, les bourgeons de 3 mm de hauteur s'allongent et au bout de 4 semaines
les plantules transgéniques s'enracinent. Une fois que les racines secondaires se sont développées sur le mi-
lieu décrit ci-dessus, les plantes sont transférées dans des pots contenant un mélange de terreau et gros sable

35 (2:1)etmises en culture & la serre. Pendantles sept premiers jours, les plantes sont protégées par un couvercle
en plastique afin de conserver une atmosphére humide. Les plantes sont arrosées journellement. La photo 1
présente une plante transgénique (B) et une plante non transgénique (A).

Une des plantes ainsi régénérées (appelée la 884-5) a été amenée a floraison et autofécondés. Les se-

mences ont été recueillies. Quatre plantes R1 ont germiné et leur caractére transgénique a été confirmé en
40 appliquant les tests décrits ci-dessous.

Le premier test, qui détecte I'activité de I'enzyme B-Glucuronidase (G.U.S) est effectué selon la méthode
de Jefferson et al (1987). Un autre test implique I'induction de cals sur une feuille ou sur un explant de pétiole
sur un milieu contenant de la kanamycine. La formation d’'un cal indique que la plante est transgénique. La
concentration de kanamycine nécessaire dans un milieu M.S. contenant de la BAP et de la NAA, varie en fonc-

45 tion de la concentration d’hormone et du tissu. Par exemple, dans un milieu M.S. additionné de 1 mgL-1 de
BAP et de NAA, 100 mgL-' de kanamygine suffisent pour inhiber la formation de cals sur des feuilles et sur
des pétioles.

La présence des génes étrangers chez les plantes régénérées a également été testSe avec la réaction de
polymérase en chatne (P.C.R.) {voir Lassner et al 1989; De Both 1990) en utilisant 2.5 unités de Taq polymé-

50 rase. Les amorces utilisées permettaient I'amplification simultanée du géne GUS et du géne NPT. LaPCR n'a
été effectuée que sur la génération R1, afin d’éviter des fausses positives dues 2 la présence d’Agrobacteria
dans le tissu régénéré.

B) Production de melons transgéniques exprimant un géne de résistance a I'herbicide phosphinotri-
55 cine

Le vecteur binaire plB16.1 (Hoechst, GmbH, Frankfurt, FRG) comporte le géne neo et le géne pat (phos-
phinothricin acetyl transferase), qui confére la résistance & la phosphinotricine.
Le procédé de transformation et de régénération décrit dans I'exemple A a été utilisé dans la production
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N cotinic acid 0.5 pyridoxi ne. HC
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in the M5 nedium According to another enbodi nent of the invention, these
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ni cot i narmi cdacombre (CMV) 2 ng [err] pyridoxi ne-HC 2
ng [errd d-biotin 1 [err] Ca pant hot henate

1 ngy [ err ] Darisilesrexenaplasi@li suivent, une souche de CMV ylrulentqunpr,ra]ppelée la IPF et up ple$midec

chl ori de (pUC18)contenantI’ADN compipmientaireja 'ARNFd'yne Brupheyiryente; appelée la ENY, isolé@a Rew Yerk
[err] f ol isyrdegmglons infectés, ont servi comme sogregde g¢ges[c@rpro}éiqe$ depqapside de CMV.

0.5 ng [err 5 cyanocobal am n 1.5 J[err] A particularly
preferfed s : '&Dﬁﬂﬁmw_um termed "M - medi unt',
whi ch has begn e ecte I nvent The M. Bﬁ ulgq r’flé rﬁgosed
e p nant IFADNG d
28%'00\[/\/2 ]]la( % ﬁn?q ne tai ‘teg :I % ﬁﬂ:%int E éﬁ mité 3’ la séquence a pro cQZsIEe dFer ]
1Kb a ans un ur d’expression, "Blue scribe®. Cet ADNc a été sous cloné dans le vecteur
20  Blue Scribe (Bs+) (catalogue Stratagéne) et chaque fragment sous cloné a été séquencé suivant le protocole
\/ "séquenase R" (version 2 de USB: United State Biochemical). Les fragments séquencés ont été analysés sur

gel d’acrylamide 6 % dénaturant tel décrit dans Maniatis et al 1982. Le gel est ensuite fixé 10 minutes dans
10 % acide acétique, séché sous vide pendant 30 minutes &4 80°C puis mis en autoradiographie (Maniatis et
al 1982). Le début de la séquence leader de la protéine de capside de la souche FNY a la méme longueur que
25 celle de la souche Y japonaise (communication privé avec P. Palukaitis). La séquence partielle de 'ARN 4 de
la souche Y a été publiée (Hidaka et al 1985). Par comparaison avec cette séquence nous avons pu positionner
le début de la séquence leader de la souche FNY.

La séquence de la protéine de capside couvrant la séquence leader, la région codante et la région 3’ non
codante estreprésenté surla Fig 2. A partir de cette séquence 2 oligonucléotides de 30 bases complémentaires
30 en3 et¥ ontété synthétisés et la séquence de la protéine de capside amplifiée en utilisant la technique PCR
W, {Polymérase Chain Reaction) décrite par Scharf et al (1986). Le produit de Famplification a été analysé sur
gel d’agarose 1% pour confirmer Ia taille de ce fragment de 1034bp. Les oligonucléotides en 5’ et 3’ possédent
des sites de restriction BamH1 a leur extrémité. Ainsi ce produit d’amplification a pu étre cloné au site unique
BamH1 du vecteur pBIOS3. Ce vecteur pBIOS3 construit dans le laboratoire des inventeurs posséde un pro-
35 moteur et un terminateur végétal. Le promoteur 358 provenant de ’ARN 35S du virus de la mosaique du chou-

fleur et le terminateur NOS provenant de la région 3’ non codante du géne de la nopaline synthase.

2) CLONAGE DE LA PROTEINE DE CAPSIDE DE LA SOUCHE M7F

40 Des plantules de tomate au stade 2 feuilles ont été inoculées avec la souche 117F du CMV. 15 jours aprés
I'infection, le virus a été purifié & partir des feuilles infectées selon la technique décrite dans la thase du DR.
G. Marchoux (1975). La qualité de 'ARN viral (ARN 1, 2, 3 et 4) est contrblée sur gel d’agarose 1 %. Une fois
contrélé un ADN complémentaire aux 4 ARNs est synthétisé en utilisant le kit Amersham "cDNA Synthesis Sys-
tem plus”. LADN radioactif complémentaire aux 4 ARNs est déposé sur un gel d’agarose 1%. Aprés migration
45 de ces ADNSs le gel est séché sous vide puls mis en autoradiographie (Maniatis et al 1982). Ces ADNs complé-
mentaires possédant des extrémités & bout franc sont ensuite clonés au site Sma1 du plasmide pUC 18 dé-
phosphorylé (Maniatis et al 1982). Ce plasmide porte la résistance & I'ampicilline. Des bactéries E. Coli JM101,
rendues compétentes par la méthode au chlorure de calcium (Maniatis et al 1982), sont transformées par les
plasmides pUC18 contenant les ADN complémentaires aux ARNSs viraux. Le plasmide pUC 18 portant la ré-
50 sistance & I'ampicilline, les colonies bactériennes transformées sont sélectionnées sur le milieu Luria Broth
(Maniatis et al 1982) additionné d’ampicilline & 100 mg/L d’'une part et par la couleur bleue des colonies (Ma-
niatis et al 1982) d’autre part. Le plasmide recombinant est isolé de chaque colonie et purifié selon la technique
de Birnboin et Doly (Maniatis et al 1982). Les plasmides recombinants sont digérés aux enzymes de restriction
EcoR1 et BamH1; ces enzymes coupant autour du site Sma1 permettent de séparer par électrophorése le plas-
55  mide pUC 18 d'une part et ’ADN complémentaire d’autre part. Les produits de digestion sont déposés sur un
gel d’agarose 1 % et aprés migration les plasmides contenant un ADN complémentaire d'une taille de 1kb (taille
de 'ADN compiémentaire) sont sélectionnés. Une carte de restriction en utilisant les enzymes Hindlll, Sall et
Hindll a permis par comparaison avec celle de la souche D publiée par Cuozzo et al {1988) d'identifier les plas-
mides recombinants possédant I'ADN complémentaire & 'ARN 4. Ce clone possédant le géne codant pour la
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sont ensuite clonés séparément dans le vecteur binaire pBl121 (Jefferson et al 1987) modifié par la suppres-
sion du site EcoRI 3’ du géne GUS, etla création d’un site EcoRl au site Hindlll. Ces modifications permettent
I'insertion de la cassette promoteur - géne structuré - terminateur issu de pBIOS3.

Ce dernier vecteur est enfin introduit dans la souche LBA 4404. Les souches d’Agrobactérium contenant
le vecteur binaire qui posséde d’'une part la séquence de la protéine de capside de la souche FNY (pBIOS132)
et d’autre part de la souche 117F (pBIOS135) sont utilisées pour infecter des cotylédons de melons au stade
2 jours comme décrit dans I'exemple A. Le procédé de régénération des cotylédons transformés est le méme
que celui décrit dans I'exemple A. Les plantes de melon, régénérées sur le milieu sélectif contenant 100 mg/L
kanamycine, sont analysées. Le caractére transgénique des plantes régénérées a été confirmée par la détec-
tion de I'activité de G.U.S. et par la technique de formation de cals telle que décrite dans I'exemple A.

Lexpression de |a protéine de capside de la souche 117F a été détectée chez une plante lors d'une analyse
"Western blot" avec des anticorps contre la souche I17F intacte. La protéine de capside exprimée représentait,
dans les feuilles, environ 0.01 % de la protéine soluble totale.

Les plantes transformées sont ensuite montées 4 graines. Ces plantes transformées sont démontrées étre
résistantes au virus de la mosaigue du concombre.

La Figure 5 est un "Western blot" mettant en évidence les bandes |mmunoréact|ves détectées avec des
anticorps contre le CMV souche 117F.

Quinze plantes R1 ont été testées pour larésistance par inoculation mécanique avecle virus. Linoculation
sefait surla feuille d'une plantule du stade une feuille. Les symptdmes qui apparaissent sur les feuilles formées
ensuite permettent d'étudier I'infection systémique du virus. Parmi ces quinze plantes, une dizaine se sont
montrées transgéniques par I'expression de GUS.

Chez au moins une de ces plantes transgéniques R1, la quatriéme feuille montrait, dix-neuf jours aprés I'ino-
culation, une réduction importante des symptdmes et une absence de mosaique, en comparaison avec les té-
moins Vedrantais non-transformés.
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subj ected to ti)e cakudh deiix diipes6.gERdEs Pésidlry s SERURMEHRSNEREnsTORISS Binsi atiterkds) fa
al ready been eprgmhisre d&chs stapdeats ciliu@@gant iidu bivan MR ultubd Vallulaib V8y6tale Conf@ant une
perforeed on tdywkiMBetiplys artiadiéremeant dd Ia 8ibbizyl dnirepirina(BABY, Bt |8 d@uxidmb,| qai seffetiues
obt ai ned 5 ar elorsqletiasbawigdons amtxtteiolhe mains erlviranr3annaderhaatekyr, agsmplien shran milisiede culture

cellulaire végétale contenant comme macro-éléments :

30 KH,PO, environ 50 a environ 100 mgL’
N\ MgSO, n 75 a J 300 "
caCl,.2H,0 ~ " 500 a " 2500 "
KNO; " 750 a " 1200 "
% - “
.. NH,NO; " 150 a " 200

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le milieu d'induction des bourgeons génétique-

ment transformés est le milieu de Murashige et Skoog (1962) connu sous le nom de milieu MS, additionné

40 de 0.3 a 1.13 mgL-1 BAP, et plus particuliérement de 0.85 mgL-1, ladite BAP étant la seule hormone vé-
gétale présente.

3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que les vitamines présentes dans le milieu d’induction
des bourgeons sont les vitamines de "Staba’ (1969).

45
4. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que la teneur en calcium est d’environ 1000 & environ
2200 mgL-1, plus particulidrement d'snviron 1750 & environ 2200 mgL-1.
5. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que le milieu d’'induction est le milieu appelé "Milieu
0 M.I" ayant la composition suivante :

65
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tion period is #uctondbffecuait shbyismiléy qinductivel do bodrgedis dehetiuehiont trandtoraiids Ssiportabnd,
especi al |y, twoletissmble des sesanibérast letuithnyingsmeinelement reqlis hodr Maductivh dé Blifeomdl aafir i N
t he normal manndexplants génétiqubmepihbonitrabsformis ot cartensifd, paoni 86 seld raindrduxpendiron 440 a envi-
phot oper? od of 82209 mgbtideschiaturexesalciih paltulélen ChS;.2H,0 dtanvirng 0,8 B envtery1,2% de paetor |
duri:ng the ni ghtgar @hde agar-agar, ledit Mitien djuduction étantradditidnod dienviranrd, 3 ertvinen 1718 ngh-1 6-
expl ant i s car rbes@ enironygnelfBAR) gt drgviron 0@ sovinn 48 makr' agidedridple-Sfacetic (AWIef aci ens,
for exanple in Pifeculfuse on doex dlangs eucesssives des horigpanp aénstioyement imnsfosnsis ainsl obtpriue.ta
has been_ woundeRfemitr de gas£tapesde gyitura ayant gy surjup miligydecylium gfiulaire végétatesprienantivas
are bro@ht i nt§yokinine etplus partisyisrament dg Ia G-berry! aiminoputine (BARh @hia detiriemey oy Eeffoptue

ar. e 0 to 4 day S:;mrgfl::@t%:od%m;nt?ymﬁ gr';'z:m Efé\;m:ﬁgqﬂauteun ayant lieu sur un milieu de culture

30 KH,PO, environ 50 a environ 100 mgL’
(L MgSO0, " 75 a " 300 "
CaCl,.2H0 - " 500 a " 2500 "
RNOy " 750 a " 1200 "
* NH,NO; " 150 a " 200 "
- 4

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le milieu d’induction des bourgeons génétique-

ment transformés est le milieu de Murashige et Skoog (1962) connu sous le nom de milieu MS, additionné

40 de 0.3 & 1.13 mgL-1 BAP, et plus particulidrement de 0.85 mgL-, ladite BAP étant la seule hormone vé-
gétale présente.

3. Procédé selon larevendication 1, caractérisé en ce que les vitamines présentes dans le milieu d’'induction
des bourgeons sont les vitamines de 'Staba’ (1969). '

45 .
4. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que la teneur en calcium est d’environ 1000 a environ
2200 mgl-, plus particulidrement d’environ 1750 & environ 2200 mgL-1.
5. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que le milieu d'induction est le milieu appelé "Milieu |
M.I" ayant la composition suivante :

§5
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The dyration of this contact is not critical; for exanple, it can take
fromapproximately 30 m nutes to oEPO#2932B1 and is carried out, for
exanple, in a suspension in an M5 culture nmedium The explants are then
dried on a sterile paper filter and transferred to a cocul ture nmedi um
whi ch may be iM3-y@gimm solidified with agar-agar. The conditions of 10
| i ght i ntensi an ot gperj od i.ch are appl4 at the ti -of coculture
are, in gene qr?#%?@@%s'tho\;@%sed at theiftlsjone of the]{;%m' nati on
stage. This cocul ture stage nor ndfH#iOsakes app¥®& nmately 48 hours. A large
nunber of nopaline and octopine s¢d® N3ulé Odz2dotunefaciens are known and
can be used for the genetic transforration of t species Cucum s nelo. The
i nventors have used the octopine Mg5Q4-{He®A440 ich contains the Ti
pl asm do pAL4404 and the binary vekH®0,pGA472 sulbpdied by G Ann, Washington
20 University (Ann et al., 1985), or the nopaline strain C58' 3 (Ben Tahar
and De Both, 19 These strai ns; ured of their vector, and the
bi nary vect orﬁaﬁgﬁﬁ (supplied by?‘ly?& \?g%f erson, Plant Breeding Institute)
(Jefferson etMigro-ébament@s int rdRRIMPinto strain 25 LBA4404, which
does ndt contyi unyed®r PGA472. gGtdisa bt nary vector has a kananycin
resi stance marker, geng afd a repoi §'_gene, t 4-err]-glucuroni dase gene,
whi ch encode¥f R+t c activi é/ Thi s kanarﬁ/c_i1n resi stance gene
cont ai ns t he Sauxhkhrmse egi on of t h#0 neonyci n pHspho- 30 transferase
gene, which has been isolated fromtransposon Tn5 and which is flanked at
tlhe, 5 and 3' end by the pronoter and term nator of the nopaline synthase

e. The regi on whi ch encRgier-ddeer [ err]-gl ucw.@itdase gene is flanked by
the RNA 35S pronpter of thgygauliflower nosai g 3% irus and by the
term nator of the nopalinee synthase gene. Strain LBA4404, which contains
vect or 2pBl 121, is preserveddt -20C in 15 % glycerd This strain grows on
LB- medi um whi ch contains 50 ng/l of kananycin.

6. Procédé selon larevendication 1, caractérisé en ce que le milieu de culture utilisé dans la deuxi®me étape
de culture des bourgeons fransformés contient comme macro-éléments:

KH,PO, 85 mg L1
) 30 MgSO, 185 mgL-
U CaCl,.2H,0 1720 mgL-!
KNO3 950 mgL-1
NH4NO; 165 mglL-

s5 7. Procédé selon la revendication 2 caracterisé en ce que le milieu est le milieu MB6 ayant la composition
indiquée ci-dessous : '

\'

. RN 0 .



After the coculture stage, the transformed explants are transferred to the
shoot bud induction nedi um whi ch h&polaexs12descri bed in the preceding

par agraphs. This nmediumis usually supplenmented with 5 agents which all ow
transformants to be selected, for exanple kananycin, and agents which
inhibit the growth of A tunefaciens, for exanple cefotaxinme. The inventors
have found that the use of "Falcon"[err] Petri dishes 9 cmiB@dianeter

gi ves parti cKH,POY l'arly advantageous results at the time of ghe shoot bud
I nducti on st TQ? gonditions of light intensity and photoperiod which
are applied during this stage are the same as those applied at8fhe tine of
t he germ natGat:s8HgrQ a light intensity of [err] being partigsparly 15
preferred. t buds develop directly on the explant and, when they have
reached?a si ze which allows themto be manipul ated physicall y95°

(appr oxi rratéﬁ"‘}N@:Z - 1.5 mm nore particularly 0.5 mm, they pes excised
fromthe exprse, .8 and transferred to fresh nedium which ig u§ually a
medi um cont gi.ni ng BAP or anot her cytokinin and which constitut & 7he
"first" cul e nmedium for the devel op- nment of plantlets. In aOy&Bi ant of
t he prdﬁessHaBQprdi ng to the 25 I nvention, the duration of th induction
stage, whicB il nﬂgrgally approxi mately 21 days, can be reduced tb” 14 days.
In this cas€, the shoot buds can be transferred to an Ms-nedi un8wét hout

hor nones f oF48Re. 32k bef ore being subjected to the plantlet deyepppnent
stage ipst egd.Abo3% geing transferred directly to the fi rst

pl ant| et devel gpnent ifedi um The pl ant| et devel opnent stage tak®e2dl ace in
t WO parts, §oCRa<SHOen expl ai ned further above. The shoot buds g¢iges go

| ongi t udi nab‘egopy\m}oon t his nmedi um and, when 35 t hey have rea7ched a

| engt h of aggr lJately 3 mrmto 1.0 cm they are transferred t%’ MB6- nedi um
which R&as b %EI enented with selective agents-in order to ¥e)X®t the

t ransf or ranasidéoniepginlieguanti bi oti cs and agents which inhibi to té‘@ growt h

of A. tunef aﬂiggﬁingn%!er, t hese

. . 0,10
" pyruflaxzne-HCJ. 0,50
k/ Glycine 2,0
myo-inositol 100
sac::::xarose 10 000
35 gelrite 4 000
PH 5,6

40 8. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 & 7, caractérisé en ce que lesdits cotylédons sont
obtenus par la transformation par Agrobacterium tumefaciens de cotylédons issus d’embryons isolés de
graines, lesdits cotylédons ayant germé pendant 0 & 3 jours, et plus particulidrement pendant 2 jours.

9. Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce que la transformation des cotylédons s'effectue par

45 mise en contact de fragments de cotylédons avec une suspension bactérienne d'A. tumefaciens, le A tu-

mefaciens contenant un géne fonctionnel destiné & étre introduit dans la plante, suivie de co-culture des
fragments de cotylédons et des bactéries pendant environ 48 heures

10. Procédé selon la revendication 9, caractérisé en ce que la suspension bactérienne est une suspension
50 de bactéries dans du milieu MS, et le milieu de co-culture est du milieu MS solidifié avec du agar-agar.

11. Procédé de production de plantes fransgéniques appartenant & I'esp&ce Cucumis melo ayant un pheno-
type normal, caractérisé en ce que les plantules fransgéniques susceptibles d'étre produites selon Fune
quelconque des revendications 1 a 10 et ayant des racines secondaires sont transférés sur un milieu de
culture normalement requis pour le développement de plantes non-génétiquement transformées & partir
de plantules.

12. Procédé selon 'une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que le gane destiné
& étre introduit dans la plante par I'intermédiaire de Agrobacterium tumefaciens estle géne codant pour

| |
. * c L ] H *
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-; 16 -, agents are not essential for the regeneration. After the transgenic
pl antl ets have remai ned on this nedpofiZeagsa few weeks, they root. The
pl ants can be transferred into pots which contain conpost and coarse 5

sand (21 VIl o 3080 e RERRBAR A LRGhS A dovel oped. Accor di ng

to a preferred e nment of the i nvention I ch encodes the coat

prot ei n of13C IFeatsiEcselon I AlefdioatidnUi2, da&cueﬂu‘ereﬁdu@mb dené &dp% IHEAqQéhc&quan@wL@nt
t hr oughs A. t urngraent deette $6Gasmcd-aptaLey cAfeRr dbN4lrégidtanth b vilik B4/1B moSaidu® AW EHEdbRS : 4

RNAs of different sizes; the CW coat protein gene is at the 3' end on RNA
3 and on RNA 4. The translation into coat protein is only effected from RNA
4, the 3' gndading ‘FE'?A@TB&&TE&ATR&J&&A&&@T&@GTG&Q&@GMé@t:mi@'rs equeace. The
coat proteln gene of two virulent strains which originate from

di fferdeht geographical regions has been isolated and sequenced by the

i nvent or s. ir@TCBTAGAADTGAGUCGAGECI ATENGAMY AAA FCENGhAVICAl ACRO o5t CW
strain terned |17F, and a plasm d MptiCaSp Qys Sexi GlugSekeTDXA 7

conpl ementary to the RNA 3 of a virulent strain, FNY, which has been
isolated in New York frominfected nelons, were used. |t goes w thout

sayi ng fhaﬁGFtGﬁﬁuFGTbS o3BFLFET: 68 6T ﬁFﬂbGGEecﬁﬁyCGthg gen&325 into
mei on expl SRFsALPOFLYxARD| 85PeAEY BcATENd3Te PR AEGaPT & n of%:t her

CW strains and of other viruses, in mhlch case the process according to

t he inventb EE *@c g n@eétbe EI Bl COR{% taining
t hi s ggpe. %& E g g E ggesge sggggs g; Ekﬁnsge ix¢ nel ons
ngch expr ess 9ﬁ ananycin reS|stance gene he err curonldase
gene 1. GERM NATI ON OF CUCUM S MELO EMBRYCS 35 Mat ure nel on
seeds (CucemesTiel eck) catecnsedrroTel! T TauRATeXAGY Atc Ta | nkagunment s
of the seetradr teapsezdchy GEankeal Sarsadig gleuVAisne Lygoritirng.eo wousd t he

25
GCA GCT GGT CGT CCA ACT ATT AAC CAC CCA ACC TIT GTA 251
Ala Ala Gly Arg Pro Thr Ile Asn His Pro Thr Phe Val 5%
K/’ % GGG AGT GAA CGC TGT AGA CCT GGG TAC ACG TTC ACA TCT 290
Gly Ser Glu Arg Cys Arg Pro Gly Tyr Thr Phe Thr Ser 72
35 ATT ACC CTA AAG CCA CCA AAA ATA GAC CGT GGG TCT TAT 329
Ile Thr Leu Lys Pro Pro Lys Ile Asp Arg Gly Ser Tyr 85
TAC GGT AAA AGG TTG TTA CTA CCT GAT TCA GTC ACG GAA Jes
© Tyr Gly Lys Arg Leu lLeu Leu Pro Asp Ser Val Thr Glu 98
TAT GAT AAG AAG CTT GTT TCG CGC ATT CAA ATT CGA GTT 407
Tyr Asp Lys Lys Leu Val Ser Arg Ile Gln Ile Arg Val 111

45

AAT CCT TTG CCG AAA TIT GAT TCT ACC GTG TGG GTG ACA 446
Asn Pro Leu Pro Lys Phe Asp Ser Thr Val Trp Val Thr 124

GTC CGT AAA GTT CCT GCC TCC TCG GAC TTA TCC GTT GCC 485
60 Val Arg Lys Val Pro Ala Ser Ser Asp Leu Ser Val Ala 137

GCC ATC TCT GCT ATG TTC GCG GAC GGA GCC TCA CCG GTA 524
Ala Ile Ser Ala Met Phe Ala Asp Gly Ala Ser Pro val 150

S
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enbryos. The enbryos are sterilized by immersing themfor 5 seconds into
pure ethanol and then for 20 m nut Eeowiz#2B1 - 17 - constant agitation into
200 m of a saturated cal cium hypochlorite solution and 0.05 % of Tween 80.
The enbryos are then washed for 20 m nutes using 200 m of sterile water.
The enbryos are then dried on a paper filter and 5 pl aced into sterile
Petri di shexa @NTATAThGAG. SAT: GEEgRCA TOT URSA BTC (GAA ANCor i B83wat er .
The enbgyos.ewr &adeTH®n TYﬁrAZadMB $ar oGyt Yot Him deder 36Pi ght
intensity of 60 to 80 [err] and a photoperlod of 16/ 24 hours at [err]

during the gigBA | UM
TUVEEAC! EN %&g%@?}& ggé cﬁgvﬁ% Snyf,g tion
experi ment $, ain i Nl ng the vector (A scri ed on the

pr ecediffg pages) is cultured in 10 M of antibiotic-free 15 Luri a- Bert ani

medi um f or Alvh fger €Azt Alver ABAVWARG TROSGEO! GRQi ¢p¢ i @16 (VX0 Tawm) . 68hi S

bacteri al sletGlyn Asip MetCArgsLgs TRpcAlanVADrLeéu ! valary deme aiBolLB

(Luria-Bertani mediunm) (50 nl) which has been supplenmented with 100 ng

[err] of r|farrp|C| n_and 50?3'”% L;err of kanamycin. The LB 20 medi um
e

g €7r SEhEXD 680
flo'?f' ZI an17L ?F gsgh‘&f’ E&Ep& gﬁgl gg\%eﬁ?“lrﬁﬁa# rewy His SQI?&?r glag Pet

[err] with a tatlon unt|I t he optlcal densit at a wavel ength of 660
nanonet r es.S 3:& % EnAT'ESCCCsK% TET &FA (G¥Rged ¥or 5
M nut es, at YP%)O‘EFQ 9; L18FER ThTi fe¥ RLE ¥R i nid%i%al vol une

M5- medium This solution is ready for be| ng brought into contact with

the pl ant t W
cotyl edons éféoggo %g;c. Tsr%r yos | c-#h ve germ naégrdﬁ?cwG G ila%en t he

medi um described in para- graph 1 are renoved carefully so as to av0| d the
api cal 2sreri stemtissues. Younger or ol der cotyl edons have a reduced shoot
bud r egenereadGAGITNEASTIGECACTTICNGOTATARACTGTCTGAAGTCACTAAACGTT 820

TTTTACGGTGAACCGGTTGTCCATCCAGCTTACGGCTAAAATGGTCAGTCGT 872
GGAGAAATCCACGCCAGCAGATTTACAAATCTCTGAGGCGCCTTTGAAACCA 924

35 TCTCCTAGGTITCTTCGGAAGGACTTCGGTCCGTGTACCTCTAGCACAACGT 976

14. Procédé selon la revendidation 12, caractérisé en ce que le géne comporte la séquence suivante ou un
fragment de cette séquence apte & conférer de la résistance au virus de la mosaique du concombre :

§5
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35 cotyledons which have been renoved from enbryos which have been
cultured for 2 days. The result i|iseEBhaveei2zB1Figure (1). These two-day

cotyl edons are cut into 4 pieces in the bacterial suspension which has been
taken up in - 18 - M5-nediumto guarantee contact with strain LBA4404
contai ning the binary vector pBl 121 after they have been wounded. The

cotyl edon pl;@*ﬁ;@f@:ms&:@rmmmmmm@xm@t ergql
suspensg on. Each fragnent is 5 ~-dried on a sterile paper filter and
transferredd qieteic dsd T QAR TCNOANE ABYi gor WesT edasakeen soggdified
using 0.8 % ofye®aks@obys Seic | Sed STREC Sed! AL& 661§ CKzgBabgurs imn2an in-
vitro grow h cabi net under the conditions of |ight 10 Intensity and

phot oper i ot cdr heo? R TOETIT EETI Gararegrosd Becdece cocSHOPEEBUD

| NDUCTI'ON Afd<fratdi Zegoxed tByee Aoy Arg Glys Sebi Rbhghsér bxta wescri bgg above,
the cotyl edon pieces are transferred to 15 fres% medi um cont ai ni ng M5

whi ch has |wen BCOPEEGEERPEEIY (AACIODTTyAGA GRCofTGeTOEa@AGECAG 167
(Roussel - USe¥ )SeB0Aa Asp rdlafAsmnihecArgsvaphieg, Sér1@lnuciarr] g8 BAP
and 0.88 [err] of IAA. The presence of cefotaxine is necessary to inhibit

t he gr dft h e t 1EG baGA eCTTRATKARGACE TMADICINCGET GSBACRY CCas a296l ecting
agent so ad.ew Setechkrstheu tAsmIys MEiTclless Aldr Abaf GLgelrgellks Wil IS1be

t hose which will have the kananycin resistance gene and the B gl ucuroni dase
gene descriAZT ATT pAAGoFMPIECRA (ALCE HEFR 6% AGT FRAANCGEOMGONe RAB which
has begp adthsl IbethASnchBis Azo hw (FPesVad GlycSewsGily Awgi Gysce sibdot buds
t the concentrations described hereinabove. In contrast, the presence of

| 2% i s opt iAFRal CCThESEFAS AT TERadEALTET ATZNACE: GRS AAGH KGR madBd wi l |

i nduce shoATHUBECWREENTHF | ThTIRRE oPRTH SRF Ile0Thy Leys Lysn@mrci n. The

cotyl edon pieces are_jn a ' i n-yitro
yledon pLECORAR Rrh"GHRUEH &' Bc¥ "% mac oo ana ace T 322
Pro Lys Ile As. Arg Gly Sexr Tyr Tyr Gly Lys Arg lLeu S0

TTA CTA CCT GAT TCA GTC ACG GAA TAT GAT AAG AAG CTT 362
Leu Leu Pro Asp Ser Val Thr Glu Tyr Asp Lys Lys Leu 103

\_/ GTT TCG CGC ATT CAA ATT CGA GIT AAT CCT TTIG CCG AAAI 401
Val Ser Arg Ile Gin Ile Axg Val Asn Pro Leu Pro Lys 116

TTT GAT TCT ACC GIG TGG GTG ACA GIC CGT AAA GTT CCT 440
35 Phe Asp Ser Thr Val Trp Val Thr vVal Arg Lys Val Pro 129

GCSC TCC TCG GAC TTA TCC GTT GCC GCC ATC TCT GCT ATG 479
Ala Ser Ser Asp Leu Ser Val Ala Ala Ile Ser Ala Met 142

40 TTC GCG GAC GGA GCC TCA CCG GTA CIG GTIT TAT CAG TAT 518
Phe Ala Asp Gly Ala Ser Pro Val Leu Val Tyr Gln Tyr 155

GCC GCA TCT GGA GIC CAA GCC AAC AAC AAA CTG TTG TAT 557
Ala Ala Ser Gly Val Gln Ala Asn Asn Lys Leu Leu Tyr 168

45
GAT CTIT TCG GCG ATG CGC GCT GAT ATA GGT GAC ATG AGA 596
Asp Leu Ser Ala Met Arg Ala Asp Ile Gly Asp Met Arg 181
50
§6
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growt h cabi nets under the conditions of light intensity and photoperi od

whi ch have been described in paragergd2di28n t he presence of 50 ng [err] of
kanamyci n, shoot 35 buds develop directly after 3 to 5 weeks, starting
fromthe cotyl edon pieces. Wth this induction nedium no shoot bud can
devel op on 50 ng [err] of kananycin starting from non-transforned cotyl edon
pi eces. ThRaGeMAL (GCG @CoRAC 6T TCA AAA GRC-GAT GCG CDAVELGBSENT OF
TRANSGENI CLPSARIEE ASaVad Tes YadoTHrmidSenhLys AspeAspeAlantieaed diddect!y
on the cotyl edon pieces cultured on the nmedium described in paragraph 3 in
t he presen§aGoRAG60 G [%Grgigf GTA QT LHTi GTTHGRE ATGCBAG GACeng®T4of 0.5
nm they afdueT(%MBE Gt Yady LA Eis c¥al . ASpeldesBivt Hisds 205
transferred singly to a fresh culture medi um contai ni ng M5 which has been
suppl enent erhaviddt Q98 die e It E8R c1@0cHe ek bref Tefrebwr myand 50
g [err] ofgitanary dle Fo ThH Huwxt cGLPval 8elEBdMyaihe shoot bUqumdergo

| ongi - tudinal growh, and, after 2 to 4 weeks, when they have reached a

| ength of FIVOCAAGAATICTCTUICTGATCBETETecatRatrTehbrecEciaThe 106Gy of
MB6- medi um (see Table 1) containing 50 ng [err] of kananycin sul phate and

400 ng ™| er MG TAXNCTRICTGAAGTCAC TAANEEPTTTIASESrBANRCSRTIGTC e \Wigime of
500 m . These shoot buds, which have a length of 3 mm undergo | ongitudinal

growt h on (ATCCAGINTACEESIAAAATGETTAGTECIGIAGRAR T CANECETAGTAGNY ABPENI C
plantlets root. 20 Once the secondary roots have devel oped on the above-

descri hed aGicimATcIe R SECSOUTTICRAAC CATCH ChTABRT TTCOTOTENAGE 2 gBXt ure

f conpost and coarse sand (2:1) and are grown in the greenhouse. During

the first ggverrareCeicTACCTOTAGCACAACETECrAGTITTCAGRGINGaSETot SB s to 25

preserve a hum d at nosphere. The plants are watered daily. Photo 1 shows a

t ransgeni c q¢COCCXCYTTORIGSIBBCCTCEAAJAGEAGD! ant (A). One of the ydemts
whi ch baave been regenerated in

15. Milieu de culture cellulaire apte au développement de bourgeons en plantules au cours de la régénération
d'une plante caractérisé en ce qu'il contient comme macro-éléments :

30 [} -
U KH,PO, environ 50 4 environ 100 mgL’'
MgSO, . 7H,0 " 75 & " 300 *
CacCl,.2H,0 " 1000 & " 2500
85 KNOy w 750 a " 1200 *
NH,NO; " 150 a " 200 "
16. Milieu de culture cellulaire selon la revendication 15, caractérisé en ce qu'il contient comme macro-elé-
40 ments :
KH,PO, 85 mglL-
MgS0,47H,0 185 mgL-1
CaCl,.2H,0 1720 mgL-1
KNO; 950 mgL-1
45 NH;NO; 165 mgL-*
17. Milieu de culture cellulaire selon la revendication 15 caractérisé en ce qu'il a la composition suivante :
50

55
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this manner (terned 884-5) was allowed to flower and 30 sel fed. The seeds
were col |l ected. Four Rl plants ger epoumegieds and their transgenic character
was confirmed by carrying out the tests descri bed herei nbel ow. The first
test, which detects the.activity of the enzyme B-gl ucuronidase (QUS) is
perfornmed by the 35 . of Jefferson et al. (1987).. Another test

I nvol ves the indugtkikggd‘bf calli on a leaf or on a |ea18)55t£9<}—£n a

kananycj n- cont ai ni Hgsﬁedi 4MeOThe formation of a call yggs ndicates that the
plant is transgeni e nycin concentration requyred in a BAP- and
NAA- cont ai ni ng ?aggg-zgga%ediun1varies dependingqgﬁothe hor none
concentration and B¥Oshe tissue. In an Ms-nedi um whi g@igghas been suppl e-
mented with 1 ng [ﬁﬁ{}} of BAP and NAA, for exanple, %30 ng [err] of
kananmycen are sufficle to inhibit the formation 5 83f calli on Ieaves
and | eaf stal ks. Tﬂﬁsﬁkeﬂéhce of foreign genes in theygggenerated plants
was al so tested usgpg the polynerase chain reac- tion (PCR) (see Lassner et
al . 1989; De Both 1990) using 2.5 units of Tag pol yner ¢83 The priners used
allowed 10  sinulBeBfRsous anplification of the GUS geng,and of the NPT
gene. PER has onlyzgggu1y¥gﬂexlout using the Rl gener- gtion so as to
avoid fal se positives due™ o the presence of Acrobactefrd in the

regener at ed tissue‘.:uﬁﬂvﬁuzeuction of transgeni c nel onspybesh express a gene
15 for resistanogaMad e hg]d)i ci de phosphinotricin TRe__binary vect or

pl B16. 1,, (Hoechst, B Fr kfurt, FRG) contains the nég gene and the pat
gene (pﬂosphi nOthr?%hM' transferase), which inpabd{e2Besi stance to
phﬂ’sphi notricin. 20s0,.7H,0 Ihe transformation ang éﬁgenerat i on
process described in amﬁea/\mas used for the produ ?P of plants of the
genot ype Vedr ant ai¥82fR%& have been trans- forned witB7{®8 vector. The

transgemi c charactftidé hieddiiguebtained in this maﬁngé was confirmed by
L4

t he 25 cal | us quhnfatﬁgaeg.%scti and the hybridizati 00,10 neo
_ pyridoxine-HCl 0,50
| 30 Clycine 2,0
— myo-inositol 100
saccharose 10000
- gelrite ' 4000

PR 5,6

18. Milieu d’induction de bourgeons composé d'un milieu de culture cellulaire végétale comportant|’ensembie
40 des sels minéraux et de vitamines normalement requis pour I'induction de bourgeons & partir d’explants
non-génétiquement transformés et contenant parmi ses sels minéraux du chlorure de calcium, et du bac-
to-agar ou agar-agar, caractérisé en ce que la teneur de ce milieu en CaCl, est de 1000 & 2200 mgL-1
calculé en CaCl,. H,O et en bacto-agar ou agar-agar est 0,8 & 1,2 %, ledit milieu étant additionné de 0.3
4 2.0 mgL-1 BAP et de 0 &4 1.3 mgL-1 AlA.

19. Milieu d’induction de bourgeons selon la revendication 18, additionné de 0.3 & 1.13 mgL-1 BAP, plus par-
ticulidrement de 0.85 mgL-1, ladite BAP étant la seule hormone végétale présent.

20. Milieu de culture selon la revendication 18 caractérisé en ce que les vitamines présentes dans le milieu
50 d’induction sont les vitamines de "Staba’ (1969).

21. Milieu d’induction de bourgeons selon la revendication 18, caractérisé en ce que la teneur en calcium est
d’environ 1750 & environ 2200 mgL-1. '

- 22. Milieu d'induction de bourgeons selon la revendication 20, caractérisé en ce qu'il a la composition sui-
vante :

_—
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probes by the nethod of Southern. These plants were selfed, and the seeds
obtained in this manner were germ gep 22 opi he greenhouse. The pl ant s
obtained in this nmanner underwent treatment with 30 the herbicide, and

some showed thenselves to be resistant. C) Production of transgenic
mel ons whi ch eiﬁi&&‘—&h&-‘coat protein of cucunber nosaic virus (CW) In the
exanpl es whi ch Mazrowélémeritail:ent RNOgch 35 saogion of CW, mgdred | 17F,
and a p) asm d (pUCL8) con- taining DNA whi ch glsg conpl enentary to the
RNA3 of a virulent strain, termed ) i ch has been isolated in New York
on infected nelons, were used as aCdSdec®fbr CRPOCoat protein genes. -
21 - 1. CLONI NG THE PROTEI N Cq¢EoQF7i0RAI N BMg Starting fromthe
restriction map of the plasmd pUCJ‘& ig@i ch cont ail%) the cDNA of the RNA 3,
whi ch was determined by P. Palukai t1$, % fragment '0f a size of 5 1.6Kb
whi ch covers at _the 3' end the 1Kb sequence of the coat protein was
subcl oned i n al?eEBT&ssi on vector 'dePeM8cribe”. This cDNA was subcl oned in
t he vect or Bl ugMicsrd-a dufeeis ( St r ati@eane@scat al ogue), and each subcl oned
fragnent was s enced follow ng t & rotocol "sequenase 10 R' (version
2 of USB: Unite qﬁ%’besBi ochem cal J. e sequenced fragnents were anal ysed
on a denat uri n¢y®-iresitiadni de gel 189 descri bedmg® Mani atis et al. 1982.
The gel was th ' r 10 m nut in 10 % acggFc acid, dried in vacuo
for go m nut es%;téd err éce"a)md t hen autggr di o- 15 %g"raphed (Mani atis et al.
1982) . ,Tlhe begiAFALTRENT t he sequen®e8 dader of the coat protein of strain
ENY have the s&aP | ength as that of3.7BeuMapanese strain Y (P. Palukaitis
pKe(sonaI comu iﬁation). The parti al segyence of RNA 4 of strain Y has been
publ i shed (H daka et al. 20 1985). We"were able to position the beginning
of the | eader sequence of strain FNY by nmeans of conparison with this
sequenex. 23. Bourgeons génétiquement transformés appartenant & I'espéce Cucumis melo et susceptibles d’étre ob-
tenus au cours du procédé selon une quelconque des revendications 8 & 14.

24, Cotylédons génétiquement transformés appartenant & 'espéce Cucumis melo et susceptibles d'stre ob-
tenus au cours du procédé selon 'une quelconque des revendications 8 & 14.

30
\/ 25. Plantules transgéniques appartenant & I'espadce Cucumis melo, ayant un phénotype normal, et suscep-

tibles d’étre obtenues selon 'une quelconque des revendications 1 & 10.

26. Plantes transgéniques appartenant & 'espéce cucumis melo, ayant un phénotype normal et susceptibles
d’éfre obtenues selon la revendication 11.

35
27. Melons transgéniques pouvant étre produits selon la revendication 11, et ayant un phénotype normal ca-
ractérisés en ce qu’ils expriment la protéine de capside du virus de mosaique de concombre,
28. Semences de plantes transgéniques selon la revendication 26.
40

Claims

1. Process for the production of transgenic, phenotypically normal plantlets from genetically transformed ex-
% plants, said plantlets belonging to the species Cucumis melo and containing at least one gene which has
been introduced through Agrobacterium tumefaciens, characterized by the following steps:
i) induction of genetically transformed shoot buds from cotyledons of Cucumis melo which have ger-
minated for O to 4 days and, after this period, have been brought into contact with A. tumefaciens, the
induction being carried out on an induction medium for genetically transformed shoot buds which com-
s0 prises all of the mineral salts and vitamins normally required for the induction of shoot buds from ge-
netically non-transformed explants and containing, amongst the mineral salts, approximately 440 to ap-
proximately 2200 mg I of calcium chloride calculated as CaCl,.2H,0 and approximately 0.8 to approx-
imately 1.2% of bacto-agar or agar-agar, said induction medium being supplemented with approximate-
ly 0.3 to approximately 1.13 mg I-' of 6-benzylaminopurine (BAP) and approximately O to approximately
55 1.3 mg I-1 of 3-indoleacetic acid (I1AA);
i) culturing the resulting genetically fransformed shoot buds in two successive stages, the first of these
culture stages taking place on a plant cell culture medium containing a cytokinin and, more particularly,
6-benzylaminopurine (BAP), and the second stage, which is carried out when the shoot buds have

22 e
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The sequence of the coat protein which covers the | eader sequence , the
encodi ng region and the non-encodi ERj0&2912Btgion 3' is shown in Fig. 2.
Starting fromthis se- quence, two oligonucleotides of 30 bases which are
conpl enent ary Jwﬁ,{! at
protein was anﬁﬁ}aﬁmﬁt&%ﬁhe PCR t'ec ’ﬁ?”gﬂ"eafg %ﬁ%’?ﬁ%g}eﬁnnﬁg@%{@gn)
descri bed by Scharf 30 et aI (1986). The anplification product was

anal ysed on 1 % agarose gel confi rmthe size of this fragment of 1034bp.
The ol i gonucl eot i %&P n‘PPr &1y e SBakA1aPRIPXIRALELY S| 200, mg 1The) ¢
ends. Thus, it waxg3055| ble wo clone theseanplification proghegt im the
single BanHl site_,3 ector pBlI OS i s vectoy pBlIOS I ch has been
constructed in thg ?&bﬁporg of the |r3198np has a pl antzsbor\%;rm't er and
term naor. The 388Opronoter®™origi n- a?58 toom t he B85S RNAn‘oo:aLﬂ i f1 ower

nosai c Vi rus, and NOS t epm nat or oigglggt es frgmthe n ncqdi ng 3'

- 22 - region of t opal | ne synt hase gene CLONING TH T. PROTEI N

OF STRAIN | 17F Tomato pI antl | afge Were noc- ulated w
'|V1"F'é"€?"f‘?do

CW str ai rf-| Teess dg'

i nf ect &% Iea\7 %'8 ﬂﬂ%g ?eeaé'ﬂ 'f & WT gf'

G. Mar choux P #0d. mpre Pﬂ' ngl eing the Tmf”ée

checked on 1 oagarose gel Once checked, a DNA which is corrpl errent ary to

the 4 RNAS, i Prozydstabifding @SiCiaimi1ehatabterizédin thaﬂﬁeb.&hmlssént in@lmﬁoo‘éum.M&ioﬁ me-

System,,pl Us" diuthiafe thédlia@ins arCStabac(198d)), Which is conplenmentary to the 4 RNAs,
pl aced on 1 % agarose gel. After mgration of these DNAs, the gel is

M ed i n Vac iecessdceoniing toyGialny 1 charagterized dncthgtthadalgiumssontent &Ifmmmwmatérhw@m

conpl enent ar FPRIpgRALeIY 20X MY E‘Smﬂe ner lafjy {reme anpreeimately 1 Z60itpeparoximately 3200matiie  Smal

f) : ;g mOfds E: ra‘]."r3 r %ﬁ’;h? %L"éi St "F %:?ﬁ Lﬁat]t%o ﬁ‘%\%i’&'ﬂ §iqeé?ﬁdym%?: N-'rﬁ'gv e

been nmade corrpet’eﬁgH e calciumchloride nethod (Maniatis et
al . 1982), aéze

ium
“ Macroelements: KNO, 1900 mg 1
k/ NE,NO, 1650
CaCl,.2H,0 2200
MgS0,.78,0 370
3% KH.PO, 170
Na,.EDTA as in MS
Microelements as in MS
@ Vitamins Staba
Myo-inositol 100 mg 1
Sucrose 30 g 1
Agar-agar 0.8%
% BAP 3.75 uM
ABA 1l uM
50 6. Process according to Claim 1, characterized in that the culture medium used in the second stage of cul-
turing the transformed buds contains, as macro-elements:
KH,PO, 85 mg H
MgSO, 185 mg
CaCl.2H,0 1720mg -
85 KNO, 950 mg -
NHNO; 165 mg H

7. Process according to Claim 2, characterized in that the medium is the MB6-medium, whose composition

is as shown below:
* c L M S *




20 transformed with the pUCL8 plasm ds which contain the DNAs
conplenmentary to the viral RNAs. Aspblmsissn d pUC 18 carries anpicillin
resi stance, the transfornmed bac- terial colonies are selected, on the one
hand, on Luria Broth nedium (Maniatis et al. 1982) which has been 25

suppl emented with 100 ng/l of anpicillin and, on the other ha@lby the

bl ue col our BHPOE colonies (Maniatis et al. 1982). The recog®i nant plasm d
is isolated colony and purified by the nethod of Bjrnboin and
Doly (Mani at F%ng?gﬂb 1982). The reconbi nant plasm ds are ﬁg di gest ed
with the resCafdsi¥Mm2Ohzynes EcoRl and BanHl; these enzynek72®mhi ch cut
around the Sgwb,site, allow, on the one hand, plasnmd pUC @nd, on the

ot her hand, onpl enentary DNA to be separated by neans ol el ectro-

phor esifs. Th stion products are placed on 1 %35 agak®ke gel, and,
after m gratMo8Q,iH® pl asnm ds contain- ing a conplenmentary QA ef a size of
1kb (size ofgfhe conplementary DNA) are selected. It was possjhle to
identify the reconbi nant plasm ds which possess the DNA which'4

conmpl enent ar¥B® RNA 4 by a restriction map - 23 - using téhe enzynes

H ndl 1 1 Sal 2ngog #ak,0d | by nmeans of conparison with the restgiction map of
strain D \/\hié&] &}%ﬁen publi shed by Cuozzo et al. (1988). Thi's cl one which
possesses th 5 i ch encodes the coat protein was 5 re®-®28d bet ween
t he EcoRl arNa MmO 2Hatriction sites of plasm d Bl uescribe @B%s and BS-)
(Strat ggene | ). Fragnents of a smaller size were reclon I n vector
Bilege sggi be,e‘g?]% Sl gl e-strand DNA was prepared from each of %r‘?%ge

recdonbi nant FP2Rri?’@Oby the nethod described by 10  Strage2d.8Bhe sequence
of these di fNgEDTR fragnents which have been cloned was det g?rpaged by the
met hod descrﬁ c?odta#é'ithe%fém ocol "sequenase R', version 2, O B United

St at es 28i ochem ¢ - 1 equenced fragments were anal ysed of+88naturing 6
% acryl am dfhjsimindHEGX i s et 15 al. 1982), the gel is subgeggently fixed

for 10 m nutiRsridbaihetmoet i ¢ acid, then dried in vacuo at [sr% for 30

Glycine 2.0
L S0 Myo-inositol 100
Sucrose 10 000
Gelrite 4,000
35 PH 5.6

8. Process according to any one of Claims 1 to 7, characterized in that said cotyledons are obtained by trans-
forming cotyledons from embryos isolated from seeds with Agrobacterium tumefaciens, said cotyledons
having germinated for O to 3 days, more particularly for 2 days.

9. Process according to Claim 8, characterized in that the transformation of the cotyledons is carried out
by bringing cotyledon fragments into contact with a bacterial suspension of A. tumefaciens, where A. tu-
mefaciens contains a functional gene intended fo be introduced into the plant, followed by co-culture of
the cotyledon fragments and the bacteria over approximately 48 hours.

10. Process according to Claim 9, characterized in that the bacterial suspension is a suspension of bacteria
in MS-medium, and the co-culture medium is MS-medium which has been solidified with agar-agar.

11. Method of producing transgenic, phenotypically normal plants which belong to the species Cucumis melo,
characterized in that the transgenic plantiets which can be produced by any one of Claims 1 to 10 and
which have secondary roots are transferred to a culture medium which is normally required for the de-
velopment of non-geneti- cally transformed plants from plantiets.

12. Process according to any one of the preceding claims, characterized in that the gene intended to be in-
troduced into the plant through Agrobacterium tumefaciens is the gene which encodes the coat protein
of cucumber mosaic virus (CMV).

13. Process according to Claim 12, characterized in that the gene comprises the following sequence or a frag-
ment of this sequence which is capable of imparting resistance to cucumber mosaic virus:

24
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m nutes and then autoradi ographed (Maniatis et al. 1982). The sequence of
the coat protein of strain |17F i gpolagaenziea Fig. 3. 20 The
sequence of the coat protein is subsequently extracted fromthe reconbi nant
pl asm d by nmeans of digestion with the restriction enzymes EcoRl and BanHl .
BanHl |inkers are attached to the ends of the sequence (Maniatis et al.
1982) whi ClpITATTETOTANCIGACTATATACA GACIETTTETECISTCITTIATRLTTIT t he 51
dephosphoryl ated plasmd pBI GS3 (Maniatis et al. 1982). This sequence,

whi ch éncodes the coat protein, .is thus positioned between the 35S pronoter
and the mmmmm 22N\ ITTNGRASH TRCABE CW QB0AT
PROTEINS 30 (STRAINS [17F AND MeGy AspHanrSprvidly Sex Jhy MVELAN
COTYLEDONS, AND REGENERATI C]\l OF TRANSCGENI C PLANTS The 2 genes whi ch encode

t he cogt pr ei Y= V\IQ_J e _been tvveen t he
SR R e e
vector pBl quge e:l by

suppressing the 3 EcoRI site of the GQUS gene and by the creation of an
EooR 5 (e TR e Hoadbe screrciiune: B AR dcnaul o i, casen <o
pronot & - geil Mgl Yo A1@CPeo Ser! SeF ALY ax? Ene 33 - 24 -
inserted. This last vector is finally introd ce | nto strain BA 4404.
Agrobacterium strains contai ning the binary vector which possesses, on the
one hand, WTE OIS TEG CAGOCAGH CTTYMOE: CEA @TTS AARTD AASNAQEATAS13212and on
the other MWadd LiemoSest Gann G/ et 5eSSAY Lewe AsredysoThmilest i ng 4l on
cotyl effons at the 2-day stage as des- cribed in Exanple A The process for
t\he regener fcé.flec& qcﬂa & beatiée des bed in
Exarrpl%m.ig %Segg e-y% n se gctive
rredl um cont al ni ng ]: of kanarrym n are anal yse transgenl C
charactgr of the regenerat ed plants was confi rmed by the detection of GUS

activity angeG AGT GAA CGC TGT AGA CCT GGG TAC ACG TTC ACA TCT 290
Gly Ser Glu Axg Cys Arg Pro Gly Tyr Thr Phe Thr Ser- 72

30 ATT ACC CTA AAG CCA CCA AAA ATA GAC CGT GGG TCT TAT 329
U Ile Thr Leu Lys Pro Pro lys Ile Asp Ary Gly Ser Tyr 85

TAC GGT AAA AGG TTG TTA CTA CCT GAT TCA GTIC ACG GAA 368
35 Tyr Gly Lys Arg leu Leu Leu Pro Asp Ser Val Thr Glu 98

TAT GAT AAG AAG CIT GIT TCG CGC ATT CAA ATT CGA GTIT 407
Tyr Asp Lys Lys Leu Val Ser Arg Ile Gln Ile Arg Val 111

40 .
AAT CCT TTG CCG AAA TTIT GAT TCT ACC GTG TGC GTG ACA 446
Asn Pro Leu Pro Lys Phe Asp Ser Thr Val Trp Val Thr 124
o GTC CGT AAA GTT CCT GCC TCC TCG GAC TTA TCC GIT GCC 485
Val Arg Lys Val Pro Ala Ser Ser Asp lLeu Ser Val Ala 137
GCC ATC TCT GCT ATG TIC GCG GAC GGA GCC TCA CCC GTA 524
50 Ala Ile Ser Ala Met Phe Ala Asp Gly Ala Ser Pro Vval 150
55
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by the callus formation technique as described in Exanple 15 A. The
expression of the coat protein of gpoazm2BH7F was detected in a plant
during a Western blot analysis with anti bodi es against the intact strain

| 17F. The coat protein expressed amobunted to approxinmately 0.01 % of the 20
total soluble protein in the |eaves. The transformed plants are

subsequent | gpg! ETIETAT OCAS TAT Seed. GEA TaT GSROGTCr CARIGCRaAAChesB63
transf or redr,ghaval Tye GEniByrnAlaoAlacSepeGlyovalcGlinrMia ABQurelblis a
West er i bl ot which denonstrates the 25 I mmune reacti on bands whi ch have
been detected with antibodi es against CW strain |17F. Fifteen Rl plants
wer e test edAACrAARSFEE PTG TAT n8ARaATTaTCENGEG| ATGORGRI 66Tt RATVi rég.2 The

i nocul ati onAsn BbY§chkeddlew Tye Ashflep §ey Ake| ¥eti Argndlgndspeaf12fage. 30

The sygptons whi ch appear on the subsequently formed | eaves allow the

system c infect] t Gv' S S led. E 'i’t esesf | fteen
pl ant s, ten?ib@r%fgh %ﬁgrgbgg CAE g %ﬁrﬁgggingﬁzog. S. net een
days after B¢ tTon, ﬁe u af f s{<0ne 0Of tﬁ e

transgenic Rl plants showed a great reduction of synptonms and an absence of
nosai C % N CRIRAEAS oM &8s | BPc "GRG ARGSERERIG VESA2RER eTeoRArCl Sgg0 - 25
- BIBLI O APy M Fedpyalntr (&¥80t.en GHEULELI HERBNEL RO
Cooperative Report 3 27-29 ANN G, WATSON B.D., STACHEL S., GORDON M P., EW

N Pt ST cRERd. ok SHd- 2Rk BE IR DR o) 718%)
| nt roduct i of reA@nGiangssi 8hn KegoRyl %ﬁﬁgng 1% WRINg Agqkobac-
teri um® ume gci ens. Proc. Cucurbitaceae. France. Evkﬁ M ™(1984) - Nucleic
Acid Research 12 : 8711-8718. 10 BOUABDALLAH L., BRANCHARD M (1986) - Z

Pfl anzenzui cptucgao6TC PEARDCCERSITEHCRAGKATOISTEACCEATETERSIGEG C788 Acad.
Sci Paris Leu Pro Val : 218

25
CGGGAGCTGAGTIGGCAGTTCTGCTATAAACTGTCTGAAGTCACTAAACGTT = 820
TTTTACGGTGAACGGST TG T CCATCCAGCTTACGGCTAAAATGGTCAGTCET 872

GGAGARATCCACCCCAGCAGATTTACAAATCTCTGAGGCGCCTTTGAAACCA 924

8%  PCTCCTAGETITCTITCGGAAGGACTTCGGTCCETGTACCTCTAGCACAACGT 976

14. Process according to Claim 12, characterized in thatthe gene comprises the followirrg s.equence orafrag-
40 ment of this sequence which is capable of imparting resistance to cucumber mosaic virus:
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307, Serie Ill : 777-780. BROADBENT L. (1976) - Ann. Rev. Phytopathol. 14 :
75. 15 CADE R M, VWEHNER T.C., BePdif3d1348988) - Cucurbit Gen- etics
Cooperative Report 11 : 3-4. CHEE P.P., TRICOLI D.M (1988) - Plant Cell
Reports 7 : 274-277. CHLTON MD., TEPPER D.A., PETIT A, DAVID C., CASSE
20 DELBART F., TEMPE J. (1982) - Nature 295 : 432-434. COSTA A S., IVULLER
G W (1980) AGAGXGTGIETGTERtGT O TCICr 2O oTeaSabATTtA S KGN E§\$Kl

FANG RgX., CHUA N.H. ET TUMER N.E. (1988) - Biotechnology 6 : 549-557.
DAVID C., @ LATH GAD. AAN FIC2E GAA (TCRAACE RGRteChnebPURG25AAc2 @ 78g76.
26 - DEAK NMeR AsBQ{s Ceat “1itH SEXPBhE. Sex(ADA 181y ALP§NARSHC Bot gny 25
195-211. DE BOTH M T..3., BEN TAHAR S. (1989) - Proc. Inter. Eucarpia

Congr ess OICTRRZGA CORCHUICHE @6T CFTaGETSTes Eopedion sew dork : 1Bgenum
Press (¢ n gagdhcg DFpderg W=D ATg (ABQ0E1¢cSes TasgsSer Avacpest ropgeation
to plant protopl asts_ and ti ssues. Thesis University of London. DEGREEF W,
DELON R, BGE &G FCS |1 GaANS AAC (XTTERGANGTO TTC. TCSO98RE €ABi ot gghnol ogy
7 © 61-64. &yw&#-’rzl\iw @é@Em Whe 1389) Val FLent S&e| C1ReGhat S 738

626- 627. FERNQNK H. (1967) Phyt opat hol ogy 57 : 1347. FRALEY R T., ROCGERS
S.G, MRSGIRES EFof M Ag G TPAl GRAJGSTFGSK CGT CERFMANOE. .
SANDERS  ( &#8%) svmmmwg Thy2bescila FRDARILR Xrg REBERS £1G ,

HORSCH R B.. (1986 netlctransformatmn i n higher plants. CRC Criti cal
Rev. Pl ant s”!é DERA GES AGTAGEMCCSE TGDI R 245
SHEERMAN ®. V8d953y Sema€lucAz90Cys 1606363,

HDAKA S U 5 Krw JAKANAM Y., KUBO'S., M LRA
N (1985).&:3 J’\fé‘* e@c %ﬂ % A&er-&: C CTA AAG CCA  2B4

-4 ne ""h: Leu Lys Pzo 77

Sodbes

CZA AMA ATA GAZ CGT GSS TCT TAT TAC GST AAA AGS T0C 323
% Pro Lys Ile As. Arg Gly Ser Tyr Tyc Gly Lys Arg Leu 90
TTA CTA CCT GAZ TCA GIC ACG GAA TAT GAT AAG AAG CTT 362
Leu Leu Prp Asp Ser Val Thr Giu Tyr Asp Lys Lys Leu 103
. _
- GIT TCG CGC ATT CAA ATT CGA GIT AAT CCT TG CCG AMAL 401
N Val Ser Arg Ile Gia Ile ATy Val Asn P=c Leu Pro Lys 116

TTT GAT TCT ACC GG TGS GTG ACA GIC CST AAA GIT CCT 440
35 Phe Asp Ser Ths Val T:-p Val Thr val Arg Lys Val Pro 129

CC TCC TCG GAC TTA TCC GTIT GCC GSC ATC TCT G== A 9
Ala Ser Ser Asp ieu Ser Val Ala Ala Ile Ser Ala M:g ::i

T=C GCG GAC GGA GCC TCA CCG GTA CTG GIT TAT CAC
" py 1
Phe Ala Asp Gly Ala Ser Prp Val lLeu Vval Tyr Gln gﬁ ?52

GCC GCA TCZ GGA GIC CAA GCC AAC AAC AAA CTG TTG TAT
Ala Ala Ser Gily Val Gln Ala Asn Asn Lys Leu Leu Tyz fg.ﬂ,

45
GAT CIT TCG &CG ATG CGC GC T ATA GGT GAC ATG AGA 596
Asp Leu Sc.m‘!etmuaupne Gly Asp Met Az 181
50
556
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171. 25 HOEKEMA A., HUI SMAN M J., MOLENDI JK L., VAN DE ELZEN P.J. M,
CORNELI SSEN B. J. C. (1989) - Bi ot echrosmgyzdt: 273-278. HORSCH R B., FRY
J.E., HOFFMAN N.L., WALLROTH M, - 27 - EICHBOLTZ D.Z., ROGERS S.G
(1985) - Science 227 : 1229- 1231. JEFFERSON R A., KAVANAGH T.A., BEVAN
M W (19875‘{6 %Oﬁélr% 6 : éaé)léggo;as JELASKA S. (1972) - Planta
(Berl.) 10%A . ASIA GXG (TATATCA RARSGAC. GRTAIGCE QAL 63%7- 261.
KATHAL R, IgAfveAalis Vol I N Ter TSet1098) Asp) AsRl Adla Rasi 0119426
59-62. KATEA" R . BHATNAGAR S.P._. BBQIWANI S.T. (1988) - Plant 10  Cell
Report 7 & . @%&J GAT GUDVGAS 10 GAGVICGAC GE¥¥R T.
(1984) - P8 F8T sy, Cly; Leu Fpd Loy iy Yal asRp QleSGliPRis FRIOKEN J.
(1980) - Euphytica 29 : 661-672. 15 KIMS. G, CHANG J.R, CHA H.C., LEE
K. W (1988)caa RIGDATE!dedlixes erer 96GACE G el &ra Ghe’ wetiint! %ﬁSCH
L

R, ROCERS Gin X#®8e -pyyrhRcSer PEAYt VY Led P3P vadb7-486. LAS MW,
PETERSON P., YODER, J.l., (1989) Plant. 20 Mdlec. Rep. 7, 116-128.  LESHEM

B., SHALEY GraCCAGRNIt e chittBA T ClOT e IS saane et TG ioeT oy MEKAY
WA., NG T.J., HAMMERSCHLAG F. A. (1988) - Cucurbit Cenetics dooper ative
report 11 TEEXZAANIGTINSASICACTANA RIS TRRcA bcae S e Z.

Pf anzenphysi o- |ogie 111 : 273-276. - 28 - MANIATIS T., FRI TSCI—?E F. ET
SAMBROK J ATCRNGOTTACGESTAAAATGETCAGTCGTGEAGAAMTCOACGSCAGTAGAT 871

0 TTACAAATCTCIGAGGCGCCTTTGAAACCATCTCCTAGSTTTCITCGGAAGS 923

(N ACTTCGS T CES TG TACC e T AGCACAAC L TGS TAGTTICAGGE TACSSITES 575
CCCCCoACT T COTGSEGGCCTCEAAAAGSAG 1007
25

16. Cell culture medium suitable for the development of shoot buds into plantiets in the course of the regen-
eration of a plant, characterized In that it contains, as macro-elements:

30

U KH,PO, approximately 50 to approximately 100 mg 1!
MgS0, . 7H,0 " 75 to " 300 n
CaCl,.2H,0 n 1000 to " 2500 »
3 KNoO, " 750 to " 1200 =
NH,NO, " 150 to " 200 "

16. Cell culture medium according to Claim 15, characterized in that it contains, as macroelements,
40 KH,PO, 85mg I
MgSO,7H.0 185mgH
CaCl,,2H,O0 1720 mg H

KNO3 950 mg -1
NH4NO; 165 mg I
45
17. Cell culture medium according to Claim 15, characterized in that it has the following compaosition:
50
55
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ular cloning a | aboratory manual. MARCHOUX G. - These de Docteur es Science
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phyt ochem i ¥@MoQoi2H,0"  Ed. : Sei kel and Runeckels. Appl et ¢h25

cent ur ygcrof teciesm,or k. TUMER N.E., O CONNEL K. M NELSON R.gS.925SANDERS
P.R, BEACY B Vo .fé%LEY RT., SHAH D.M (1987) - Enbo J. 6:

) eS0;. 27.85

Na,EDTA 37.25
Nicotinic acid 0.50
*  Thiamine-BC1 0.10
Pyridoxine-HCl 0.50
Glycine 2.0
30 Myo-inositol 100
/ Sucrose 10,000
5 Gelrite 4,000
pH 5.6

18. Shoot bud induction medium composed of a plant cell culture medium which comprises all the mineral
salts and the vitamins normally required for inducing shoot buds from non-genetically transformed ex-
40 plants and containing, amongst its mineral salts, calcium chioride, and bacto- agar or agar-agar, charac-
terized in that the CaCl, content of this medium is 1000 to 2200 mg I-1 calculated as CaCl,.H,0, and the
bacto-agar or agar-agar content is 0.8 to 1.2%, said medium being supplemented with 0.3 to 2.0 mg I-1

of BAP and 0 to 1.3 mg I-1 of l1AA.

45 19, Shoot bud induction medium according to Claims 18, supplemented with 0.3 to 1.13 mg I of BAP, more
particularly 0.85 mg I, said BAP being the only plant hormone present.

20. Culture medium according to Claim 18, charac- terized in that the vitamins present in the induction medium
are the vitamins of 'Staba’ (1969).

21. Bud induction medium according to Claim 18, characterized in that the calcium content is from approxi-
mately 1750 to approximately 2200 mg 1.

22. Bud induction medium according to Claim 20, characterized in that it has the following composition :
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10 1181-1188. VAECK M, REYNAERTS A., HOFTE H., JANSENS S., DE BEUCKELEER
M, DEAN C., ZABEAU M, VAN MONTAGEP b1z 1#BVANS J. (1987) - Nature 328 :
33-37. VANDUN CMP., BOL J.F. (1988) - Virology 167 : 649-652. 15
WEHNER T.C., LOCY R D. (1981) - HortScience 16 : 759-760. VAN RAAVSDONK
L.WD. (198HE-meBimghyta 6 : 231-232. 30 PATENT CLAI MS I1 | IF>rocess
for the p nsgeni c, typi ally normal plantlets
starting frgﬁgggkggﬁgg?P rahsf or med gggﬁgdﬁg said plantlets belonging to
the 5 species Cucums neNEJEhd cont ai k5@ at | east one gene which has
been introduced through cAgloQQQberluggéynefa0|ens characterized by the
follow ng steps: i) |nduct#'g of enetlcal y transforned shoot buds
starting fromcotyl edons o © nel i ch have 10 germnated for O
to 4 days and, after this FEBQd, have E#EM brought into contact with A
t umef aci ensy, tﬁﬁm nducti ongpej ’E arried out on an induction nedium for
genetically irans or ned shoot u whi ch conprises all of the mneral salts
and vit anmi nS+REP FP?“FEqu??e%Pf!ﬁ the 15 induction of shoot buds
starting frvitamimiically ae&batransforned expl ants and cont ai ni ng, anongst
the mid gr LiSos ?gg OX|§@6 440 to approximately 2200 ng [err] of
caIC|un1chI I de ca at e %]2 2H20 and approxi- mately 0.8 to
appr oxi mat e?‘}°{°2% of bact B@grldr agar- 20 agar, said induction nmedi um
bei ng suppl Rg@piLgawi t h apprgi mately 0.3 to approximately 1.13 ny
[err] ,pf qwggnzylan1nopur§r¥% BAP) and approximately 0 to _
ppr oxi mat e 1.3 ng [err]®% ndol eacetic acid (I1AA); ii) culturing the
ulting gﬁﬁktlcally trarlsfi® med shoot 25 buds in two successive stages,
the first of these culture stages taking place on a plant cell culture
medi um coreEsaiGehdligaligtrahyforited Btiodt badvhicH Béléhg RARE pdids Slduyhis nfdidaRdWinidh@an BEloBEiRey | Ne
(BAP), 2mnd t lirthé ecoumaof thé prodess abbordily th Sny®as 6fi0RImeB YL 1Mhen the shoot buds have

reached a |l ength of at |east
24. Genetically transformed cotyledons which belong to the species Cucumis melo and which can be obtained

In the course of the process according to any one of Claims 8 to 14.

25. Transgenic, phenotypically normal plantiets which belong to the species Cucumis melo and which can
-'\/ be obtained according to any one of Claims 1 to 0.

26. Transgenic, phenotypically normal plants which belong to the species Cucumis melo and which can be
obtained according to Claim 11.

5 27, Transgenic, phenotypically normal melons which can be produced according to Claim 11, characterized
in that they express the coat protein of cucumber mosaic virus.

28. Seed of transgenic plants according to Claim 28.

40
Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von einen normalen Phenotyp aufweisenden transgenen Keimlingen von ge-

netisch transformierten Explantaten, wobei die Keimlinge zur Art Cucumis melo gehéren und mindestens

S ein mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens eingefiihrtes Gen enthalten, gekennzeichnet durch die fol-

genden Schritte:
i) Induktion von genetisch transformierten Knospen von Cotyledonen von Cucumis melo, die 0 bis 4
‘Tage gekeimt haben und nach diesem Zeitraum mit A. tumefaciens in Kontakt gebracht wurden, wobei
die Induktion in einem Induktionsmedium fir genetisch transformierte Knospen erfolgt, welches alle
50 die Mineralsalzen und Vitaminen enthélt, die normalerweise zur Induktion von von genetisch nicht
transformierten Explantaten stammenden Knospen erforderlich ist und welches unter den Mineralsal-
zen etwa 440 bis etwa 2200. mg/l Calciumchlorid, berechnet als CaCl,-2H,0, und etwa 0,8 bis etwa
1,2 % Bacto-Agar oder Agar-Agar enthélt, wobei zu dem Induktionsmedium etwa 0,3 bis etwa 1,13 mg/|
6-Benzylaminopurin (BAP) und etwa 0 bis etwa 1,3 mg/l Indol-3-essigs&ure (AIA) hinzugefiigt wurde;
85 if) ZGchtung der so erhaltenen genetisch transformierten Knospen in zwei aufeinanderfolgenden Schrit-
ten, wobei der erste dieser Zlichtungsschritte in einem Kulturmedium fiir Pflanzenzellen stattfindet, das
ein Cytokinin und insbesondere 8-Benzylaminopurin (BAP) enthilt, und der zweite Ziichtungsschritt,
der dann stattfindet, wenn die Knospen mindestens etwa 3 mm H®&he erreicht haben, in einem Kul-
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30 approximately 3 nm taking place on a plant cell culture nedium
contal ning, as nacroel enents, [errEpapeozBmately 50 to approximately 100

ng [err] MgSO4 75 to 300 [err]
500 to turmedium fﬁrﬁ%e%ﬂen stattfmdet!%ls Macroelemente enthiit: 750 to
1200 [err] KH,PO, &é&ﬂus‘%twﬂmmgn 200 2. Process

according to Cugs® 1, chakasudSdiwesboimgnt hat the medium for inducing the
genetical ly trm{z}-rzeed SHOST0 bis etk 2560 hgae nMedi um of Murashi ge and Skoog

(1962), - 31kN@hi ch i setkaToomisetwaaRodhgl t er m MS- nedi um  suppl enented with
0.3 to 1.13 nyNHgNog] of dﬁmsamﬂetMEmyarticul arly, 0.85 ng [err] sai d BAP
being the only plant hornone present. Process according t

Claim1, charVetehsen neeArspruehhh daduph 99'?”["&91"'?“9" B?‘%%aé indulitipnsppgiung des genefisel frans-
i nduct ifon necf?’ﬂ'l'ﬂ tap Knogpop Myraghigeiupd.Skagg (196@)-Mediumist, gaaynter dem Namen M$>Mgdiyra bekannt
according to' ‘%@? atz&??a?r%%ﬁ“?@&‘\? - ipsbegopdere R85 mah. wpbh fas FAP defeinzge Yorbas
appr oxi mat el yeITEEeBoHOn 8, b o oxi mat el y 2200 ng [err] more particul arly

from appr oxi -veffRiré nachtAmBrubiP1, ARRIA eﬁbﬁﬁﬁzﬁﬂc%e@?&?soduﬂ dérf? Infidictichsmedium vdR rKﬂEs%§§

accordi ng tovghaﬁdghe%,v,mag@gv,gﬁﬁn; "SRbd" tsiag@ 1 nduction nediumis the
nedi um®ernmed ' M -nedi umi, which is corrpose as follows: 15 M -nedi um

Macr oel eneht Verfitinihach Anspruch 1, #8ddeeh igekepzeichnef, da’ der Gehalt an CA&GM ptevarPOO bisAPEHD
[err] 370 2200 mgll -nsbesondere etwa 1750[bl§|etv]a 2200 mgll. betrdgt0 Na2EDTA as in M5

M croel ement s in I\/yo i nosi t ol Llerr] 25
Sucr os 5. Verfa R r:[ Aﬁg%qd 9 nnzelchn as Induktionsmedium das l'Medlum I" ge-

%o

nannte ist, m gende! usammensetzung

N\

- m [ 3
N Hauptbestandteile: KNO, 1900 mg/l
NH,NO, 1650
Caclz . 21-120 2200
\/ Na 2 EDTA " idem MS
Spurenelemente idem MS
. Vitamine Staba
Myo-Inositol 100 mg/1
Saccharose 30 g/1
Agar-Agar 0,8 %
40 BAP - 3,75 uM
ABA 1 uM
6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das im zweiten Ziichtungsschritt der transfor-
44 mierten Knospen singesetzte Kulturmedium folgende Macraelemente enthélt:
KH,PO, 85 mg/l
MgSO, 185 mgfl
CaCly-2H,0 1720 mg/l
KNO; 950 ma/l
50 NH,NO, 165 mg/l
7. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daR das Medium das Medium MB6 ist, das nach-
stehende Zusammensetzung aufweist:
55
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BAP 3.75 [err] ABA [err] 6. Process accordi ng

to Claim 1, characterized in 30 Epolsiddigsgul t ure nmedi um ysed in the
second stage of culturing the transforned shoot buds contains, as macro-

el enents: KH2PO4 gS[rrg ][err] [err] 950 [err]
185 35 KH]5% 1720 [err err
165 7. ch‘és according to Caim 2, char act &3 zed M¥/that the nedium
is the §vB6- Ha®se conposition is - 32 1835 showg/l;el ow. ng /I
[err] CacCl, - 2H,0 _ _ 17% [err
185 5 [erigyg, Pr2o K
950 NHANCB 950 165m§¢:1r]
16.9 Ki NH4NO3 _ 165 F 3 10 [err]
6.2 [erfe Mnso, - '
0. 02% [e]rr] 4"H20 16 25 [eg/]l
0.025 15  [drr] 0,83 g/85 Na2EDTA
37.25 N cot HyBoO,aci d 6,2 g 0 Thi am ne- HC
0.10 Pyridoyf F H%o | 8IS d yci ne
2.0 Myd%inoSitoR “*2 8,6100m@pLr ose
10, 000 Gel r P80, * 5H,0 0,024 89P1
NajMoo, - 2H,0 0,25 mg/1l
, CoCly"6Hy0 0,025 mg/1
9 FeSO, ' 7H,0 27,85 mg/1
NazEDTA 37,25 mg/l
) Nicotinsdure 0,50 mg/1
Thi?min-HCI 0,10 mg/1
Pyr:u.ioxin-HCI 0,50 mg/1
Glycin 2,0 mg/1
. so0 Myo-Inositol 100 mg/1
W Saccharose 10 000 mg/l
Gelrit 4 000 mg/1
s PH 5,6

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daR die Cotyledonen durch Trans-
formation von Cotyledonen mit Agrobacterium tumefaciens erhalten werden, die von aus Samen isolierten
Embryonen stammen, wobei die Cotyledonen 0 bis 3 Tage, insbesondere 2 Tage, gekeimt haben.

40
9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daR die Transformation der Cotyledonen durch
Inkontaktbringen von Cotyledonfragmenten mit einer bakteriellen Suspension von A. tumefaciens erfolgt,
wobei A. tumefaciens ein funktionelles Gen enthit, das zum Einbau in die Pflanze bestimmt ist, gefolgt
von einer gleichzeitigen Zichtung der Cotyledonfragmente und der Bakterien fiir etwa 48 Stunden.
45

10. Verfahren nach Anspruch' 9, dadurch gekennzeichnet, daft die bakterielle Suspension eine Bakteriensus-
pension in dem Medium MS ist, und das Medium der gleichzeitigen Zlichtung MS-Medium ist; das mitAgar-

Agar verfestigt wurde.

50 11. Verfahren zur Herstellung von transgenen Pflanzen der Art Cucumis melo mit einem normalen Phenotyp,
dadurch gekennzeichnet, daR die transgenen Keimlinge, die nach einem der Anspriiche 1 bis 10 herge-
stellt werden kdnnen und sekundére Wurzeln aufweisen, in ein Kulturmedium transferiert werden, das
normalerweise zur Entwicklung von nicht genetisch transformierten Pflanzen aus Keim- lingen erforder-

lich ist.

8 42, Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das mit Hilfe von
Agrobacterium tumefaciens in die Pflanze einzufihrende Gen das Gen ist, welches das Capsidprotein des

Gurkenmosaikvirus (CMV) codiert.
-
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pH 5.6 25 8. Process according to any one of Clains 1 to 7,
characterized in that said cotyl edemssrees2Bdt ai ned by transform ng
cotyl edons fromenbryos isolated fromseeds with Agrobacterium tunefaciens,

sai d cotyl &d%ﬁa@&‘ﬁﬁ%n&%dﬁ‘&%&& aten ot el QeTaen BB fofeRid ek cabreln Frag! 2

days. 30 9. qent diese §rrt tl%bmeﬁheuﬁ@ﬁiﬁéﬁuk\ﬁrhé vePdinérkahr?at 't he
transformation o the cot yl edons |s carrl ed out by bringing cotyl edon

fragmengs into contact W|th a bacterial suspension of A tumefaciens, where
A. tumefaciens contains a functional gene intended to be 35 i nt roduced
into the pl m&ﬁﬁﬁmngmﬁ@m%nts Shd the

bacteria over approximately 48 hours. Process accordi ng to Claim9,

characterized in that the bacteri al SI on §r cterl a
33 - n |STRHRACMTACMRECENITS Q@ﬁ wﬁﬁﬁ%@ oh T been
solidified with agar-agar. h&d‘Po ni c,

phenotypically normal pl ants V\/m ch bel ong to the speci es Cucum s rrel o,

characteri Zi&r‘ B gyt t RRBS b C Rt dfgPeadf 0dupsg
according tg qnglgf ﬁw; Eﬁgc §ng SREQNEEyY roggs are
transfe’?redtoacult re ich’is y required for the

devel opnent of non-geneti cal I y transforned plants fromplantlets. 10 12.
Process accepdi agct ecenseeneeaf TCReTRCe G BATC GETTAACCTET aRERr i ZEIB i n t hat
t he gene i nserdatgt Selzc alat Prduses Sert Alal hap AlanAsat Bheukig 33
Agrobacjerium tunefaciens is the gene which encodes the coat protein of
cucunber nosaic virus (CW). 15 13. Process according to Claim12,
ckar act eri z&FC FTGhICGt KAGGEAE ETXPACG QA ETIORATWANG ACGUTBAe 0212

fragment of Viahi ey e G3n\FLBhLey ST dxg ey Msnr LYRgTREsLeRanceA§ o

cucunber nbsai c virus:

% GCA GCT GGT CGT CCA ACT ATT AAC CAC CCA ACC TTT GTA 252
Ala Ala Gly Arg Pro Thr Ile Asn His Pro Thr Phe Val 58

GGG AGT GAA CGC TGT AGA CCT GGG TAC ACG TIC ACA TCT 290
. 30 Gly Ser Glu Arg Cys Arg Pro Gly Tyr Thr Phe Thr Ser 72
\_/u
ATT ACC CTA AAG CCA CCA AAA ATA GAC CGT GGG TCT TAT 329
Ile Thr Leu Lys Pro Pro Lys Ile Asp Arg Gly Ser Tyr 8s
35 .
TAC GGT AAA AGG TIG TTA CTA CCT GAT TCRA GIC ACG GAA J&s
Tyr Gly Lys Arg Leu Lsu Leu Pro Asp Ser Val Thr Glu 98
40 TAT GAT AAG AAG CIT GIT TCG CGC ATT CAA ATT CGA GTT 407
Tyr Asp Lys Lys Leu Val Ser Arg Ile Gln Ile Arg Val 11
AAT CCT TTG CCG AAA TTT GAT TCT ACC GTG TGS GIG ACA 446
45 Asn Pro Lau Pro Lys Phe Asp Ser Thr Val Trp Val Thr 124
GTC CGT AAA GIT CCT GCC TCC TCG GAC TTA TCC GIT GCC 485
® Val Arg Lys Val Pro Ala Ser Ser Asp lLeu Ser Val Ala 137
55
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- 34 - GITATTGTCTACTGACTATATAGAGAGIGITTTGCTGIGITTTCTCTTTT 51
GIGTCGTAGAATTGAGTCGAGTIC ATG GAC -AABRP §@12 91881 TCA ACC 95 Met Asp Lys Ser

du
Ser
CCC
Asp
TTA
GGT
Ile
TTC
ATT
Pro
GAT
Au
Lys
GAT T
Trp
Val

ATG
Ay
CAA CCG,
AAC

Grc
Ser

Asp
CGC

Ser Thr 7 AGT GCT GGT CGT AAC CGT CGA CGT CGI CCG CGT CGT GGT 134
Ala Gy Arg Asn Arg Arg Ar Arg Pro Arg Arg Gy 20 TCCCGCTCCGCC

TCC TCG Ser rAIa
AIaAs er T
Leu er n Leu Le n Lys Leu

CGT CCAACT ATT AAC CACCCAACC TTT GTA 251 Al a Ala Ay Arg Pro Thr
Asn H 1% GTThITAIThCAG/IAT GCO GG TEYT 33 G- OKAI GURA AACT G883 TAC ACG
ACA TClLeu ¥l @¥r Rikn Gyr Ala Qe Ser By Wal TBin Ala Asn Thik6Ser 72
ACC CTA AAG CCA CCA AAA ATA GACCGTGGGTCT TAT 329 Ile Thr Leu Lys

PrdoLys Ile Asp Ary ady Se 85 TAC GGT AAA AGG TTG TTA CTA CCS
TCA GTOAMTAMMLTG TRE % gM@LWMLQQFMWSerG%| Thr
08 AER GYS A48 ey G9T Adn Met ATg AR 238 Tyr Asp

Lys Leu Val Ser Arg Ile Adn lle Arg Val 111 AAT CCT TTG CCG AAA TTT

TS LB E W o

TTCGCGGACGGAGCCTCACCGGTA 524 Ala Ile Ser Ala Mt Phe AIaAsp

Al a Se \@Im c Q’% * m} GGA GIC
CT % T CT‘Iﬁ'I'C?ZI:G% Ag%ﬁi n Lys elr.: LéEB

e e i

AlasLeu Qu Thr Asp GQu Leu Val leu Hs 202 GIT GAC ATC GAG CAC CAA

ATT CCEEETTCCCAGAATCOTCCCTCCGATCTCTGTGS 768
Leu Pro Val T 218
% CEGEAGCTGAGTTGGCAGTTCTGCTATAAACTGTCTGAAGTCACTAAACGTT 820

T TTACGGTGAACGGETTGTCCATCCAGCTITACGECTAAAATCSTCAGTCET 872

35
GGAGAAATCCACGCCAGCAGATTITACAAATCTCTIGAGGCGCCTITTGAAACCA §24
© TCTCCTAGG T I T CT I GG AAGGACT TCRGTCCE TG TACCTICTAGCACAACGET 976
14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daR das Gendie folgénde Sequenz oder ein Frag-
ment dieser Sequenz enthélt, das Reslistenz gegeniiber dem Gurkenmosaikvirus verleihen kann;
45
50
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Yal Asp Ile Qu Hs @n Arg Ile Pro Thr Ser Ay Val 215 CTC CCA GIC
TGATTCCGTGI TCCCAGAATCCTCCCTCCGAT CTER 6412912 868 Leu Pro Val

218 TTTTACGGTGAACGGT TTGTCCATCCAGCTTACGGCTAAAATGGTCAGTCGT 872
GGAGAAAT CCACGCCAGCAGATTTACAATCTCTGAGGCGCCTTGAAACCA 924
TCTCCTAGGTTTCTTCGGAAGACTTCCGT CCGTGTACCCTAGCACAACGT 976
Process according to Claim12,

fol l owigng sReHGAl
i mparting resistance ‘o cucunber

- 36 - 14.
characterized in that the gene conprises the

geRGAITEAGTCEAGAD! §10f

ﬁDsaIC Vi rus:

ACAGAGTTGTGeCRGET BACT Rk [TEETCARCTARAKEEAGIOGAS GaTLCED ARG GAC #9A TCT

GAA TCA ACC Amk

Ala Ay Arg Asn

CccC

1

sCSdzAAlu Ser ThBBaei1ASBlyY
CGT CGA CGT CGI CCG CGT CGT

sed U Seg2Thr Ser
TCC CGC TCC GCC

128 fmer cGN TGY €GTPCOGACGTACGIO GRS TrAcEoSaccAGesPoge  1281C TCC
GCG GAT GT T AN ATECP 0 TAZECAT T @YY \Qer Argy/ Se8er AJar PAen AspsAl a Asn
Phe Arg Val Leu Andn 3B CTT TCG CCG CTT CTT AAT AAG ACG TTA

GCA GC GGReEChRaeCAcs ZAT 5o MC TS AGA [622 IPTe TC3REAG 15

cul ture nedgesmgapAlae Kap dbuchsn Phe ey VildLeu SexniGla IGlns | nI8he

course™f the regeneration of a plant,
as Macro- &izeeygss CGR CIeAAYT umm TPTR | GCN ETT GEWIOeignN el 206100 ny

characterized in that

18%! |

It contains,

[err] [erriLeu Sez Arg Leuw/AshoLys Thr 'Leu Ala XX Gy Wrg P=o 51 1000
to 2500 [err] 750 to 1200
» ACT ATT AAC QAC CCQA ACC ITIT GTA GGS AGT GAA CGC TGT 245
Y The Ile Asn Ris P=o Thr Phe Val Giy Ser Glu Axg Cys 64
AGA CCT GGG TAC ACG TTIC ACA TCT AIT ACC CTA AMNG CC\ 28B4,
Arg Pze Gly Tys Thr Phe Thr Ser Ils Thr Leu Lys Pro 77
25
CCA AAA ATA GAC CGT GGG TCT TAT TAC GGT AAA AGGE TG 323,
Pro Lys Ile As. Arg Gly Ser Tyr Tyr Gly Lys Arg Leun 90;
TTA CTA CCT GAT TCA GIC ACG TAT GAT AAG AAG CTT 362
,, % Teu Leu Pro Asp Ser Val Thr Glu Tyr Asp Lys Lys Lez 103
U .
GIT TCG CGC AIT CAA AIT CGA GIT AMT CCT TTG CCGC AAA 401
Val Sexr Arg Ile Gin Ile Arg Val Asn Pzo Leu Pro Lys 116
%  TTT GAT TCT ACC GIG TGS GTG ACA GIC CGT AAA GIT CC 440
Phe Asp Ser Thr Val Tz Val Thz Val Arg Lys Val Pzo 129
GCC TCC TCG GAC TTA TCC GIT GCC GSC ATC TCY GO 'ATGC 479
o Ma Ser Sec Asp Leu Ser Val Ala Ala Ile Sexr Ala Met 142
TZC GCG GAC GGA GCC TCA CCG GTA C2G GIT TAT CAG TAT S18
Phe Ala Asp Gly Ala Ser Pro Val Leu Val Tyr Gln Tyr 155
p 'Gccmmcsacrcmcccucucmc:smnr 5387
Ala Ala Ser Giy Val Gln Ala Asn Asn Lys Len Leu Tyr 168
GAT CIT TCG GSG ATG CGC GCT GAT ATA GST GAC ATG AGY 598
Asp Leu Sexr Ala Met Arg Ala Asp Ile Gly Asp Met Axs 181
¥ AAG TAC GCC GIC CTC GIG TAT TCA AAA GAC GAT GCG CTA 635
Lys Tyc Ala Val Leu Val Tyr Ser Lys Asp Asp Ala Leu 194
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Lerr] " 150 to 200 10 16. Cell culture
medi um according to Caim 15, EghessseBized in that it contains, as

macroel ements, [err] 85 ng [err] [err] 185
[err] 1720 15 [err] 950 [err)\

165 17. Im_ 15, characterized
in that 'tgﬁﬁﬁiﬁﬁﬁﬁo& G CAC 674

85 [errd QG? [elu Eis 207

1720 [err] 950 NHANGS

165 25 [ €¢Ad CGC ATT CCC ACG TCT GGA GIG CIC CoA GIC TRATxdux ri7is
0.83 [err] Gia Arg Ile Pro Thr Ser Gly Val Laeu Pro Val 6.2 [err] 218

8.6 [err] 0. 025 30 [err]

0.25 [ger] GToCCCAGAATCOTCCCTCCGA SCoSaAGCTEAE S CdE e 7

27.85 Na2EDTA 37.25 Nicotinic
aci d TGecA ) CT2 v witw v Vv, Jp airieteyio 819

0.10 Pyri doxi ne- HC 0.50 dyclne

2.0 Myo- i nOMFHAGETTACGSCTAAMATCSTCAGTCETEEAGAATCCACEESTACEE 871
10,000 -39 - Gelrite 4,000 pH 5.6

18. ShmM' s Nroopne Suteser® Te fzj’ﬂam um

whi ch conprises all the m neral salts 5 and t he V|tan1ns nérnally

required f RCIICEGICEGEETRCCTCTAGCACAACSTGTTAGITICAGEGIACSGSTGS 978

: AT TICGIGTGou- CAAAAGSAG
\/. Ccc C’. - o - & -m 1 007
15. Zellkulturmedium, das zur Entwickiung von Knospen zu Keimlingen im Verlauf der Regeneration einer
25 Pflanze geeignet ist, dadurch gekennzeichnet, daB es folgende Macroelemente enthélt:
KH,PO, etwa 50 bis etwa 100 mg/l
Mgso, - 7TH,0 etwa 75 bis etwa 300 mg/l
U % CaCl, 2H,0 etwa 1000 bis etwa 2500 mg/l
KNO4 etwa 750 bis etwa 1200 mg/1l
NH,/NO, etwa 150 bis etwa 200 mg/l.
35

16. Zellkulturmedium nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB es folgende Macroelemente enthéilt:
KH,PO, 85 mgfl
MgSO,.7H,O0 185 mgll
CaCl,:2H,0 1720 mgi
40 KNQO3 950 mg/t
NH,NO; 165 mg/l

17. Zellkulturmedium nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB es folgende Zusammensetzung hat:

A



buds starting from non-genetically transformed explants and contai ni ng,
anongst its mneral salts, cal ciuneebd4txaid8s and bact o-agar or agar-agar,
characterized in that the [err] content of this mediumis 1000 to 2200 ny
10 1-1 calculated as [err] and the bacto-agar or aga agar content is 0.8
to 1.2% said n¥H®@4bei ng suppl enented with 0.3 to 2 B??? of BAP and

0to 1.3 ny [erugwc 1y Shoot bud |nduct|onssed| unmg¢lordi ng to
Claimilg, 15 IemigedvvlthOSto113rrg[err1 fBAPg re par-
ticularly 0.85 ai d BAP being the only pl ant or none ggesent

Cul ture medi um rd| ng to Caim18, charac- terize&85Pn tha®9fRe vi tam ns
present in the o Wl on 20 medi um are the vitam nggsf ' Stagal (1969).
21. Shoot bud 4 nducti on medi um accor di ng to Claim 18 chargcterized in
that the cal ci uMnSSy'EyO is from approxi mately 1750 t &%aBpr o?ﬁzitel y 2200

ng [err] 22. gIShoot bud i nduction nmedi um accordi ng bos@l amgy20, 25

characterized i at it is conposed is as follows: d| u
Macr oel ement s: 3 1900 ng [err] NHANG3 GSOEFérr] 2200
30 Znso,{em (¢ 370 KH2PO4 170 [er 18].6 ng/las in M5
M cr oel®nent s "E:'*uéd’ tam ns Staba 35 Mo-ign@sist glyy1 100 g
[err] Sucrose 4 N erd| Agar-agar 0. 8% BAP é 75 [err]
ABA 2H,0 40 - 23. Genetically t BadSf oF“ﬁé& shoot buds
whi ch bel ong toc:&m;ragcﬁs Cucum s nmel o and which canohe28sbwagi/aed in
2 FeS0,-7H,0 27,85 mng/l
~ Na,EDTA 37,25 mg/l
Nicotinsdure ' 0,50 mnmg/l
25 Thiamin-HC1 0,10 mg/l
Pyridoxin-HCl _ 0,50 mg/l
Glycin 2,0 mg/l
% Myo-Inositol 100 mg/l
k/ Saccharose : 10 000 mg/l
Gelrit 4 000 ng/l

pH 5,6

18. Induktionsmedium fiir Knospen, zusammengesetzt aus einem Pflanzenzellkulturmedium, das alle die aus
Mineralsalzen und Vitaminen enthélt, die normalerweise zur Induktion von Knospen von nicht genetisch
transformierten Explantaten erforderlich ist, und unter diesen Mineralsalzen Calciumchiorid und Bacto-
Agar oder Agar-Agar enthélt, dadurch gekennzeichnet, daR der Gehalt des Mediums an Calciumchiorid

40 1000 bis 2200 mg/l ist, berechnet als CaCl,-2H,0, und an Bacto-Agar oder Agar-Agar 0,8 bis 1,2 % ist,
wobei dem Medium 0,3 bis 2,0 mg/l BAP und 0 bis 1,3 mg/l AIA zugefiigt wurden.

19. Induktionsmedium fiir Knospen nach Anspruch 18, mit dem Zusatz von 0,3 bis 1,13 mg/l BAP, insbeson-
dere 0,85 mg/l, wobei das BAP das einzige vorhandene Pflanzenhor- mon ist.
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20. Kulturmedium nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die in dem Induktionsmedium vorhande-
nen Vitamine die Vitamine von "Staba" (1969) sind.
21. Induktionsmedium fiir Knospen nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daR der Gehalt an Calcium
50 etwa 1750 bis etwa 2200 mg/l betrégt.

22. Induktionsmedium fir Knospen nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB es die folgende Zusam-
mensetzung hat:
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t.he course of the process according to any one of Clainms 8 to 14. 5 24.
Cenetically transfornmed cotyl edons Erioidedwiadiong to the species Cucum s nelo
and which can be obtained in the course of the process according to any one

of Clainms 8 to 14. 25. Transgeni ¢, phenotypically normal plantlets
which 10 RelborMedime speci es Cucunmis mel o and which can be obtai ned
accordi ng t oy gv\% Eg%g{, & ainms 1,10, 26. Tr am®@eni mg/Ahenot ypi cal |y
normal gl ants I'C ong to the ci es Cucum s g? and whi ch can be
obt ai ned according to Caim 11. 4 Tr ans i c, phenotypically
normal nel ons which can be producnxt]afmrim ng to Cl2R0& 11, characterized in
that they express the coat prOte'ﬁ][ﬁH Wrber m)sa|3@,0w rus. 28. Seed
of transgenic plants according t
10 KH2P°4
Na,EDTA idem MS
Spurenelemente idem MS
p Vitamine Staba
Myo-Inositol 100 mg/l
Saccharose 30 g/l
Agar-Agar 0,8 %
_, 2 BAP 3,75 uM
~ AZA 1 kM

25 23. Genetisch transformierte Knopsen, die zur Art Cucumis melo gehoren und gemiR dem Verféhren nach
einem der Anspriiche 8 bis 14 erhalten werden kdnnen.

24. Genetisch transformierte Cotyledonen, die zur Art Cucumis melo gehren und geméR dem Verfahren
nach einem der Anspriiche 8 bis 14 erhalten werden kdnnen.

K./ 25. Transgene Keimlinge der Art Cucumis melo mit einem normalen Phenotyp, die gemé&R einem derAnsprii-
che 1 bis 10 erhalten werden kdnnen.
26. Transgene Pflanzen der Art Cucumis melo mit einem normalen Phenotyp, die nach Anspruch 11 erhalten
werden kénnen.
85
27. Transgene Melonen, die nach Anspruch 11 erhalten werden kénnen, mit einem normalen Phenotyp, da-
durch gekennzeichnet, daB sie das Capsidprotein des Gurkenmosaikvirus exprimieren.
28. Samen von fransgenen Pflanzen nach Anspruch 26.
40
45
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