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KIVONAT

A taldlmény targya eljaras tachyplesin-re érzékeny névényi
patogén mikroorganizmusok pusztitasara és szaporodasanak inhi-
bitalisdra. A taladlminy szerinti eljarast Ggy végzik, hogy a
patogén mikroorganizmusok kdrnyezetébe antimikrobidlis mennyi-
ségll tachyplesin-t juttatnak be.

A talalmény szerinti megold&sndl a névény genomjéba
tachyplesin-t ké6doldé szekvenciat illesztenek a transzkripcids
inicidtor é&s promoter szekvenciat tekintve megfeleld leolvasési
keretben, amely mik&dése sordn a ndévényben a tachyplesin-t
kdédold szekvencia expresszalisat idézi eld, midltal az alta-
laban patogénnel fertdzott névény szdveteiben antimikrobiidlis

mennyiségl tachyplesin képzddik.
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A taladlmany targya névényekre karos gombdk és egyéb mikro-
organizmusok pusztatidsira alkalmas anyagok, és eljaréas
noévények rezisztencidjanak fokozaséara.

A talalmany targya tovabbad eljaras tachyplesin-re érzékeny
ndvényi patogén mikroorganizmusok elpusztitdsédra és
szaporoddasuk inhibit&léaséara.

A taldlmany szerinti eljarast Ggy végezziik, hogy a patogén
mikroorganizmus kdrnyezetébe antimikrobidlis mennyiségd
tachyplesin-t juttatunk.

A mezdgazdasdgban komoly karokat okoznak a gomb&k é&s bak-
tériumok. Ezek elleni védekezésre anti-mikrobidlis haté&sG szer-
ves vegylileteket, valamint részben szerves vegyszereket hasz-
ndlnak. Ennek a megoldasnak szamos hatranya van. Gjabb megoldas
szerint a mikroorganizmusok elleni védekezésre olyan mikroorga-
nizmusokat haszndlnak, amelyek bioldégiai Gton fejtik ki hatéa-
sukat, és amelyek a nemkivanatos mikroorganizmusok tekintetében
természetes vetélytarsat képeznek. E mbébdszer hatranya, hogy nen
konnyd feladat nagy feliiletekre felvinni ezeket a biolégiai
véddhatast biztositd mikroorganizmusokat, és még nehezebb fel-
adat azt elérni, hogy ezek az €18 mikroorganizmusok hosszabb
iddn keresztill megmaradjanak a kezelt teriileten. LegGjabban a
rekombindns DNA technika alkalmazésa 0Gj lehetdségeket nyitott
meg; eszerint a névényi sejtekbe olyan klénozott géneket visz-
nek be, amelyek antimikrobidlis hat&sG vegylileteket expresszil-
nak. Azonban, ez a technolégia olyan aggodalmakat keltett, hogy
ez a mbédszer a kdérokozdk rezisztencidjat idézi eld a természet-

ben eldfordulé antimikrobidlis tényezdkkel szemben, kiildénésen



azon a teriileteken meriil fel ez a probléma, ahol a kivalasztéas
jelentds szerepet jatszik. Igy valtozatlanul fenndll annak
szllkségessége, hogy azonositsuk azokat a természetben eldfor-
dulé antimikrobidlis hat&si vegylileteket, amelyeket a névényi
sejtek valamely strukturdlis gén leforditésédval kézvetleniil
képeznek.

A 204 590 szAmd eurdpai szabadalmi bejelentés (amely a
725 368 sz&ml amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi
bejelentésre alapitva lett benydjtva), olyan médszert ismertet,
amely egy novényi sejtet genetikailag mdédosit, és ennek révén
szabalyozza az idegen szerkezetli gének expresszilasat. E |
médszerrel a novényi sejtet oly mdédon alakitjdk &t, hogy abban
egy pRi T-DNA promotert és egy idegen strukturdlis gént visznek
be, ahol a promoter é&s a strukturdlis gén egymdshoz olyan hely-
zetben is orientacidéban van, hogy a promoter irdnyit&sa alatt a
strukturdalis gén expresszaldédjon.

Hasonldképpen a 186 425 szami eurdpai szabadalmi leirés
(amelyet a 685 824 sza&mG amerikai egyesiilt &4llamokbeli szaba-
dalmi leirésra alapitva nyaGjtottak be) olyan rekombin&ns DNA
expresszibés vektort ir le, amelyben (a) egy transzkripciés
egység van, amelyhez egy T-DNA hatar szekvencia kapcsolédik, ez
utdébbiban egy promoter és ehhez kapcsoldéddéan a szekvenciédk
k6édolasara alkalmas amino termindlis régidé és egy termindtor
jelszekvencia kétddik? ez utdbbiban a szekvencidk a névényi
sejtben természetesen expresszalt géntdl vagy génektdl szarmaz-
nak, tovabba (b) egy antibiotikus rezisztencia gén-k6dold szek-

vencia van a promoter é&s az ehhez kapcsol6dé amino-termindlis



régiét kédold szekvencia, valamint a termindtor szekvencia
k6zo6tt elhelyezkedve, tovabba (c) egy DNA fragmentum van, amely
az Agrobacteriumté6l szarmazik és ebben fejti ki mUkddését.

A 8807087 sz&mG PCT bejelentés (amely a 168 109 szami ame-
rikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi bejelentésre alapitva
lett benyGjtva) olyan rekombindns virus expresszids rendszert
ismertet, amely egy Heliothis polyhedrin promotert és egy
nukleotid szekvenciat kédoldé heteroldg peptidet vagy fehérjét
tartalmaz, amely rendszernek feltehet&en antimikrobi&lis hatésa
van.

Akaji, K. é&s munkatarsai [Chem. Pharm. Bull. (Tokyo)
37(10) :2661-2664 (1989)] a kardfarka tarisznyardkbél (Limulus
poliphenus) kinyert harom peptid szintézisét irja le, ezek
k6zott szerepel a tachyplesin I és II.

Kawani, K. és munkatarsai [J. Biol. Chem. 265(26):15365-
15367 (1990) a tachyplesin I elkiildnitését irja le. Az elkii~-
16nitést a kardfarkd tarisznyardk hemocitdibdél végzik; ugyanitt
ismertetik a tachyplesin I szerkezetének meghatarozéasat.

Miyata, T. és munkat&rsai [J. Biochem (Tokyo) 106(4): 663~
669 ismertetik a tachyplesin II elkiilénitését kardfarka tarisz-
nyardkbél kiindulva, ugyanitt ismertetik a tachyplesin II szer-
kezetének és bioldégiai hatédsanak tisztazasat.

Muta, T. é&s munkatadrsai [J. Biochem. (Tokyo) 108(2):261~
266 (1990)] a tachyplesin III elkiildnitését és e vegylilet
prekurzorjanak elddllitasa&ndl hasznilhatdé intermedier
eld4allitasat ismertetik.

Nakamura, T. &s munkatarsai [J. Biol. Chem. 263
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(32):16709-16713 (1988)] a tachyplesin elkiilénitését és kémiai
szerkezetét ismertetik.

Niwa, M. é&s munkatarsai, [First Scientific Meeting of the
Japanese Association for Developmental and Comparative
Immunology (Jadci), Tokyo, Japan, November (14(2):2-3 (1990)] a
tachyplesin izopeptidek antimikrobidlis hatasédval foglalkoznak.

Shieh, T.C. és munkatidrsai [FEBS (Fed. Eur. Biochem. Soc.)
Lett., 252(1-2):121-124 (1989)] a tachyplesin I szintézisét és
tulajdonsagait ismertetik.

Shigenata T. é&s munkatirsai [J. Biol. Chem. 265
(34):21350-21354 (1990)] a tachyplesin prekurzor ppetidjében
1év3 cDNA klénoz&séat, valamint e peptidnek a kardfarka
tarisznyardkban toérténd celluldris lokalizdciéjat ismerteti.

A 02207098 szami japan kozzétett szabadalmi bejelentés
(Taiyo Fishery KK) olyan kompoziciét ismertet, amely nagy
specifikussigot mutat a S8-gluk&nnal szemben. Ez a készitmény
Lumulina-t61 szarmazdé amoebocita sejtbomlas terméket, tovabba
vérsejt membran proteineket, ideértve a tachyplesin I-t és II-
t, tartalmaz.

A 0 22 04500 szamG japan kdzrebocsatott szabadalmi leiras
[szintén Taiyo Fishery KK bejelentése] a pirogéneknek folya-
dékokbbl torténd eltavolitdsara alkalmas oldhatatlan vivd-
anyagot ismertet. Ezt oly médon &l1litjak eld, hogy tachyplesin
I és II-ként azonositott rak peptideket vizben oldhatatlan
vivB@anyaghoz kétnek.

A technika &4l14sat fenti kdzleményekkel mutattuk be.

A talalmadny megalkotdsa soran azt talaltuk, hogy a



tachyplesin peptid jelentds antimikrobidlis hatast mutat a
kdzdnséges ndvényi kartevdkkel szemben. A tachyplesin egy
kisméretd peptid, amit eredetileg a kardfarkG tarisznyarék
(Tachypleus tridentatus) hemocit&ibél &llitottunk eld. A peptid
17 aminosavbdl 411, ebbdl 6 cisztein. Japén kutatdék kimutattak,
hogy a peptid hatasos Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok-
kal, tovabb& Candida albicans-szal szemben. A tachyplesin szer-
kezete egy antiparallel (ellenkezd iranyitéasi) B-lapbél 4ll,
amely egy B-fordulattal van Ssszekdtve. A lap egyik oldalan &6t
nagyméretd hidroféb oldallancot lehetett lokaliz&lni, a mole-
kula hatsdé részén hat kationos oldallanc van elosztva. Harom
izopeptid ismeretes, ezeket tachyplesin I, II és III-mal
jeldljilk. A peptid eldfordulhat egyenes lanc alakjéban, ezt a
példiakban "nyers" formaként emlitjiik, de a peptid megjelenhet
oly médon is, hogy a molekuldban a szemben 1évd cisztein cso-
portok k&zott diszulfid hidak képzddnek, a példakban ezt
"oxid4lt" alaknak nevezziik. A technika &ll&s&ban ismertetett
vegyillletnél a karboxil termindlisnal egy amid&lt arginin-cso-
port talalhaté, ezzel szemben a példdinkban alkalmazott vegyii-
letben a karboxi-termindlis arginin-csoportnal egy karboxil-
csoport taldlhatdé. A taldlmany szerinti megoldasnal barmely
fent emlitett peptid alak alkalmazhatd onmagaban, vagy vala-
melyik masik alakkal kombinAdlva, és egyszerliség kedvéért a
tovabbiakban tachyplesin néven fogjuk a peptidet jeldlni. Ez a
peptid kiiléndsen hatisos az alabbi névényi kérokozé gombdk, és
a magokat karosité kérokozékkal szemben: Fusarium graminearum,

Fusarium moniliforme, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia
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trifoliorum és Aspergillus flavus. Mindezen gombak nagy gazda-
sdgil jelent8séggel birnak. A fentiekben emlitett tachyplesin
peptid kilonésen hatdsos az igen makacs Aspergillus flavus
gombaval szemben, és ezért e peptid feltehetden eredményesen
alkalmazhato a tarolt magok aflatoxin fertdzésének csokkentése
terén.

A talAlminy tarava ndvény: kKoroknz>ok pusztitasara alkaloas
eljaras, ideértve a fent emlitett mikroorganizmusokat is; a ta-
141many szerinti eljaras soran a ¥aros mikroorganizmusok kor-
nyezetébe antimikrobidlis mennyiségl tachyplesint visgzink 2
mikroorganizmusokkal fertdzott novényekre a tachyplesint
eredményesen alkalmazhatjuk spray, por vagy egyéb készitmény
formaijaban felvive. Masik megoldasként a peptidet az érzékeny
novények szdveteibe bevissziik, gy a novény fertdzése soran a
korokozok antimikrobidlis mennyiségd peptid hatasanak vannak
kitéve. Egy célszerd megoldas szerint a tachyplesint olyan nem-
-fitotoxikus vivdanyaggal elegyitijik, amely alkalmas az érzékeny
noévény szisztemikus kKezelésére. Ezt a mddszert alkalmazzak al-
talaban olyan inszekticid anyagok esetében, amelyeket a rag-
csa&ld rovarok ellen hasznalnak, az inszekticidek és larvak
elleni készitmények tekintetéien -Aaratos szakenmber eldtt ezek
j6l ismertek. Minthogy a tachyplesint k6édold gén elkiilonitése,
klénozasa, megfeleld expresszids kazettaba vald helyezése és
egy érzékeny novényféleség sejtjébe vald bevitele megoldhatd, a
talalmany szerinti eljaras kiilondsen eldnyds megoldisa szerint
a tachyplesint k6dold DNA szekvenciat a névény genomjaba visz-

sziik az adott novényben hatésos transzkripcidés inicidtorral és
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promoter szekvencidval egyiitt. A szabalyozd szekvenciak ellen-
0rzése alatt a DNA szekvencia transzkripcidéja és leforditésa

azt eredményezi, hogy a tachyplesin szekvencia olyan mértékben
expresszalodik, ami antimikrobids mennyiségl peptid képzddésé-
hez vezet a korokozok altal altalaban megtdmadott nodvényi szo-

vetekben. Az altalaban ismert kloénozas, DNA elkiildnités, szapo-
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ligaz, DNA polimerdz, a restrikcidés endonukledz és hasonld
enzimekkel végzett reakcidkat - és a kilénbdzd elkiildnitési
mddszerek segitségével [igv példaul R. Wu, kiadd, (1979) Meth.
Enzymol. 68; R. Wu és munkatarsai, (1983) Meth. Enzymol. 100,
101: L. Grossman és K. Moldave, kiaddk, (1980); Meth. Enzymol.
65: J. H. Miller (1972) Experiments in Molecular Genetics; R.
Davis és munkatarsai, (1980) Advanced Bacterial Genetics; R. F
Schleif és P. C. Wensink (1982) Practical Methods in Molecular
Biology; és T. Manniatis és munkatarsai (1982) Molecular
Cloning]. Barmely megfeleld, a tachyplesin gént tartalmazd
génszerkezetet alkalmazhatjuk a taldalmany szerinti megoldasnal.
A talalmany szerinti eljardst olyan ndévények kezelésére
alkalmazzuk, amelyek érzékenyek, és hajlamosak a Fusarium
graminearum, Fusarium moniliforme, Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotinia trifoliorum, Aspergillus flavus-szal valé fertd-
zésre. Ezek kozilil emlitjilik meg a gabonat (Zea mays), a cirok
fajtakat (Sorghum bicolor). E ndvényeket azonban nem korlatozd
értelemben emlitettilk. Az emlitett fajtdk a gyakorlatban igen
nehezen kezelhetdk, megbizhatd atalakitdsuk és regeneréalasuk

nem kénnyl feladat; a fent emlitett mikroorganizmusok szamos
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egyéb novényeket is megtadmadnak. A talalmany szerinti eljarast
eredményesen alkalmazhatjuk hagyomdnyos médszerek segitségével
szamos egyéb novényféleségnél is, amennyiben ezek a ndvények
érzékenyek az alabbiakban felsorolt korokozdkra nézve; a
korlatozas szandéka nélkiil emlitjik meg a Fragaria, Lotuc,
Medicago, Onobrychis, Trifolium, Trigonella, Vigna, Citrus,
Linum, Ceranium, Manicot, Daucus, Arabidopsis, Brassica,
Raphanus, Sinapis, Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus,
Lycopesionn, Nicotiana, Solanum, Petunia, Digitalis, Majorana,
Cichorium, Helianthus, Lactuca, Browus, Asparagus, Antirrhinum,
Hemerocallis, Nemesia, Pelarrgonium, Panicum, Pennisetum,
Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis, Browallia, Glycine,.
Lolium, Triticum és Datura fajtdkat.

A talalmany szerinti eljarast igen eredményesen alkalmaz-
hatjuk a gabonandvényeknél, I1gy kukoricanal, rizsnél, arpanal,
btzanal, ciroknal, zabnal, rozsnal, kdlesnél, a napraforgdnal,
lucernanal, repcemagnal és szdjababnal.

Az a DNA szekvencia, amely amikor expresszaloddik,
antimikrobidlis hatast feijt ki, egy strukturalis gén, amely a
tachyplesint kédolja.

A tachyplesint kédeld DNA szekvenciat hagyomanyos mod-
szerrel allithatjuk eld, a gént megfeleld restrikcids enzimek
segitségével kilonithetjiik el, és egy kivalasztott novény
expresszids kazettajaba illesztjlik be. Masik megoldasként a
tisztitott tachyplesint ismert mdédon teljes méretében szekve-
naljuk, majd szintetikus DNA szekvenciakat allitunk eld, ezek

az aminosavak szekvencidajat kédoljak. Ezt a szintetikus szek-
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venciat azutan a megfeleld névény expresszids kazettajaba
illesztjik be.

Hasonldéképpen az irodalomban szamos ndvényi expresszids
kazetta és vektor van leirva. Az expresszids kazetta kifeje-
zésen a kontroll szekvencidk teljes készletét értijlik, ideértve

az iniciatort, promotert, termindld szekvenciat, amelyek eqgy

S

ny s eodthen miikdSdnek a strukturalis gén anlkddése soran. Az
expresszids kazettak gyakran tartalmaznak eldnySs esethen
kiitonfele restrikcios helyeket, amelyek alkalmasak arra, hogy
azon a ponton a lAncot felszaklitsak, és oda barmely kivanatos
szerkezeti gént beillesszenek. Fontocs, hogy a klonozott génbern
a megfeleld leolvasasi keretben egy indulé kod alljon rendel-
kezésre a strukturalis szekvencia szamdra. Ezen tulmenden a
novényi expresszids kazetta célszerlen tartalmaz eqy erds,
konstitutiv promoter szekvenciat az egyik végen, 1gy a gén
atirhatdé nagy sebességgel, a masik végen pedig egy poli-A
felismerd szekvencia all rendelkezésre a replikacid biztosi-
tasara, és a messenger RNA tovabbitasara. Egy eldnydsen alkal-
mazhatdo (lUres) expresszids kazettara, amelybe a talalmany sze-
rinti cDNA-t bele lehet illeszteni, példaként emlitjlik meg a
pPHI414 jelzésl plazmidot, amelyet Beach és munkatarsai fe:
lesztettek ki [Pioneer Hi-Bred International Inc., Johnsten,
IA, a médszert a 387 739 szama, 1989. augusztus 1-én bejelen-
tett amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirds ismerteti,
valamint ennek 785 648 bejelentési szammal 1991. oktdéber 31-én
benyGjtott CIP bejelentése, amely megoldast jelen eljaras soran

referenciaként emlitjlik és hasznaljuk]. A célszerlien alkalmaz-



hatdé noévényl expresszids kazettakat oly mddon &llitjak eld,
hogy abban egy vagy tdbb valaszthatd jelzdgén legyen, ezek
kézil emlitjilk meg a kanamicin rezisztencia és a herbicid
tolerancia géneket.

A vektor megjeldlésen egy DNA szekvenciat értiink, amely
képes arra, hogy a gazdasejtben egy idegen gént lemasoljon és
expresszaljon. Rendszerint a vektorban egy vagy toébbk endo-
nukledz felismerd hely van, amely a megfeleld enzim alkal-
mazasaval a vaArakozasnak megfelelden felszakithatd. Ezeket a
vektorokat célszerlen oly mdéddon készitik el, hogy tartalmaz-
zanak tovéabbli strukturdlis gén szekvenciakat, amelyek az anti
biotikumokkal vagy herbicidekkel szemben rezisztencidt mutat-
nak, amelyek azutan Jjelzdként szolgalnak, és az atalakitott
sejtek azonositdsara és elkllonitésére hasznalhaték. A jelzésre
szelekcids szerként célszerden kanamicint, klér-szulfuront,
foszfonotricint, higromicint vagy metotrexatot alkalmaznak. Azt
a sejtet, amelyben egy vektorban 1évd idegen genetikai anyagot
funkcionalisan expresszalnak, a vektor altal atalakitottnak
tekintjlik, és transzformalt sejtként emlitijlik.

Az eldnydsen alkalmazhato vektorok kozil emlitjlk meg a
plazmidot, ez eqgy koralaku duplaszalu DNA molekula, amely nem
része a sejt kromoszoémainak.

A tal&lmany szerinti megoldasnal alkalmazhatunk
tachyplesint kédold genomot vagy cDNA-t. A megoldashoz alkal-
mazhatdé vektort részben cDNA kl1l6nbdl, részben genom k1dnbdl is
elkészithetjlk. Amikor a gént elkililonitjlik, olyan genetikai

szerkezetet 4llitunk eld, amelyben benne van a sziikséges szaba-



lyozo szekvencia, amely gondoskodik a génnek eredményes
expresszalasardl a gazdasejtben. A taldlmény szerinti megoldas
szerint a genetikai szerkezet tartalmaz (a) egy genetikai szek-
venciat a tachyplesin kdédolasara, és (b) egy vagy tdbb szaba-
lyozé szekvenciat, amely a strukturalis gén barmely oldalahoz
kapcsoldédik. A szabdlyozd szekvencia rendszerint a promoterek-
&1 és termindtorokbdl van kivalasztva. A s:abadlyozd szekowon
ciak autoldg vagy heteroldyg forrasokbol szarmazhatnak.

A genetikal szekvenciiakhoz alkalmazhatd promoterekhez
tartoznak az nos, ocs. fazeolin és CaMV promoterek.

Célszerd olyan novényl promotert alkalmazni, amely a tai-
termelést biztositja. Ezek ko&zil emlitjiik meg a széjababbdl
kinyert ribuléz-1,5-bifoszfat karboxilaz kis méretd alegy-
ségét (ss) [Berry-Lowe és munkatarsai, J. Molecular and App
Gen., 1,483-488 (19%982; . touvabba a klorofill o-5 megkdtd
fehér je promoterjét. Ez a két promoter ismert médon fény hata-
sara fejti ki mdkodését eukariota névényl sejtekben [lasd
példaul CGenetic Engineering of Plants, An Agricultural
Perspective, Cashmore A., Pelham, New York, 29-38, (1983),
Coruzzi g. és munkatarsai, J. Biol. Chem. 258, 1399 (1983),
tovabba Dunsmuir P. és muikatarsai, J. Molecular and App. Geo
2, 285 (1983)].

A tachyplesin strukturalis génjét tartalmazé expresszids
kazetta, amely a kivant kontroll szekvencidkkal van 8sszekap-
csolva, beépithetd a megfeleld klénozd vektorba. Altalaban
olyan plazmid vagy virusos eredetd (bakteriofag) vektorokat

alkalmazunk, amelyek a gazdasejtekkel kompatibilis fajtakbél
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nyert replikacidékat és kontroll szekvenciakat tartalmaznak. A
klonozo vektor altalaban tartalmaz egy replikaciés origot,
tovabba specifikus géneket, amelyek képesek az atalakitott
gazdasejtekben szelekcibs jelzéket eldallitani. Rendszerint
olyan géneket alkalmazunk, amelyek az antibiotikummal szembeni
rezisztenciat vagy kivalasztott herbicidekkel szembeni re-
zisztenciat képecek Atvinni. Miutan a genetikai anyagot a cé)
sejtekbe bevittliik, a sikeresen atalakitott sejteket és/vagy
sejttenyészeteket ezen jelzdk alapjan elkiilonit jik.

A talaiminy szerinti megoidas szerint rendszerint egy
Kézbensd gazdasejtet alkalmazunk a klénozd vektorok szapo-
ritasara. Miutan a tachyplesin gén tartalmi vektorok szamat
megnoveltik, ezek elklilénithetdk jelentds mennyiségben, maijd
ezeket a kivant novényi sejtbe beillesztijiik. A talalmany sze-
rinti megoldasnal gazdasejtként hasznalhatunk prokariotakat,
1gy bakterialis gazdasejteket, mint példaul E. coli-t, S.
typhimurium-ot, vagy serratia marcescens-t. Az Fukariota
gazdasejtek, mint példaul az élesztd, vagy a rostos gombak,
szintén alkalmazhaték a talalmany szerinti megoldasnal. Ezek a
gazdasejtek szintén mikroorganizmusok, ezért lényeges, hogy
olyan novényi promotereket alkalmazzunk a vektzrban, amelyek =
baktériumokpban nem expresszaljak a tachyplesin-t, vagy pedig
olyan gazda mikroorganizmust alkalmazzunk, amely rezisztens
tachyplesin-nel szemben.

Az elkllénitett klénozé vektort ezutdn a ndvényi sejtbe
bevissziik, ezt hagyomanyos technikaval végezziik, példaul

elektroporalassal (protoplaszt), retrovirusok segitségével,
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bomb&za&ssal, mikroinjekcié alkalmazasaval. A beliltetést végez-
hetjiik egyszik@ vagy kétszikd ndvények sejtjeiben, sejt- vagy
szbvettenyészetekbe, igy olyan transzformdlt névényi sejteket
kapunk, amelyek idegen DNA-ként legalabb egy, de célszerflen
t8bb mésolatot tartalmaznak a ndvényi expresszids kazetta DNA
szekvenciajarél. Az egyszikd novények kozilil alkalmazhatunk
kukoricat, cirok ndvényt, bazat vagy rizst, a kétszikd fajtak
k6ziil emlitiiik meg a szdjababot, lucernat, dohdany novényt és a
paradicsomot. Az ismert technika alkalmazasaval a protoalakot
regeneraljuk, hasonléképpen a sejt vagy szdvettenyészeteket
regeneralhat juk, igy olyan termékeny ndvényeket nevelhetlnk,
amelyek hordozzak és expresszaljak a tachyplesin géneket. A ta-
lalmany egyik célszerd megoldasa szerint eléallithatunk olyan
transzformdlt kukorica ndvényt, amelyek sejtjei idegen DNA-keént
a talalmany szerinti expresszios kazetta DNA szekvenciajanak
legalabb egy kdpiajat tartalmazzak.

A talalmany szerintl eljarassal a ndvényeket rezisztensseé
tehetijiik olyan mikroorganizmusok altal okozott betegségekkel
szemben, mint a Fusarium graminearum, Fusarium moniliforme,
Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia trifoliorum, Aspergillus
flavus altal okozott megbetegedések; a mlveletet a
kovetkezdképpen végezzuk:

a) a kérokozédval szemben érzékeny ndvény regeneralhato
sejtjeit vagy szoveteit tenyésztjik,

b) a sejt- vagy szdvettenyészet sejtjeibe olyan
expresszidés kazetta masolatot viszilink be, amelyik tartalmaz egy

tachyplesin-t kédold gént, amely mikoddképesen Ossze van
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kapcsolva a ndvényi szabalyozd szekvenciaval, aminek ered-
ményeként a sejtekben a tachyplesin expresszaloédik, és

c) a sejt- vagy szdvettenyészetbdl kinyerjik a kérokozb-
val szemben ellenalldé ndvényt. Amikor megkapjuk a teljes no-
vényt, a ndévényt ivarosan vagy kldnozassal szaporitjuk, 1ily
médon olyan ndvényeket hozva létre, amelyek sejtjel tartalmaz-
2ak az expresszids kazettat.

Masik lehetdségként a fenti rekombindns DNA modszerrel
kapott transzformdlt novényt hagyomanyos novénytermelési
médszerekkel kKeresztezéssel és viszontkeresztezéssel szapo-
ritunk, ily mdédon a tachyplesin-t expresszalo strukturaiis gent
és az ehhez kapcsolddd szabalyozé szekvenciat tovabb adjuk.
Ezt a kovetkezdképpen végezhetjik:

a) a kérokozéval szemben rezisztens novényt valamely mas,
a koérokozéval szemben érzékeny novényfajtaval lvarosan
keresztezzik;

b) a keresztezésbdl szarmazd szaporitott anyagot elklilo-
nitjik; és

c) a szaporitmanybdl a betegséggel szemben rezisztens
ndévényeket szaporitunk. Az esetben, ha sziikséges és kivanatos,
a korokozoval szemben érzékeny noveny Jellemzoit megorizhetjuk
oly modon, hogy:

a) a betegséggel szemben rezisztens szaporitott noveényt
visszakeresztezziik a betegséggel szemben érzékeny novénnyel; és

b) a visszakeresztezett, és szaporitasnak alavetett
novények koziil kivalasztjuk azokat, amelyek az antimikrobidlis

hatast (vagy egyéb jelzd gént) expresszaljak mindaddig, mig a
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kérokozéra érzékeny novényfajta jellemz6i kivant szazalékban a
szaporitott anyagban jelen vannak, a mikrobialis aktivitast
biztositd génnel egyilitt.

A fentiekben alkalmazott "fajta" megjeldlés egy botanikai
osztalyozast jeldl. Magaban foglalja a fajt, féleséget,
variaciét, variansokat, konzisztens nomenklatura alkalmazésa
nelkidl .

A fenti moédszerrel eldallitott novenyl vektorokat belil-
tethetijlik az Agrobacterium tumefaciens-be is. Ezt azutan
felhasznalhatjuk a vektornak a korokozoéra érzékeny ndvényi
sejtekpbe vald Atvitelére, kilondsen a kétszikd fajtdkhoz
tartozé ndvényeknél. Ily moédon a talalmany szerinti megoldassal
a ndvényi sejteket Agrobacterium tumefaciens-szel fertdzve a
névényi sejtekbe Atvihetijiik az expresszids kazettat, kiilonosen
az Agrobacterium tumefaciens-re érzékeny ketszikd novéenyekneéi
ezzel a médszerrel az expresszids kazettat tartalmazd Agro-
bacterium tumefaciens-szel fertdzdtt sejtekben az expresszios
kazetta megjelenik.

Az alabb kovetkezd példakkal szemléltetjik a talalmany
szerinti megoldast. Ezek a példak a korlatozas szandéka nélkul
lettek @¢sszeallitva, egyéb, szakemper szamiara 1smert megoldas
szerint 1s eljarhatunk a talalmany szerinti eljaras megvalosi-
tasanal.

Ipari alkalmazhatdsag

1. Példa

Ismert aminosav-szekvenciakbdl és szerkezetekbdl az iro-

dalomban ismertetett mdédszer szerint tachyplesin-t
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szintetizalunk [Fastmoc médszer, Fields C.G. és munkatarsai,
Peptide Res., 4. kotet, 95-101. oldal (1991)]. Minthogy a
peptid és ennek szintézise ismert, egyik sem képezi Onmagaban a
talalmany targyat. A peptid szintézisénél a karboxi-terminalis
arginin csoporton karboxilcsoport szerepel (és nem pedig
amidalt arginint hasznalunk kiindulasi anyagként, mint a fenti
irodalmi helyen javasoljak).

A tachyplesin-t 100 upug/ml koncentracidban alkalmazzuk, a
koncentraciot az abszorpcids spektrum mérése alapjan allapitjuk
meg. A tachyplesin-t négy kdzdnséges ndvényl patogénnel szemben
alkalmazzuk nyers és oxidalt formaban. A gombaellenes hatas
értékelését 0-4-ig terjedd skala segitségével végezzik. 0 érteék
jelentése, hogy inhibicid nem mutatkozik a vizes kontrollhoz
viszonyitva; a 4 érték a teljes inhibitalast jelzi. Minden
egyes kezelésnel Ket 1smetlest vegzunk. Az eredmenyeket az

alabbiakban foglalhatjuk Ossze:

Gombaféleség Készitmény Jelz8szam
S formaja

Fusarium graminearum, 8 izolatum nyers 4,0
oxidalt 4,0

Fusarium graminearum, % izolatum nyers 4,0
oxidalt 4,0

Aspergillus flavus, 1 izolatum nyers 3,5
oxidalt 3,5

Sclerotinia trifoliorum, 1 izolatum nyers 4,0

oxidalt 4,0



2. Példa

A tachyplesin-t csokkend koncentracié értékben alkalmazva
vizsgaljuk a fenti négy mikroorganizmussal, valamint a Fusarium
moniliforme és Sclerotinia sclerotiorummal szembeni hatésat;
ilymédon megallapitjuk a minimdlis inhibitor koncentracid
értéket; ezt az értéket mas antimikrobidlis hatasid vegylletnél
kapott adatorka hasonlitink Sesze . Az eredméuyeket 3 kivetkerd

tablazatban tiintet Yik fel:
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3. pPéelda

Tachyplesin, defensin és hordothionin MIC értékét (ug/ml)
dllapitjuk meg FGR 008 és AFL 00l-gyel szemben; a vizsgalatokat
kiildnb6z8 pH-ja puffer-oldatban és ionerdsségnél végezzik;
kiildnbdzd korilmények kozétt megallapitjuk ezen anyagok novéenyi
antimikrobidis hatasat. 5,0 és 8,0 pH kozdtt nem mutatkozik
kiildndsen preferalt érték; a defenzin és hordotionin MIC érteke
A. flavus-szal szemben magasabb, és jelentésebb ndvekedest
mutat (4-szer - 8-szor) amikor a natrium-klorid koncentracid 0O
és 100 mmdl k&z6tt van; ezzel szemben a tachyplesin-nek az A.
flavus-szal szemben mutatott MIC értéke alacsony es csaknem
konstans értéket mutat (20-nal kisebb pg/ml), mikdzben a nat-

rium-klorid koncentracidé 0 és 125 mmdl kozott van.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras tachyplesin-re érzékeny novényi patogén mikro-
organizmusok elpusztitasara és szaporodasuk inhibitalasara,
az z al jel leme z v e, hogy a patogén mikroorganizmus
kdérnyezetébe antimikrobiadlis mennyiségd tachyplesin-t jutta-
tunk.

2. Eljaras novényi patogén mikroorganizmusok, 1igy Fusar iun
graminearum, Fusarium moniliforme, Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerontinia trifolierum elpusztitasdra és inhibitalasara, a v
z a l jellemezv e, hogy fentl patogeén mikroorganiz -
musok kdrnyezetébe antimikrobialis mennyiségl tachyplesin-t
juttatunk.

3. A 2. lgénypont szerinti eljaras, a z z a 1 j e 1 -

1l eme z v e, hogy a patogén mikroorganizmus kornyezetéet az
é16 ndvény szovetel képezik.

4. A 2. igénypont szerinti eljaras noévényeknek patogen
mikroorganizmusok, igy Fusarium graminearum, Fusarium
moniliforme, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia trifoliorum
és Aspergillus flavus elleni védelmére, a z z a 1l jelle-
me 2z v e, hogy a novény genomjaka tachyplesin-t kodeld szek-
vencilat illesztiink a transzkripcios iniciator és promoter szek-
venciat tekintve megfeleld leolvasasi keretben, amely mikodese
soran a novényben a tachyplesin-t kédold szekvencia
expresszalasat idézi eld, mialtal az altalaban patogénnel fer-
t3z8tt ndvény szdveteiben antimikrobidlis mennyiségd

tachyplesin képzddik.



5. A 4. igénypont szerinti eljaras, a z z a 1 j el -
leme z v e, hogy a kezelést egyszikl novényeken, igy buzan,
rizsen vagy cirokndvényen végezzik.

6. A 4. igénypont szerinti eljaras, a z z a 1 j el -

l eme z v e, hogy a mivelet végrehajtasa soran

a) a kezelendd ndvény sejtjeit vagy szoveteit tenyésztjik,

b) a sejt vagy szivettenyészet sejtieibe legalabb eqy
masolatot visziink be egy olyan expresszids kazettardol, amely a
tachyplesin-t koédold szekvenciat tartalmazza, es

¢l oa selt vagy szoverttenyészetbdl a tachyplesin-nel vedett
novéenyt rageneraljuk.

7. A 6. igénypont szerintil eljaras, a z z a 1 j e 1 -

1l eme z v e, hogy a miveletet egy olyan tovabbi lépéssel
egészitidk ki, amelynek soran az egész noévényt klonozassal vagy
ivaros aton szaporitjuk oly modon, hogy a szaporitott ndveények
leszarmazolnak scjtjeiben az expresszios kazetta altal
eldallitott szekvencliarél iegalabb egy masolat legyen jelen.

8. A 6. igénypont szerinti eljaras, a z z a 1l j e 1l -

1 eme z v e, hogy az expressziés kazettat a noévényi sejtekbe
elektroporaldssal visssziik be.

9. A o. 1géenypont szerintl eljaras, a z z a 1l j el -

l eme z v e, hogy a novényl sejtekbe az expressziOs Kazettat
mikrorészecskékkel végzett bombazassal Jjuttatjuk be.

10. A 6. igénypont szerinti eljaréas, a z z a 1 j el -
l eme z v e, hogy a névényi sejtekbe az expresszids kazettat
mikroinjekcid segitségével juttatjuk be.

11. A 6. igénypont szerinti eljaras, a z z a 1 j el -



l eme z v e, hogy Agrobacterium tumefaciens-szel szemben
érzékeny novényeket teszlink e mikroorganizmussal szemben re-
zisztenssé oly médon, hogy a ndvényi sejtekben az expresszids
kazettat oly médon juttatjuk be, hog a sejteket olyan
Agrobacterium tumefaciens-szel fertdzziik, amely eldzdleqg
médositva lett és tachyplezint expresszdld expresszids kazettat
tartalmaz.

12. Eljaras névényi patogénekkel, igy Fusarium
graminearum, Fusarium moniliforme, Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotinia trifcolicrum, Aspergillus flavus elleni rezisztencia
kialakitasara, e fertézdkkel szemben érzékeny novényeknél,
azzal jellemez v e, hogy

a) a 8. igénypont szerinti eljarassal a fertdzéssel
szemben rezisztenssé tett ivaroos Gton szaporodasra képes
novényt elkilonitink;

b) a fertdzéssel szemben rezisztens novényt a fertdzésre
nézve érzékeny novénnyel ivarosan keresztezink;

Cc) a keresztezéssel kapott leszarmazottakbdl szaporitd
anyagot kiilonitink el, és

d) a szaporitasi anyagbdl a koérokozbdkkal szemben
rezisztens novényeket tenyésztink.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras a kdrokozokkal
szembeni rezisztencia és antimikrobidlis hatas létrehozasara
lényegében homozigoéta ndvényeknél, a z z a 1 jelle -
me z v e, hogy a miveletnél a kovetkezd tovabbi 1épéseket
végezzik el:

a) a kérokozdval szemben rezisztens szaporitott anyagot
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keresztezzik lényegében egynemd, a koérokozdédval szemben érzékeny
novényekkel, és

b) a keresztezésbdl szarmazo szaporitott anyagnal elkiilo-
nitjik a betegséggel szemben rezisztens és antimikrobidlis
hatast mutatd, de az érzékeny novények egyéb kivanatos
tulajdonsagait megtartd példanyait mindaddig, amig a kivant
szazalékban tartalmwmazzak az érzékeny ndvények jellemzdit, és
egyidedlileg a betegséggel szembeni rezisztenciat és anti-
mikrobiails hatéast.

14. Expresszios kazetta, amely lényegében osak
tachyplesin-t kddeld UDNA szekvenciat tartalmaz, és nikoddképes
médon kapcsolddik a ndvény-szabalyozd szekvenciakhoz, ami a
novényi sejtekben a DNA kldn expresszalasat idézi eléd.

15. Expresszids kazetta, amely DNA szekvenciat tartalmaz,
amely léenyegeben csak tachyplesin-t kKodol, muikodékeépesen
kapcsnlodik baktérialis expresszidt szabalyozd szekvenciakhoz,

ami bakteriadlis sejtekben a I'NA klén expresszalasat idézi eld,

[O1N

16. Bakteridlis sejtek, amelyek idegen plazmidként
legalabb egy koOpiat tartalmaznak a 15. igénypont szerinti
expresszids kazettabdl.

17. Transztormait novény: sejtek, amelyek 1degen DNA-kent
legalabb egy kopiat tartalwmaznak a 14. igénypont szerinti
expresszibs kazetta DNA szekvenciajarol.

18. A 17. igénypont szerinti transzformalt sejtek, a z -
z al JellemezvVv e, hogy egyszikl névényfajtak
sejtjeibdl allanak.

19. A 18. igénypont szerinti transzformdlt sejtek, a z -
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z al jelleme z v e, hogy a sejtek kukorica, cirok,

bluza vagy rizs sejtekbdl allnak.

280. A 17. iyénypount szerinti transzformalt sejtek, a z -
z al jellemezvVve, hogy a sejtek kétszikd
novényfajtakhoz tartoznak.

21. A 20. 1génypont szerinti transzformalt sejtek, a z -
z al Jellemwme zv e, hogy a sejtek mzoiabab lucerna
dohanyndveny, repce, napraflorgd vagy paradicsom seijtekbdl
allnak.

J2. Kukorvica seijt vagy szovettenyeszet, a 7z z a |1
Je . L eme z ve, hogy a |9 igénypont szerinti seijteket
tartalmaznak.

23. Transzformalt kukorica noévény, amelynek sejtjei idegen
DNA-kent legalabb egy masolatot tartalmaznak a 14. igénypont
Seerinli expresszios xkaczetta DNA szekvenciajarol.

24. Antimikrobialis készitmény ndvények kezelésére, a z -
z a1l Jel ! eme z v e, hogy a Készitmény antimikrobidlis
mennyiségl tachyplesin-t tartalmaz nem fitotoxikus vivdanyag-
gal elegyitve.

25. A 24. igénypont szerinti készitmény, a z z a 1
Jell mezve, hogy a kés:itmény az erzekeny novenyek

Szlsztemikus kezelésere adaptalt vivBanyagot tartalmaz.

A meghatalmazott:
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