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KIVONAT

A talalmény targya eljaras a burgonyaban valé amiloz-
képzOdés gatlasara burgonya génsebészeti (ton torténd
modositasdval ugy, hogy a genomba szemcsekotott
keményitdszintetaz képz6déséért felelds gén egy frag-
mensét vagy annak komplementerével sztringes koriil-
mények kozott hibridizélni képes szekvenciat juttatnak
be antiszensz irdnyban. A taldlméany targyat képezik az
antiszensz fragmentumokat és CaMV 35S, patatin [

A leirds terjedelme 24 oldal (ezen beliil 6 lap dbra)

vagy GBSS promotert tartalmazo antiszensz konstruk-
ciok, gének és vektorok, a szemcsekotott keményitd-
szintetaz termel6dését kodold gén promotere és maga a
gén is, tovabba az antiszensz fragmentumokat tartalma-
z6 burgonyasejtek, névények, gumok, mikrogumok, va-
lamint eljarasok természetes amilopektin tipusu kemé-
nyitd és ennek szarmazékai eléallitasara.
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A talalmany targya eljaras a burgonyaban valé amiloz-
képzBdés gatlasara burgonya génsebészeti tton torténd
modositasaval, gy, hogy a genomba szemcsekotott
keményitGszintetaz képzS8déséért felelds gén egy frag-
mensét vagy annak komplementerével sztringes koriil-
mények kozott hibridizalni képes szekvenciat juttatunk
be antiszensz iranyban. A talalmany targyat képezik az
antiszensz fragmentumokat és CaMV 35S, patatin I
vagy GBSS promotert tartalmazé antiszensz konstruk-
cidk, gének és vektorok, a szemcsekotdtt keményitd-
szintetdz termel8dését kodold gén promotere és maga a
gén is, tovabba az antiszensz fragmentumokat tartalma-
z6 burgonyasejtek, novények, gumok, mikrogumok, va-
lamint eljarasok természetes amilopektin tipusi kemé-
nyitd és ennek szdrmazékai elGallitasara.

A taldlmany szerint burgonya génsebészeti modosi-
tasanak eredményeképpen a burgonyaban gyakorlatilag
szinte csak amilopektin tipust keményité képzodik.
A génsebészeti modositas génfragmentumok burgonya-
ba valo bejuttatasat jelenti, ahol a génfragmentumok ve-
zetbszekvencia, transzlacidkezdet és transzlacioveg és
zardszekvencia részekbdl, valamint a szemcsekotott
keményit8szintetaz gén kodold és nem kodolod (azaz
exonok és intronok) részeibdl 4ll antiszensz iranyban
inzertélva.

A keményitd szémos forméjaban nagy jelentSség-
gel bir az élelmiszer- és papiriparban. A jévében a ke-
ményitének fontos szerepe lehet természetes Gton le-
bonthat6 polimerek termelésében is, példaul csomago-
l6anyagként valo felhasznaldsdban. Sok kiilonféle ke-
ményitétermék ismert, melyeket tobbek kozt a kukori-
¢abél és burgonyabol szarmazo természetes keményitd
leszarmaztatasaval 4llitanak el8. A burgonyabdl és ku-
koricabol szdrmaz6 keményité a legtobb a piacon ver-
senyképes.

A burgonyagumé szarazanyag-tartalmanak legna-
gyobb része keményitd. A burgonyakeményitd koriilbe-
lil 1/4—1/5 része amildz, mig a maradék rész amilo-
pektin. A keményitd ezen két komponensének mas és
mas a felhasznalasi teriilete, ezért a tiszta amiloz vagy
tiszta amilopektin eléallitisdnak lehetSsége nagyon ér-
dekes kérdés. A két keményitGkomponens eldallithatd
azonos keményitbdl is, de ez szamos reakcidlépést igé-
nyel, kovetkezésképpen draga és bonyolult.

Bebizonyitottuk, hogy lehetséges a burgonyéat gén-
sebészeti ton ugy modositani, hogy a gumok nagymér-
tékben csak az egyik vagy a masik tipust keményitSt
termeljék. Ennek eredményeképpen napjainkban altala-
nosan még nem alkalmazo teriileteken is piacképes le-
het. Az ilyen génsebészeti uton modositott burgonya-
bol szdrmazé keményit6nek élelmiszer-adalékként vald
felhasznél4sa nagymértéki lehet, mivel semmilyen mo-
dositd folyamatnak nem lett kitéve.

Keményitszintézis

A keményitdszintézist és annak szabalyozasat napja-
inkban nagy érdekl8déssel tanulméanyozzak az alapkuta-
tas szintjén és az ipari alkalmazis szintjén is. Bar sokat
tudunk a szacharoz keményitGvé valé atalakitasaban
részt vevd enzimekrdl, a keményitd bioszintézisét még
nem fejtették meg. A kutatasokat féleg kukoricaban vé-
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gezve lehetdvé valt azonban részben tisztazni a
szintézisutakat és az azokban a reakciokban részt vevé
enzimeket. A legfébb keményitGszintetizalo enzim ke-
ményitdszemcsék termelésében a keményitdszintetaz
és a lanceldgazdsokat végz4 enzim. Kukoricédban eddig
a keményitOszintetiz hirom formajat mutattak ki és
vizsgaltak. Ebbdl kettd oldhatd, a harmadik oldhatatlan
és a keményitészemcsékkel asszocialt. Az eldgazasokat
végzd enzim szintén hirom forméja ismert, melyeket
felteheten harom kiilonb6z6 gén kodol (Mac Donald
& Preiss, 1985; Preiss, 1988).

A kukorica ,,viaszos” génje

A keményitd amilozkomponensének szintézise els6-
sorban a keményitdszintetdz o-1,4-D-glikan-4-a-glii-
kozil-transzferdz (EC2.4.1.21) miikodése révén kovet-
kezik be, mely a sejt keményitdszemcséivel asszocialt.
Ezt a szemcsekotott enzimet kodold gént viaszos
(=wx+) génnek, mig az enzimet GBSS szemcsekotott
keményitdszintetaznak nevezik.

A kukorica ,,viaszos~ génjét genetikailag és bioké-
miailag alaposan jellemezték. A 9. kromoszéma via-
szos génje szabalyozza az amiléztermelést az endo-
spermiumban, a pollenben és az embriozsakban. WX
allélle]l rendelkezé6 normal kukorica endospermiuma-
ban keletkezé keményitd 25% amilozt és 75% amilo-
pektint tartalmaz. Egy muténs kukorica endospermiu-
maban mutaciét mutattak ki a wx* génben és ezért
funkcidképtelen GBSS szintetizalodik. Igy ezen mu-
tans kukorica endospermiuma csak amilopektint tartal-
maz keményit6komponensként. Ez az igynevezett ,,via-
szos” mutins sem GBSS enzimet, sem amil6zt nem tar-
talmaz (Echt and Schwartz, 1981).

A GBSS fehérjét a wx+ kodolja a sejtmagban, de ez
az amiloplasztba szallitodik és aktivalodik. Az eldfe-
hérje igy két komponensbdl all: egy 7 kD molekulatd-
meg( szallitd peptidbdl, mely a fehérjét az amiloplaszt
membranon viszi keresztiil, és egy 58 kD valodi fehér-
jébol.

A wx+ gén kodoloszakasza kukoricaban 3,7 kb
hosszisagh és 14 exont és 13 intront tartalmaz. Szamos
szabalyozoszignalt ismeriink a promoterrégioban €s két
kiilénboz6 poliadeninald (poli A)-szekvencidt irtak le
(Klosgen és munkatarsai, 1986; Schwartz-Sommer és
munkatarsai, 1984; Shure és munkatarsai, 1983).

A burgonyaamiloz enzime

A burgonyéaban egy 60 kD molekulatomegyi fehér-
jét azonositottak a szemcsekotott fehérje f6 részeként.
Mivel ezen burgonyaenzim elleni antitestek keresztrea-
galnak a kukoricabdl szarmazé GBSS-sel, feltételezik,
hogy ez egy szemcsekotott szintetaz (Wos-Scheper-
keuter és munkatarsai, 1986). A burgonya GBSS enzim
génjét azonban eddig nem jellemezték a kukorica via-
szos génjéhez hasonlé mértékben sem az elhelyezkedé-
se, sem a szerkezete tekintetében.

Természetben el6forduld viaszos mutansokat irtak
le a kukorica mellett arpa, rizs és cirok esetében is. Bur-
gonya esetén természetes mutansokat nem talaltak, de
egy monohaploid (n=12) ndvény leveleinek rontgenbe-
sugdrzasaval elballitottak egy mutanst (Visser és mun-
katarsai, 1987). Ezen mutans gumoibol izolalt keményi-
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t6 nem tartalmaz GBSS fehérjét vagy amilézt. A mu-
tanst egy recessziv gén allapota jellemzi és amf-nek ne-
vezik. Mas novényfajok viaszos mutansaihoz hasonlit-
hatd, mivel a GBSS fehérjét és az amilozt nem tartal-
mazza. A kromoszémaszam stabilitisa azonban csok-
kent, hiszen a természetes szam négyszeresét (n=48)
tartalmazza, mely negativ hatasti a burgonyandvények-
re (Jacobsen és munkatarsai, 1990).

Az amiloztermelés gatlasa

Az amiléz szintézise nagymértékben csokkenthetd
a szemcsekotott keményitGszintetdz, a GBSS gatlasi-
val, mely az amiloz képzG8dését katalizalja. Ez a gatlas
a keményitSben féleg amilopektint eredményez.

Az enzimképz6dés gatlasa szamos modon végezhe-
t6: példaul

- mutagénnel valo kezeléssel, amely az enzim képz6-
dését kodolo génszekvencia modositasat eredményezi,

— az enzimet kodolé génszekvenciaban transzpo-
zon bejuttatasaval,

— génsebészeti Gton t6rténé modositassal oly mo-
don, hogy az enzimet kodol6 gén expresszalodjon, pél-
daul antiszenszgén-inhibicioval.

Az 1. dbra a normal génexpresszio specifikus gatla-
sat mutatja, melyben a célpont gén mRNS-ét egy komp-
lementer antiszensz nukleotiddal hibridizaljdk. Az
antiszensz nukleotid igy egy antiszensz RNS, mely egy
forditott génszekvenciabol iroédott at in vivo (Izant,
1989).

Az antiszensz technika alkaimazasaval kiilénb6z6
névényi gének miikodését mar gatoltdk. A kalkon-szin-
tetdz a poligalakturondz és a foszfinotricin-acetil-transz-
feraz antiszensz konstrukci6jat hasznaltik a megfeleld
ndvényi enzimek gatlasara petinidban, paradicsomban
és dohanyban.

Az amiloz gatlasa burgonyaban

Burgonyaban a szemcsekotdtt keményitészintetaz
(GBSS fehérje) szintézisének gatlasara kiilonbozo kisér-
leteket mar folytattak a GBSS-t kodold génnek megfele-
16 antiszensz konstrukcioval (ezt a gént ezentil GBSS
génnek nevezziik). Hergersberger (1988) egy olyan elja-
rast mutat be, mellyel a GBSS gén egy ¢cDNS-klonjat
izolalta burgonyéban a kukorica wx+ gén cDNS-klon-
janak felhasznalasaval. A teljes cDNS-klénon alapulo
antiszensz konstrukciot burgonyalevél korongokra vitte
at Agrobacterium tumefaciens segitségével. A regene-
ralt burgonyacsirdbdl in vitro indukalt mikrogumoékban
az amil6ztartalom valtozd és nagyon gyenge csokkené-
sét figyelték meg és egy diagramban mutattik be.
A GBSS gén teljes jellemzését nem kozolték.

A burgonya GBSS fehérjegénjét tovabb jellemezték
azaltal, hogy egy wx+ genom klont restrikcios analizis-
sel vizsgaltak. A klon DNS-szekvencigjat azonban nem
hataroztak meg (Visser és munkatérsai, 1989).

A burgonya GBSS génjének megfelelS antiszensz
konstrukcidval végzett tovabbi kisérletekrdl is besza-
moltak.

Az antiszensz konstrukciot, amely egy cDNS-klé-
non alapult, a CaMV 358 promoterrel egyiitt Agrobac-
terium rhizogenes alkalmazasaval transzformaltak. A ka-
pott informacidk szerint a transzformalas a burgonya ala-
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csonyabb amiloztartalmat eredményezte, de mért értéke-
ket nem hoztak nyilvanossagra (Flavell, 1990). Az ed-
dig burgonya genetikai modositasara hasznalt eljarasok
egyike sem eredményezett gyakorlatilag egyaltalin nem
amiléz tipusi keményitGt. A taldlmény szerinti megol-
déssal célunk tehét az volt, hogy a burgonyagumokban
az amiloz keletkezésének gyakorlatilag teljes szupp-
resszidjat érjiik el.

Az aldbbiakban osszefoglaljuk a taldlmany szerinti
megoldast.

A talalmany szerinti megoldasban a GBSS-gén mii-
kodését és ezaltal a burgonyéban az amiloz keletkezését
gatoljuk teljesen 0j antiszensz konstrukciok alkalmaza-
saval. A talalmany szerinti antiszensz fragmensek kiala-
kitisdhoz a genomi eredetli GBSS-gént vettiik kiindula-
si alapul, hogy a GBSS-t és, kovetkezésképpen, az
amiloztermelés lehetd leghatékonyabb gatlasat érjiik el.
A talalmany szerinti antiszensz konstrukciok a GBSS-
gén koédold és nem kédolo részeit egyarant tartalmaz-
zak. Ezek a részek a génszekvencia olyan régioit foglal-
jak magukban, mint a promoter, tovdbba a vezet§ (,,lea-
der”)-szekvencia, a transzlacios inicidcios hely, a transz-
lacids terminécids hely és a zaroszekvencia (,trailer
sequence’), antiszensz iranyban. Szovetspecifikus exp-
resszi6 megvalOsitdsa érdekében, azaz annak érdeke-
ben, hogy az amiloztermelés gatlasa csupan a burgonya-
gumokban kovetkezzek be, olyan promotereket alkalma-
zunk, amelyek specifikusan aktivak a burgonyagumo-
ban. Ennek eredményeképpen a keményit6 osszetétele
a névény egyéb részein nem valtozik, és igy elkeriiljik
a nemkivanatos mellékhatasokat.

A taldlméany targyat képezi tehat egy fragmens,
amely lényegében az 1., a 2. vagy a 3. azonosité szi-
mon megadott szekvencidk valamelyikét tartalmazza.
A szekvencidk azonban eltérhetnek ezektdl egy vagy
tobb nem szomszédos bazisparban anélkiil, hogy ez a
fragmentumok mikodését befolyasolna.

A taldlméany tovabbi targya egy 987 bp hosszusagh
burgonyagumd-specifikus promoter is, mely a tall-
mény szerinti szemcsekotott keményitGszintetazt kodo-
16 génhez tartozik. Eddig sem a promotert, sem a megfe-
lel6 gént nem jellemezték. A 987 bp hosszisagi promo-
terszekvenciat a 4. szamu szekvencidban, mig a gén-
szekvenciat az 5. szamu szekvenciaban kozoljiik. A pro-
moter és a génszekvencidk is eltérhetnek ezektdl egy
vagy tobb nem szomszédos bazisparban anélkiil, hogy
funkcibjuk valtozna.

A taldlméany tovabbi targyai olyan vektorok, me-
lyek a talalméany szerinti antiszensz fragmentumokat és
antiszensz konstrukciokat tartalmaznak.

A taldlmany mas vonatkozésai olyan sejtek, nové-
nyek, gumok és magvak, melyek genomjai a talalmany
szerinti fragmentumokat tartalmazzak antiszensz irdny-
ban.

A taldlmany tovabbi vonatkozasa nativ amilopektin
tipust keményitd és annak szarmazékai.

Végiil a taldlmany egy olyan, a burgonyiban az
amiloz képzédését gatlo eljarassal foglalkozik, ami 4l-
tal f6leg amilopektin tipusii keményitd képzdédik a bur-
gonyaban.
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A taldlményt a tovabbiakban részletesebben ismer-
tetjiik hivatkozva a kiegészité abrakra, ahol az
az 1. dbra az antiszenszgén-inhibicid alapelvét mu-
tatja be,

a2.4bra aburgonya GBSS gén restrikci6s analizi-
se eredményét mutatja be,

a3.4bra a pHo3 és pHo4 jelii uj kettds vektort
mutatja,

a4. abra a pHoxwA, pHoxwB és pHoxwD anti-
szensz konstrukciokat mutatja,

az 5. abra a pHoxwF és pHoxwG antiszensz konst-
rukcidkat,

a6.4bra apHoxwK és pHoxwL antiszensz konst-
rukcidkat mutatja.

Tovabba a taldlmany szerinti killonbozé DNS-frag-
mentumok szekvenciditaz 1., 2., 3., 4. és 5. szamu szek-
vencidkban mutatjuk be. Egy vagy tobb nem szomszé-
dos bazisparban néhany eltérés lehetséges.

Anyagok

A talalméany gyakorlati megvaldsitasa soran a kovet-
kez6 anyagokat alkalmazzuk:

Baktériumtorzsek: E coli DHS5alfa és DHSal-
faF’ IQ(BRL). E. coli JM 105 (Pharmacia). A. tumefa-
ciens LBA4404 (Clontech).

Vektorok: M13mp18 és mp19 (Pharmacia). pBI101
és pBI121 (Clontech). pBI240.7 (M. W. Bevan). pUC
plazmidok (Pharmacia).

Enzimek: Restrikcids enzimek és EcoRI kapcsolo en-
zim (BRL). UNION™ DNS-kapcsol6 kit (Clontech).
Sequenase™ DNS-szekvenalo kit (USB)T,-DNS-ligaz
(Pharmacia).

A fenti anyagokat a gyartd cégek Otmutatdsai sze-
rint hasznaljuk.

Génkonyvtar

A bejelent8k megrendelésére a Clontech készitette a
génkonyvtarat EMBL3-ban kiindulasi anyagként Bintje
burgonyaleveleket hasznalva.

A GBSS gén azonositdsa és izoldldsa

A génkonyvtarat a burgonya GBSS génjére vizsgal-
juk a gén 5’ és 3” végére specifikus cDNS-klonok segit-
ségével (a fenti cDNS-klonokat M. Hergersberger, Max
Plank Institute in Cologne-t8l szarmaztak) a Clontech
eljarésa szerint.

A génkonyvtarbol egy wx311 jeldi, a burgonya tel-
jes GBSS génjét tartalmazé klont azonositunk és izola-
lunk. A GBSS gén elejét egy EcoRI fragmentumnal ha-
tarozzuk meg és w fragmentumnak nevezziik (3,95 kb).
A GBSS gén végét szintén egy EcoRI fragmentumnal
hatarozzuk meg, amit x fragmentumnak neveziink
(5,0 kb). Egy BglII-Spel fragmentumot is izolalunk és
m fragmentumnak nevezzik (3,9 kb), mely tartalmaz a
w és x fragmentumokkal is azonos szekvencidkat. A w,
m és x fragmetumokat pUC13-ban (Viera, 1982,
Yanisch-Peron és munkatéarsai, 1985) klonozzuk to-
vabb, és ezeket pSw, pSm és pSx-ként nevezziik el
(2. abra).

A burgonya GBSS génjének jellemzése

A burgonya GBSS génjét restrikcids analizissel és
cDNS-probakkal jellemezzik, amely soran a GBSS gén
5* és 3’ végeit pontosabban meghatarozzuk (2. ébra).
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A GBSS gén meghatdrozasat Sanger és munkatarsai,
1977 szerint végezzik a pSw és pSx alklonokon
M13mp18-ban, mp19-ben és pUC19-ban az 5° vég kor-
nyékérdl indulva (lasd 5. szamu szekvencia).

A promoterszakaszt a BglII-Nsil fragmentumnal ha-
tarozzuk meg (lasd a 4. szamu szekvenciat). A transz-
kripcid és transzlacio kezdetét egy atfeds BgllI-Hindlll
fragmentumnal hatérozzuk meg. Ezt kovetéen a termi-
nétorszakaszt egy Spel-HindlII fragmentumnal hataroz-
zuk meg.

A burgonya GBSS génjének antiszensz konstrukcioi

A talalmany szerinti GBSS génfragmentumokat
(lasd 1., 2., 3. és 4. szamu szekvencia és 2. abra) a ko-
vetkez6 médon hatdrozzuk meg.

A pSw fragmentum Nsil és HindIII restrikcios enzi-
mekkel valo hasitasa a I. fragmentumot (1. szdmu szek-
vencia) eredményezi, melyet pUC19-ben klonozunk és
19NH;5-nek nevezziik. A 19NH;5 tovébbi hasitasa
Hpal-Sstl-gyel a taldlmany szerinti GBSS gén 342 bp-jat
tartalmaz6 fragmentumét eredményezi. Ez a fragmen-
tum a vezetGszekvenciabol, a transzlaciokezdd szekven-
ciabol és a kodoloszakasz els6 125 bp-jabol épiil fel.

A pSm fragmentum Hpal és Nisil restrikcios enzimek-
kel valé hasitisaval a II. fragmentumot (2. szdmil szek-
vencia) nyerjiik, amit pJRD184-ban (Heusterspreute €s
munkatéarsai, 1987) klonozzuk és PJRDmitt-nek nevez-
ziik. A pJRDmitt tovabbi hasitdsa Hpal-Sstl-gyel a talal-
mény szerinti GBSS gén 2549 bp-jat tartalmazo fragmen-
tumot eredményezi. Ez a fragmentum a gén kozepérdl
szarmazo6 exonokat és intronokat tartalmazza.

A pSx fragmentum SstI és Spel restrikcids enzimek-
kel valo hasitasa a III. fragmentumot (3. szama szekven-
cia) eredményezi, amelyet pBluescriptban (Melton és
munkatéarsai, 1984) klénozunk és pBlue3’-nek neve-
ziink. A pBlue3’ tovabbi hasitdsa BamHI-Sstl-gyel a ta-
lalmany szerinti GBSS gén 492 bp-jat tartalmazo frag-
mentumot eredményezi. Ez a fragmentum az utolso
intront és exont, a transzlaciobefejezd szekvenciat és a
zaroszekvencia 278 bp-jat tartalmazza.

Antiszensz konstrukciok az I. fragmentummal
(4. dbra)

A pHoxwA antiszensz konstrukci6 elkészitéséhez a
19NH,;5-b6l a Hpal-Sstl fragmentumot antiszensz
irAnyban iiltetjikk be az Smal-Sstl-gyel hasitott pBI121
kettds vektorba (Jefferson és munkatirsai, 1987). Az
antiszensz fragmentum atirasat CaMV 35S promoterrel
inditjuk és NOS terminatorral (NOS=nopalin-szinte-
taz) fejezziik be.

A pHoxwB antiszensz konstrukcio eléallitasa célja-
bol a 19NH35-b6l szarmazd Hpal-Sstl fragmentumot
antiszensz irAnyban Smal-Sstl-gyel hasitott pHo4 ket-
t6s vektorba (3. dbra) juttatjuk be. A burgonyagumo-
specifikus patatin I promoter a pBI240.7 vektorbol szar-
mazik és M. Bevan, Institute of Plant Science Research,
Norwich bocsatotta rendelkezésiinkre. Az antiszensz
fragmentum Atirdsat patatin I promoterrel inditjuk és
NOS terminatorral fejezziik be.

A pHoxwD antiszensz konstrukcio készitéséhez a
19NH35-bSl szarmazé Hpal-Sstl fragmentumot anti-
szensz iranyban Smal-Sstl-gyel hasitott pHo3 kettds vek-
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torba (3. 4bra) juttatjuk be. A pHo3 egy 1j kettSs vektor,
melyet a pBI101 alapjan szerkesztiink. Ezt a vektort,
mely az itt jellemzett burgonya GBSS gén talalmany sze-
rinti promoterét (lasd 4. szamu szekvencia) (GBSS pro-
moter) tartalmazza. Smal és Sstl restrikcios enzimekkel
hasitjuk, a 19NH35-bol szarmazé Hpal-Sstl fragmentu-
mot antiszensz irAnyban inzertaljuk. Az antiszensz frag-
mentum transzkripciojat ezutan a sajat GBSS promo-
terével inditjuk és az NOS terminatorral fejezziik be. Ez
azt jelenti, hogy az antiszensz fragmentum csak a burgo-
nyagumadban irédik at, mivel a GBSS promoter a patatin
I promoterhez hasonléan guméspecifikus.

Az antiszensz konstrukciok a II. fragmentummal
(5. abra)

A pHoxwF antiszensz konstrukcié készitésénél a
pJRDmitt-b8l szdrmazé Hpal-Sstl fragmentumot
antiszensz iranyban juttatjuk be az Smal-Sstl-gyel hasi-
tott pHo4 kettds vektorba. Az antiszensz fragmentum
transzkripcidjat a patatin I promoterrel inditjuk és az
NOS terminétorral fejezziik be.

A pHoxwG antiszensz konstrukci6 elGallitisahoz a
pJRDmitt Hpal-Sstl fragmentumat antiszensz iranyban
visszilk be az Smal-Sstl-gyel hasitott pHo3 vektorba.
Az antiszensz fragmentum transzkripcidjat a sajat
GBSS promoterével inditjuk és a NOS terminatorral fe-
jezziik be.

Antiszensz konstrukcick a 1ll. fragmentummal
(6. dbra)

A pHoxwK antiszensz konstrukcio készitéséhez a
pBlue3’ BamHI-Sstl fragmentumét antiszensz irdny-
ban vissziik be a BamHI-Sstl-gyel hasitott pHo4 kett6s
vektorba. Az antiszensz fragmentum transzkripcidjat a
patatin I promoterrel inditjuk és az NOS terminatorral
fejezziik be.

A pHoxwL antiszensz fragmentumnél a pBlue3’
BamHI-Sstl fragmentumat antiszensz irdnyban a
BamHI-Sstl-gyel hasitott pHo3 ketts vektorba juttat-
juk. Az antiszensz fragmentum transzkripci6jat ezutan
a sajat GBSS promoterével inditjuk és a NOS termina-
torral fejezziik be.

Az elBallitott antiszensz konstrukciokkal (4., 5. és
6. dbra) LBA4404 Agrobacterium tumefaciens torzzsel
transzformalunk a ,,fagyasztas-olvasztasos™ eljaras al-
kalmazédsaval (Hoekema és munkatérsai, 1983; An és
munkatarsai, 1988).

Transzformalas

Az antiszensz konstrukcidkat baktériumokba
vissziik, elénydsen a fagyasztis-olvasztasos eljarassal
(An és munkatdrsai, 1988). A rekombinéns baktériu-
mot burgonyaszévetre vissziik oly modon, hogy a bur-
gonyaszovetet a rekombinans baktériummal egy alkal-
mas kozegben inkubaljuk, miutdn a burgonyaszoveten
valamilyen modon sérilést hozunk létre. Az inkubélas
alatt a baktériumbol a T-DNS a gazdanovény DNS-ébe
jut be. Az inkubalas utan a baktériumokat elpusztitjuk
és a burgonyaszovetet szilard tapkozegre vissziik at kal-
luszképzbdés és novekedés céljabol.

Miutén tovabbi alkalmas tapkozegekre vissziik ét,
hajtasok képzédnek, melyeket levagunk a burgonyaszo-
vetrdl.
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Az antiszensz konstrukciok expressziojanak €s a
burgonya genomba vald bejutasuknak ellendrzésére pél-
daul southern és nothern hibridizaciot (Maniatis €s mun-
katarsai /1982/) végziink. A bejuttatott antiszensz konst-
rukciok kopiaszdmat southern hibridizécidval vizs-
galjuk.

A fehérjeszinten valo expresszio vizsgélatat elényo-
sen a transzformalt hajtasokon in vitro indukalt mikro-
gumokon végezziik lehetvé téve igy, hogy a vizsgila-
tokat a lehet8 leggyorsabban hajtsuk végre.

A GBSS fehérje jellemzése

Az antiszensz konstrukciok hatasat a GBSS gén md-
kodésére a GBSS fehérje aktivitasat tekintve a keményi-
t6 mikrogumokbol valé kivonasaval és ebben a BGSS
fehérje jelenlétének analizisével végezziik. Poliakril-
amid gél elektroforézis (Hoverkamp-Hermelink €s mun-
katarsai, 1987) soran ha a GBSS gén mikddik, a GBSS
fehérje egy 60 kD molekulatomegti fehérjecsik formaja-
ban jelenik meg. Ha a GBSS gén nem expresszalédik,
azaz az antiszensz GBSS gén teljes mértékben exp-
resszalodik, igy gatolja a GBSS gén képzddését, a
60 kD-os fehérjecsik nem mutathato ki a gélen.

A keményitd jellemzése

A keményité Gsszetétele a mikrogumoékban azonos
a kozonséges burgonyagumoéval, ezért az antiszensz
konstrukciok amiléztermelésre gyakorolt hatasat a mik-
rogumokban vizsgaljuk. Az amiléz:amilopektin aranyt
spektrofotometrids eljarassal (példaul Hovenkamp-
Hermelink és munkatarsai, 1988 miiben kozoltek sze-
rint) hatarozhatjuk meg.

Az amilopektin kivondsa az amilopektin burgonyabol

Az amilopektint az iigynevezett amilopektin-burgo-
nyabol (melyben az amil6ztermelést a taldlmany szerin-
ti antiszensz konstrukciok bejuttatasaval gatoljuk) is-
mert modon vonjuk ki.

Az amilopektin leszarmaztatdsa

Az amilopektin végsé felhasznalasatol fiiggden an-
nak fizikai és kémiai tulajdonsagait leszarmaztatassal
médositani lehet. A leszarmaztatas itt kémiai, fizikai és
enzimatikus kezelést vagy ezek kombinacidjat jelenti
(modositott keményitSk).

A kémiai leszarmaztatast azaz az amilopektin ké-
miai modositasat kiillonbozé moédokon végezhetjik pél-
daul oxidacid, savas hidrolizis, dextrinizalas, kiilonbo-
z6 éteresités, mint példaul kationizalas, hidroxi-propi-
lalas és hidroxi-etilalas, kiilonboz6 észteresités, mint
példaul vinil-acetattal, acetanhidriddel vagy monofosz-
fatizalas, difoszfatizalas és oktenil-szukcinalas és ezek
kombinacioja Gtjan.

Az amilopektin fizikai modositasat példaul szarito-
dobban valé szaritissal vagy kizarassal végezhetjik.

Az amilopektin enzimatikus leszrmaztatdsa, degra-
décibja (a viszkozitas csokkentése) és kémiai mddosita-
sa végezhetd a meglévd enzimrendszerek utjan.

A lesz4drmaztatast a kivant végterméktdl fuggden kii-
16nboz6 hémérsékleten végezziik. Az éltalanosan alkal-
mazott hémérséklet-tartomany 20 és 45 °C kozotti, de
180 °C-ig terjedd homérséklet is lehetséges.

A taldlméanyt részletesebben a kovetkezd példikban
ismertetjiik.
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1. példa

Mikrogumétermelés a taldlméany szerinti antiszensz
konstrukciok bejuttatdsival

Az antiszensz konstrukciokat (lasd 4., 5. és 6. bra)
LBA 4404 Agrobacterium tumefaciens torzsbe visszik 5
a ,.fagyasztas-olvasztasos” eljarassal (An és munkatér-
sai, 1988). A burgonyaszovetre valé atvitelt Rocha-Sosa
és munkatarsai, 1989, médositott eljarasa szerint hajtjuk
veégre.

Az in vitro 3% szachardzt és 0,5% MES-t tartalma-
z6 folyékony MS-tapkozegen (Murashige és Skoog,
1962) sotétben tenyésztett burgonyandvény levélleme-
zeket 100 pl rekombinans Agrobacterium szuszpenzio-
val inkubaljuk 10 pl tapkozegben 2 napig. Két nap utan
a baktériumokat elpusztitjuk. A levéllemezeket szilard
tapkozegre visszik kalluszképzGdés céljabol és a kal-
luszndvekedéstdl figgben 4—6 hétig inkubaljuk. A szi-
lard tapkozeg a kovetkez8 Osszetételti:

MS+3% szachar6z

2 mg/l zeatin-ribozid

0,02 mg/l ,NAA”

0,02 mg/1 ,GA;”

500 mg/1 ,,Claforan”

50 mg/1 kanamicin

0,25% ,,Gellan”.

Ezt kvetGen a levéllemezeket egy masik, eltérd hor-
montartalmt tdpkozegre vissziik, melynek dsszetétele a
kovetkezd:

MS +3% szachardz

5 mg/l ,NAA”

0,1 mg/l,.BAP”

500 mg/1 ,,Claforan”

50 mg/1 kanamicin

0,25% ,,Gellan”.

A levéllemezeket ezen a tdpkozegen koriilbelill 4 hé- 35
tig tartjuk, majd egy olyan tapkozegre vissziik, mely-
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jiik. Sziikség szerint a levéllemezeket friss tapkozegre
vissziik minden 4. vagy 5. héten. A hajtasok képzdodése
utén ezeket levagjuk a levéllemezekrdl és azonos tapko- 40
zegre visszik.

A levéllemezekre atvitt antiszensz konstrukcio-
kat el3szor a regeneralt hajtasokbol szarmazo levél ext-
raktumok glukuronidaz aktivitasanak vizsgalataval vé-
gezzilk a Jefferson és munkatarsai 1987 altal leirt 45
szubsztratokkal. Az aktivitast vizudlis értékeléssel mu-
tatjuk ki.

Az antiszensz konstrukciok expresszidjanak és a
burgonya genomba valo atvitelének tovabbi vizsgalatat
southern és nothern hibridizacioval Maniatis és munka- 50
tarsai, 1981, eljarasa szerint. Az atvitt antiszensz konst-
rukcidk kopiaszamat southern hibridizacidval hatéroz-
zuk meg.

Miutan kimutatjuk, hogy az antiszensz konstruk-
ciok atvitelre keriiltek és kifejezGdnek a burgonya ge- 55
nomjaban, az expresszi6 fehérjeszinten valo vizsgélatat
kezdjiik. A vizsgalatot azokon a mikrogumékon hajtjuk
végre, melyeket a transzformalt hajtasokon in vitro in-
dukalunk, igy nem sziikséges a teljes burgonyandvény

burgonyagumoinak kifejlédésére varnunk. 60

A burgonyahajtasok kocsanydarabjait levagjuk a
csomokrol és egy modositott MS tapkozegre helyezziik.
Két—harom hét sotétben 19 °C-on val6 inkubélas utin
ezek mikrogumokat alakitanak ki (Bourque és mun-
katérsai, 1987). A tapkozeg a kovetkezl Osszetételli:

MS+6% szachardz

2,5 mg/1 kinetin

2,5 mg/l ,,Gellan”.

Az antiszensz konstrukciok GBSS gén funkcidjara
gyakorolt hatasat a GBSS fehérje aktivitdsat tekintve
elektroforézissel vizsgaljuk poliakrilamid gélen (Ho-
venkamp-Hermelink és munkatarsai, 1987). A mik-
rogumokbol a keményitSt kivonjuk és a GBSS fehérje
jelenlétére vizsgaljuk. Poliakrilamid gélen a GBSS fe-
hérje egy 60 kD fehérjecsik formajaban jelentkezik, ha
a GBSS fehérje mikodik. Ha a GBSS gén nem exp-
resszalodik, azaz amikor az antiszensz GBSS gén tel-
jes mértékben expresszalodik, igy a GBSS fehérje kép-
z8dés gatolt, 60 kD fehérjecsik nem jelenik meg a gé-
len.

A keményité Osszetételét, azaz az amil6éz:amilo-
pektin ardnyat spektrofotometrids eljarassal hatarozzuk
meg Hovenkamp-Hermelink és munkatarsai, 1988, elja-
rasa szerint, mindkét keményit6 komponens mennyisé-
gét egy standard gorbe alapjan mérjiik.

2. példa

Az amilopektin kivonasa amilopektin-burgonyabol

A taldlmany szerinti génsebészeti (iton médositott
ugynevezett amilopektin-burgonyét, melynek f6 kemé-
nyitbkomponense amilopektin, lereszeljiik, ezaltal a ke-
ményit kiszabadul a sejtfalbol.

A sejtfalat (rostok) centrifugalis sziirén valasztjuk
el a burgonyalétdl és a keményit6t6l. A burgonyalevet
két 1épésben valasztjuk el a burgonyakeményit6t6l, el6-
szor hidrociklonokban, majd specialisan tervezett va-
kuumsz(irdkon.

Ezutan egy végsd tisztitassal eltavolitjuk a maradék
burgonyalevet és rostokat hidrociklonokban.

A terméket két 1épésben szaritjuk, elészor egy va-
kuumsziir6n valé elészaritassal, majd ezt kdvetden vég-
legesen meleg levegGaramban.

3. példa

Az amilopektin kémiai leszarmaztatasa

Amilopektint vizben iszapolunk 20-50% kozotti
koncentricioban. A pH-t 10,0-12,0 kozotti értékre allit-
juk be, egy kvaterner ammoniumvegyiiletet adagolunk
olyan mennyiségben, hogy a végtermékre 0,004-0,2
szubsztitucios fokot kapjunk. A reakcié-hémérsékletet
2045 °C-ra allitjuk. Amikor a reakcid végbemegy, a
pH-t 4-8 kozotti értékre allitjuk és a terméket mossuk
és szaritjuk. Ezzel a kezeléssel a keményitd 2-hidroxi-
3-trimetil-ammonium-propil-éter kationos szarmazékat
kapjuk.

4. példa

Az amilopektin kémiai leszarmaztatasa

Amilopektint vizben iszapolunk 1025 tomeg% viz-
tartalom mellett. A pH-t 10,0-12,0 k6z6tti értékre allit-
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juk be és egy kvaterner ammoéniumvegyiiletet adago-
lunk olyan mennyiségben, hogy a végtermék szubsztita-
cios foka 0,004-0,2 legyen. A reakcio-hémérsekletet
20-45 °C-ra allitjuk. Amikor a reakcid végbemegy, a
pH-t 4-8 kozotti értékre allitjuk. A végtermék 2-hid-
roxi-3-trimetil-ammonium-propil éter.

5. példa

Az amilopektin kémiai szarmaztatdsa

Amilopektint vizben iszapolunk 20-50 témeg%
koncentracié mellett. A pH-t 5—12,0 kdzotti értékre al-
litjuk és natrium-hipokritot adagolunk tgy, hogy megfe-
leld viszkozitasu végterméket kapjuk. A reakci6-hé-
mérsékletet 20—45 °C-ra allitjuk. Amikor a reakci6 vég-
bemegy, a pH-t 4—8 kozotti értékre allitjuk, majd a vég-
terméket mossuk és szaritjuk. Ezaltal oxidalt keményi-
t6t kapunk.

6. példa

Az amilopektin fizikai szarmaztatasa

Amilopektint vizben iszapolunk 20-50 témeg%
koncentracié mellett, majd az iszapot melegitett henger-
be juttatjuk, ahol film formajiban szirad meg.

7. példa
Az amilopektin kémiai és fizikai szdrmaztatisa
Amilopektint a 3-5. példakban ismertetett folya-
mat valamelyike szerint kezeljitk kémiai modositas cél-
jabol, majd a 6. példa szerint kezeljilk tovabb fizikai
szarmaztatas céljabol.
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SZEKVENCIALISTA

1. szekvencia
Szekvenalt molekula: genom DNS
Név: burgonyabdl szarmazdé GBSS génfragmentum
Szekvenciahosszisag: 342 bp
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TGCATGTTTC CCTACATTCT ATTTAGAATC GTGTTGTGGT GTATAAACGT 50
TGTTTCATAT CTCATCTCAT CTATTCTGAT TTTGATTCTC TTGCCTACTG 100
TAATCGGTGA TAAATGTGAA TGCTTCCTTT CTTCTCAGAA ATCAATTTCT 150
GTTTTGTTTT TGTITCATCTG TAGCTTATTC TCTGGTAGAT TCCCCTTTTT 200
GTAGACCACA CATCAC ATG GCA AGC ATC ACA GCT TCA CAC CAC 243
Met Ala Ser Ile Thr Ala Ser His His
1 5

TTT GTG TCA AGA AGC CAA ACT TCA CTA GAC ACC AAA TCA ACC 285
Phe Val Ser Arg Ser Gln Thr Ser Leu Asp Thr Lys Ser Thr
10 15 20

TTG TCA CAG ATA GGA CTC AGG AAC CAT ACT CTG ACT CAC AAT 327
Leu Ser Gln Ile Gly Leu Arg Asn His Thr Leu Thr His Asn

25 30 35
GGT TTA AGG GCT GTT 342
Gly Leu Arg Ala Val
40
2. szekvencia Név: burgonyabdl szarmazé GBSS génfragmentum
Szekvenalt molekula: genom DNS Szekvenciahosszisag: 2549 bp

AAC AAG CTT GAT GGG CTC CAA TCA ACA ACT AAT ACT AAG GTA 42
Asn Lys Leu Asp Gly Leu Gln Ser Thr Thr Asn Thr Lys Val
45 50 55

ACA CCC AAG ATG GCA TCC AGA ACT GAG ACC ARG AGA CCT GGA 84
Thr Pro Lys Met Ala Ser Arg Thr Glu Thr Lys Arg Pro Gly
60 65 70

TGC TCA GCT ACC ATT GTT TGT GGA AAG GGA ATG AAC TTG ATC 126
Cys Ser Ala Thr Ile Val Cys Gly Lys Gly Met Asn Leu Ile
15 80

TTT GTG GGT ACT GAG GTT GGT CCT TGG AGC ARAA ACT GGT GGA 168
Phe Val Gly Thr Glu Val Gly Pro Trp Ser Lys Thr Gly Gly
85 90 95

CTA GGT GAT GTT CTT GGT GGA CTA CCA CCA GCC CTT GCA 207
Leu Gly Asp Val Leu Gly Gly Leu Pro Pro Ala Leu Ala
100 105 110

GTAAGTCTTT CTTTCATTTG GTTACCTACT CATTCATTAC TTATTTTGTT 257
TAGTTAGTTT CTACTGCATC AGTCTTTTTA TCATTTAG GCC CGC GGA 304
Ala Arg Gly

CAT CGG GTA ATG ACA ATA TCC CCC CGT TAT GAC CAA TAC AAA 346
His Arg Val Met Thr Ile Ser Pro Arg Tyr Asp Gln Tyr Lys
115 120 125

GAT GCT TGG GAT ACT GGC GTT GCG GTT GAG GTACATCTTC 386
Asp Ala Trp Asp Thr Gly Val Ala Val Glu
130 135

CTATATTGAT ACGGTACAAT ATTGTTCTCT TACATTTCCT GATTCARAGAA 436
TGTGATCATC TGCAG GTC AAA GTT GGA GAC AGC ATT GAA ATT GTT 481
Val Lys Val Gly Asp Ser Ile Glu Ile Val
140 145



CGT TTC TTT
Arg Phe Phe

150

HU 218 824 B

155

GTT GAC CAC CCA ATG TTC TTG GAG ARA
Val Asp His Pro Met Phe Leu Glu Lys

165 170

CAC TGC TAT AAA CGT GGG GTT GAT CGT GTT TTT 523
His Cys Tyr Lys Arg Gly Val Asp Arg Val Phe

160

GTAAGCATAT 560

TATGATTATG AATCCGTCCT GAGGGATACG CAGAACAGGT CATTTTGAGT 610
ATCTTTTAAC TCTACTGGTG CTTTTACTCT TTTAAG GTT TGG GGC AAA 658
Val Trp Gly Lys

175

ACT GGT TCA AAA ATC TAT GGC CCC ARA GCT GGA CTA GAT TAT 700
Thr Gly Ser Lys Ile Tyr Gly Pro Lys Ala Gly Leu Asp Tyr

180 185

CTG GAC AAT GAA CTT AGG TTC AGC TTG TTG TGT
Leu Asp Asn Glu Leu Arg Phe Ser Leu Leu Cys

190

195 200

CAA 736
Gln

GTAAGTTAGT TACTCTTGAT TTTTATGTGG CATTTTACTC TTTTGTCTTT 786
AATCGTTTTT TTAACCTTGT TTTCTCAG GCA GCC CTA GAG GCA CCT 832
Ala Ala Leu Glu Ala Pro

205

AAA GTT TTG AAT TTG AAC AGT AGC AAC TAC TTC
Lys Val Leu Asn Leu Asn Ser Ser Asn Tyr Phe

TAT
Tyr

G
G

210 215

GTAATTAACA CATCCTAGTT TCAGAAAACT

TCATTGTAGG TAATCATCTT TATTTTGCCT ATTCCTGCAG

GTT
Val

TGC
Cys
240

AAT
Asn

CTC
Leu

TAC
Tyxr

GCC
Ala
255

TTC ATT GCC AAT GAT TGG CAC ACA GCT
Phe Ile Ala Asn Asp Trp His Thr Ala
230 235

TTG AAG TCA ATG TAC CAG TCC AGA GGA
Leu Lys Ser Met Tyr Gln Ser Arg Gly
245 250

AAG GTAAAATTTC TTTGTATTCA
Lys

TCA GGA CCA 874
Ser Gly Pro
220

CCTTACTATA 918

GA GAG GAT 966
ly Glu Asp
225

CTC ATT CCT 1008
Leu Ile Pro

ATC TAC TTG 1050
Ile Tyr Leu

CTCGATTGCA 1089

CGTTACCCTG CAAATCAGTA AGGTTGTATT AATATATGAT AAATTTCACA 1139
TTGCCTCCAG GTT GCT TTC TGC ATC CAT AAC ATT GCC TAC CARA 1182
Val Ala Phe Cys Ile His Asn Ile Ala Tyr Gln

260

265

GGT CGA TTT TCT TTC TCT GAC TTC CCT CTT CTC AAT CTT CCT 1224
Gly Arg Phe Ser Phe Ser Asp Phe Pro Leu Leu Asn Leu Pro

270 275

280



HU 218824 B

GAT GAA TTC AGG GGT TCT TTT GAT TTC ATT GAT GGG TAT
Asp Glu Phe Arg Gly Ser Phe Asp Phe Ile Asp Gly Tyr

285

290

GTATTTATGC TTGAAATCAG ACCTCCAACT TTTGAAGCTC TTTTGATGCT
AGTARATTGA GTTTTTAAAA TTTTGCAGAT ATGAG AAG CCT GTT AAG
Lys Pro Val Lys

GGT AGG AAA ATC AAC
Gly Arg

CAT
His

GTC
Val

CGT
Arg

CAA
Gln
355

TAC
Tyr

300

AGG
Arg

TCT
Ser

AAG
Lys

GAG
Glu

GAT
Asp
370

Lys

GTG
Val
315

GCT
Ala

ACT
Thr

TGG
Trp

ATA
Ile

Ile

GTT
val

GTT
Val
330

TGC
Cys

AAC
Asn

ACC
Thr

ACA
Thr

GAC
Asp

ATA
Ile
345

cCa

Pro

ACT
Thr

TGG ATG
Asn Trp Met

GTG
Val

AAG
Lys

ACT
Thr

GCG
Ala
360

305

AGC
Ser

GGA
Gly

GGG
Gly

ACT
Thr

295

AAG GCT GGG ATA
Lys Ala Gly Ile

CCA TAC TAT GCC
Pro Tyr Tyr Ala
320

GTT GAA TTG GAC
Val Glu Leu Asp
335

ATT GTG AAT GGC
Ile Val Asn Gly
350

GAC AAA TAC ACA
Asp Lys Tyr Thr
365

GTAAGATAAG ATTTTTCCGA

TTA GAA TCA
Leu Glu Ser
310

CAA GAA CTT
Gln Glu Leu
325

AGT GTC CTT
Ser Val Leu

340
ATG GAT ACA
Met Asp Thr

GAT GTC ARA
Asp Val Lys

CTCCAGTATA

TACTAAATTA TTTTGTATGT TTATGAAATT AAAGAGTTCT TGCTAATCAA
AATCTCTATA CAG GTC ATG GAC GCA AAA CCT TTA CTA AAG GAG
Val Met Asp Ala Lys Pro Leu Leu Lys Glu
375

GCT
Ala

CCT
Pro

TCA
Ser

GAT
Asp

CTT
Leu
385

TTG

Leu

GAT
Asp

GTT
val

CAA
Gln

ATT
Ile
400

ATT
Ile

CAA
Gln

GCA GCA GTT GGC

Ala

GGC
Gly

CTT
Lea
415

ATT
Ile

Ala

TTC
Phe

GTT
Ala

GTA
Val
430

val

ATC
Ile

GCT
Val

GTC
Val

Gly
390

GGC
Gly

GCA
Ala

CTT
Leu

380
TTG CCT GTT GAC
Leu Pro Val Asp

AGA CTT GAG GAG
Arg Leu Glu Glu
405

ATT CAC AAG TTC
Ile His Lys Phe
420

GTAAGTACCA

10

AAG AAG ATC
Lys Lys Ile
395

CAG AAA GGT
Gln Lys Gly
410

ATC GGA TTG

Ile Gly Leu
425

AATGGACTCA

1263

1313
1360

1402

1444

1486

1528

1570

1615

1665
1708

1756

1792

1834

1875



1 HU 218 824 B

TGGTATCTCT CTTGTTGAGT TTACTTGTGC CGAAACTGAA

ATTGACCTGC

TACTCATCCT ATGCATCAG GGA ACT GGC AAA AAG GAG TTT GAG
Gly Thr Gly Lys Lys Glu Phe Glu

435

CAG GAG ATT GAA CAG CTC GAA GTG TTG TAC CCT
Gln Glu Ile Glu Gln Leu Glu Val Leu Tyr Pro
445 450

ARA GGA GTG GCA AAA TTC AAT GTC CCT TTG GCT
Lys Gly Val Ala Lys Phe Asn Val Pro Leu Ala
455 460 465

ACT GCT GGT GCT GAT TTT ATG TTG GTT CCA AGC
Thr Ala Gly Ala Asp Phe Met Leu Val Pro Ser
470 475

CCT TGT GGT CTC ATT CAG TTA CAT GCT ATG CGA
Pro Cys Gly Leu Ile Gln Leu His Ala Met Arg
485 490

GTAAGAACCA GAAGAGCTTG TACCTTTTTA CTGAGTTTTT
TCATAAGACC TTGTTTTCCA TCTAAAGTTT AATAACCAAC
TGCAGCAAGC TTTTCATTTC TGAAAATTGG TTATCTGATT

CACATGTGAG TCAG GTA CCA ATC TGT GCA TCG ACT
Val Pro Ile Cys Ala Ser Thr
500

GTT GAC ACT GTG AAA GAA GGC TAT ACT GGA TTC
Val Asp Thr Val Lys Glu Gly Tyr Thr Gly Phe
510 515

GCC TTC AAT GTT GAA GTATGTGATT TTACATCAAT
Ala Phe Asn Val Glu
525

TACATGGTCC ATTCTCGTCT TGATATACCC CTTGTTGCAT

440

AAC AAA GCT
Asn Lys Ala

CAC ATG ATC
His Met Ile

AGA TTT GAA
Arg Phe Glu
480

TAT GGA ACA
Tyr Gly Thr
495

AAAAAAAGAA
TAAATGTTAC
TTAACGTAAT

GGT GGA CTT
Gly Gly Leu
505

CAT ATG GGA
His Met Gly
520

TGTGTACTTG

AAACATTAAC

TTATTGCTTC TTGAATTTGG TTAG TGC GAT GTT GTT GAC CCA GCT
Cys Asp Val Val Asp Pro Ala
530

GAT GTG CTT AAG ATA GTA ACA ACA GTT GCT AGA
Asp Val Leu Lys Ile Val Thr Thr Val Ala Arg
535 540

3. szekvencia Név: burgonyabol szarmazé GBSS génfragmentum

GCT C
Ala

Szekvenalt molekula: genom DNS 50 Szekvenciahosszusag: 492 bp

GAG CTC TCC TGG AAG GTAAGTGTGA ATTTGATAAT TTGCGTAGGT

Glu Leu Ser Trp Lys
565

ACTTCAGTTT GTTGTTCTCG TCAGCACTGA TGGATTCCAA CTGGTGTTCT
TGCAG GAA CCT GCC AAG ARA TGG GAG ACA TTG
Glu Pro Ala Lys Lys Trp Glu Thr Leu

570 575

11

1925
1968

2010

2052

2094

2136

2186
2236
2286

2330

2372

2417

2467
2512

2549

45

95
127



1 HU 218 824 B 2
CTA TTG GGC TTA GGA GCT TCT GGC AGT GAA CCC GGT GTT GAA 169
Leu Leu Gly Leu Gly Ala Ser Gly Ser Glu Pro Gly Val Glu

580 585 590

GGG GAA GAA ATC GCT CCA CTT GCC AAG GAA AAT GTA GCC ACT 211
Gly Glu Glu Ile RAla Pro Leu Ala Lys Glu Asn Val Ala Thr

595 600 605
CcCT E‘I:i. ATGAGCTTTG GTTATCCTTG TTTCAARCAAT AAGATCATTA 257
c0¢
AGCAAACGTA TTTACTAGCG AACTATGTAG AACCCTATTA TGGGGTCTCA 307
ATCATCTACA AAATGATTGG TTTTTGCTGG GGAGCAGCAG CATATAAGGC 357
TGTAARATCC TGGTTAATGT TTTTGTAGGT AAGGGCTATT TAAGGTGGTG 407
TGGATCARAG TCAATAGAAA ATAGTTATTA CTAACGTTTG CAACTAAATA 457
CTTAGTAATG TAGCATAAAT AATACTAGAA CTAGT 492

4. szekvencia Név: burgonyabdl szarmazé GBSS gén promotere
Szekvenalt molekula: genom DNS 20 Szekvenciahosszusag: 987 bp
AAGCTTTAAC GAGATAGAAA ATTATGTTAC TCCGTTTTGT TCATTACTTA 50
ACAAATGCAA CAGTATCTTG TACCAAATCC TTTCTCTCTT TTCAAACTTT 100
TCTATTTGGC TGTTGACGGA GTAATCAGGA TACAAACCAC AAGTATTTAA 150
TTGACTCCTC CGCCAGATAT TATGATTTAT GAATCCTCGA AAAGCCTATC 200
CATTAARGTCC TCATCTATGG ATATACTTGA CAGTATCTTC CTGTTTGGGT 250
ATTTTTTTTT CCTGCCAAGT GGAACGGAGA CATGTTATGA TGTATACGGG 300
AAGCTCGTTA AAAAAARATA CAATAGGAAG AAATGTAACA AACATTGAAT 350
GTTGTTTTTA ACCATCCTTC CTTTAGCAGT GTATCAATTT TGTAATAGAA 400
CCATGCATCT CAATCTTAAT ACTAAAATGC AACTTAATAT AGGCTAAACC 450
AAGATAAAGT AATGTATTCA ACCTTTAGAA TTGTGCATTC ATAATTAGAT 500
CTTGTTTGTC GTAAAAAATT AGAAAATATA TTTACAGTAA TTTGGAATAC 550
AAAGCTAAGG GGGAAGTAAC TAATATTCTA GTGGAGGGAG GGACCAGTAC 600
CAGTACCTAG ATATTATTTT TAATTACTAT AATAATAATT TAATTAACAC 650
GAGACATAGG AATGTCAAGT GGTAGCGTAG GAGGGAGTTG GTTTAGTTTT 700
TTAGATACTA GGAGACAGAA CCGGACGGCC CATTGCAAGG CCAAGTTGAA 750
GTCCAGCCGT GAATCAACAA AGAGAGGGCC CATAATACTG TCGATGAGCA 800
TTTCCCTATA ATACAGTGTC CACAGTTGCC TTCTGCTAAG GGATAGCCAC 850
CCGCTATTCT CTTGACACGT GTCACTGAAA CCTGCTACAA ATAAGGCAGG 900
CACCTCCTCA TTCTCACTCA CTCACTCACA CAGCTCAACA AGTGGTAACT 950
TTTACTCATC TCCTCCAATT ATTTCTGATT TCATGCA 987
5. szekvencia Név: burgonyabol szarmazo GBSS gén
Szekvenalt molekula: genom DNS 55 Szekvenciahosszusag: 4964 bp

AAGCTTTAAC GAGATAGAAA ATTATGTTAC TCCGTTTTGT TCATTACTTA 50
ACAAATGCAA CAGTATCTTG TACCAAATCC TTTCTCTCTT TTCAAACTTT 100
TCTATTTGGC TGTTGACGGA GTAATCAGGA TACRAACCAC AAGTATTTAA 150

12



TTGACTCCTC
CATTAAGTCC
ATTTTTTTTT
AAGCTCGTTA
GTTGTTTTTA
CCATGCATCT
AAGATAAAGT
CTTGTTTGTC
AAAGCTAAGG
CAGTACCTAG
GAGACATAGG
TTAGATACTA
GTCCAGCCGT
TTTCCCTATA
CCGCTATTCT
CACCTCCTCA
TTTACTCATC
TCTATTATGA
CATCTATTCT
GAATGCTTCC
CTGTAGCTTA

ATG
Met
1

CAA
Gln
15

CTC
Leu
30

ARG
Lys

CTT
Leu
45

Asn

ACA
Thr

CcCccC
Pro

AAG
Lys

TGC
Cys

TCA
Ser

GCT
Ala

TTT
Phe
85

GTG
Val

GGT
Gly

CGCCAGATAT
TCATCTATGG
CCTGCCAAGT
AAAARARATA
ACCATCCTTC
CAATCTTAAT
AATGTATTCA
GTAAAAAATT
GGGAAGTAAC
ATATTATTTT
AATGTCAAGT
GGAGACAGAA
GAATCAACAA
ATACAGTGTC
CTTGACACGT
TTCTCACTCA
TCCTCCAATT
ATCGTGTTGT
GATTTTGATT
TTTCTTCTCA
TTCTCTGGTA

GCA AGC ATC ACA GCT
Ala Ser Ile Thr Ala

3

ACT TCA CTA GAC ACC
Thr Ser Leu Asp Thr

HU 218 824 B

TATGATTTAT
ATATACTTGA
GGAACGGAGA
CAATAGGAAG
CTTTAGCAGT
ACTARAATGC
ACCTTTAGAA
AGAAAATATA
TAATATTCTA
TAATTACTAT
GGTAGCGTAG
CCGGACGGCC
AGAGAGGGCC
CACAGTTGCC
GTCACTGAAA
CTCACTCACA
ATTTCTGATT
GGTGTATAAA
CTCTTGCCTA
GAAATCAATT
GATTCCCCTT

TCA CAC
Ser His

AAA TCA
Lys Ser

20

AGG AAC CAT ACT CTG
Arg Asn His Thr Leu

GAT
Asp

ATG
Met
€0

GCA
Ala

ACC
Thr

ATT
Ile
75

ACT
Thr

GAG
Glu

GGG CTC
Gly Leu

TCC
Serx

GTT
Val

GTT
Val

ACT CAC
Thr His
35

CAA
Gln

TCA
Ser
50

AGA
Arg

ACT
Thr

TGT
Cys

GGA
Gly

GGT
Gly

CCT
Pro

90

13

CAC
His

ACC
Thr

AAT
Asn

ACA ACT
Thr Thr

GAG
Glu
65

AAG
Lys

TGG
Trp

GAATCCTCGA
CAGTATCTTC
CATGTTATGA
AAATGTAACA
GTATCAATTT
AACTTAATAT
TTGTGCATTC
TTTACAGTAA
GTGGAGGGAG
AATAATAATT
GAGGGAGTTG
CATTGCAAGG
CATAATACTG
TTCTGCTAAG
CCTGCTACAA
CAGCTCAACA
TCATGCATGT
CGTTGTTTCA
CTGTAATCGG
TCTGTTTTGT
TTTGTAGACC

TTT GTG
Phe Val
10

TTG
Leu

TCA
Ser
25

GGT
Gly

TTA
Leu

AAT
Asn

ACC
Thr

AAG
Lys

GGA
Gly
80

ATG
Met

AGC
Ser Lys

95

ACT
Thr

AGA
Arg

AAC
Asn

ACT
Thr

AAAGCCTATC
CTGTTTGGGT
TGTATACGGG
AACATTGAAT
TGTAATAGAA
AGGCTAAACC
ATAATTAGAT
TTTGGAATAC
GGACCAGTAC
TAATTAACAC
GTTTAGTTTT
CCAAGTTGAA
TCGATGAGCA
GGATAGCCAC
ATAAGGCAGG
AGTGGTAACT
TTCCCTACAT
TATCTCATCT
TGATARATGT
TTTTGTTCAT
ACACATCAC

TCA AGA AGC
Ser Arg Ser

CAG ATA GGA
Gln Ile Gly

AGG GCT GTT
Arg Ala Val
40

AAG
Lys
55

GTA
Val

CCT
Pro

GGA
Gly
70

TTG
Leu

ATC
ile

GGT
Gly

GGA
Gly

200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1199
1241

1283

1325

1367

1409

1451

1493



HU 218 824 B

CTA GGT GAT GTT CTT GGT GGA CTA CCA CCA GCC CTT GCA
Leu Gly Asp Val Leu Gly Gly Leu Pro Pro Ala Leu Ala
100 105 110

GTAAGTCTTT CTTTCATTTG GTTACCTACT CATTCATTAC TTATTTTGTT
TAGTTAGTTT CTACTGCATC AGTCTTTTTA TCATTTAG GCC CGC GGA
Ala Arg Gly

CAT CGG GTA ATG ACA ATA TCC CCC CGT TAT GAC CAA TAC AAA
His Arg Val Met Thr Ile Ser Pro Arg Tyr Asp Gln Tyr Lys
115 120 125

GAT GCT TGG GAT ACT GGC GTT GCG GTT GAG GTACATCTTC
Asp Ala Trp Asp Thr Gly Val Ala Val Glu
130 135

CTATATTGAT ACGGTACAAT ATTGTTCTCT TACATTTCCT GATTCAAGAA
TGTGATCATC TGCAG GTC AAA GTT GGA GAC AGC ATT GAA ATT GTT
Val Lys Val Gly Asp Ser Ile Glu Ile Val
140 145

CGT TTC TTT CAC TGC TAT ARA CGT GGG GTT GAT CGT GTT TTT
Arg Phe Phe His Cys Tyr Lys Arg Gly Val Asp Arg Val Phe

150 155 160
GTT GAC CAC CCA ATG TTC TTG GAG AAA GTAAGCATAT
Val Asp His Pro Met Phe Leu Glu Lys
165 170

TATGATTATG AATCCGTCCT GAGGGATACG CAGAACAGGT CATTTTGAGT
ATCTTTTAAC TCTACTGGTG CTTTTACTCT TTTAAG GTT TGG GGC AAA
Val Trp Gly Lys

175

ACT GGT TCA AAA ATC TAT GGC CCC AAA GCT GGA CTA GAT TAT
Thr Gly Ser Lys Ile Tyr Gly Pro Lys Ala Gly Leu Asp Tyr
180 185

CTG GAC AAT GAA CTT AGG TTC AGC TTG TTG TGT CAA
Leu Asp Asn Glu Leu Arg Phe Ser Leu Leu Cys Gln
190 195 200

GTAAGTTAGT TACTCTTGAT TTTTATGTGG CATTTTACTC TTTTGTCTTT
AATCGTTTTT TTAACCTTGT TTTCTCAG GCA GCC CTA GAG GCA CCT
Ala Ala Leu Glu Ala Pro

205

AAA GTT TTG AAT TTG AAC AGT AGC AAC TAC TTC TCA GGA CCA
Lys Val Leu Asn Leu Asn Ser Ser Asn Tyr Phe Ser Gly Pro
210 215 220

TAT G GTAATTAACA CATCCTAGTT TCAGAAAACT CCTTACTATA
Tyr G

TCATTGTAGG TAATCATCTT TATTTTGCCT ATTCCTGCAG GA GAG GAT

ly Glu Asp
225

14

1532

1582

1629

1671

1711

1761
1806

1848

1885

1935
1983

2025

2061

2111
2157

2199

2243

2291



GTT
Val

TGC
Cys
240

AAT
Asn

HU 218 824 B

CTC TTC ATT GCC AAT GAT TGG CAC ACA GCT CTC ATT CCT
Leu Phe Ile Ala Asn Asp Trp His Thr Ala Leu Ile Pro

230

235

TAC TTG ARG TCA ATG TAC CAG TCC AGA GGA ATC TAC TTG
Tyr Leu Lys Ser Met Tyr Gln Ser Arg Gly Ile Tyr Leu

GCC
Ala
255

AAG
Lys

245

250

GTAAAATTTC TTTGTATTCA CTCGATTGCA

CGTTACCCTG CARATCAGTA AGGTTGTATT AATATATGAT AAATTTCACA
TTGCCTCCAG GTT GCT TTC TGC ATC CAT AAC ATT GCC TAC CAA
Val Ala Phe Cys Ile His Asn Ile Ala Tyr Gln
260

265

GGT CGA TTT TCT TTC TCT GAC TTC CCT CTT CTC AAT CTT CCT
Gly Arg Phe Ser Phe Ser Asp Phe Pro Leu Leu Asn Leu Pro

270

275

280

GAT GAA TTC AGG GGT TCT TTT GAT TTC ATT GAT GGG TAT
Asp Glu Phe Arg Gly Ser Phe Asp Phe Ile Asp Gly Tyr

285

290

GTATTTATGC TTGAAATCAG ACCTCCAACT TTTGAAGCTC TTTTGATGCT
AGTAAATTGA GTTTTTAAAA TTTTGCAGAT ATGAG AAG CCT GTT AAG

GGT
Gly

CAT
His

GTC
Val

CGT
Arg

CAA
Gln
355

TAC
Tyr

AGG
Arg
300

AGG
Arg

TCT
Ser

ARG
Lys

GAG
Glu

GAT

370

Lys

GTG
val
315

GCT
Ala

ACT
Thr

TGG
Trp

ATA
Ile

ATC
Ile

GTT
Val

GTT
Val
330

TGC

Cys

AARC
Asn

ACC
Thr

AAC TGG
Asn Trp

ACA GTG
Thr Val

GAC AAG
Asp Lys

ATA ACT
Ile Thr
345

CCA GCG
Pro Ala
360

ACT GTAAGATAAG ATTTTTCCGA

Thr

ATG AAG
Met Lys
305

AGC CCA TAC TAT GCC
Tyr Tyr Ala

Ser Pro
320

GGA GTT
Gly Val

GGG ATT GTG AAT GGC
Gly Ile Val Asn Gly

ACT GAC ARA TAC ACA
Thr Asp Lys Tyr Thr

15

GCT GGG ATA

Ala Gly Ile

GAA TTG GAC
Glu Leu Asp

335

350

365

TTA
Leu
310

CAA
Gln

AGT
Ser

ATG
Met

GAT
Asp

GAA
Glu

GAA
Glu
325

GTC
Val

GAT
Asp

GTC
Val

Lys Pro Val Lys
295

TCA
Ser

CTT
Leu

CTT
Leu
340

ACA
Thr

AARA
Lys

2333

2375

2414

2464
2507

2549

2588

2638
2685

2727

2769

2811

2853

2895

CTCCAGTATA 2940



HU 218 824 B

TACTAAATTA TTTTGTATGT TTATGAAATT AAARGAGTTCT TGCTAATCAA
AATCTCTATA CAG GTC ATG GAC GCA AAA CCT TTA CTA AAG GAG
Val Met Asp Ala Lys Pro Leu Leu Lys Glu

GCT
Ala

CCT
Pro

TCA
Ser

GAT
Asp

CTT
Leu
385

TTG
Leu

GAT
Asp

GTT
val

CAA
Gln

ATT
Ile
400

ATT
Ile

CAA
Gln

375

GCA GCA GTT
Ala Ala Val

GGC
Gly

TTC ATC
Phe Ile

CTT
Leu
415

GTT GCT
Ala Val

ATT
Ile

GTA GTC
Val Val
430

GGC TTG
Gly Leu
390

GGC AGA
Gly Arg
405

GCA ATT
Ala Ile

CTT
Leu

380

CCT GTT GAC
Pro Val Asp

CTT GAG GAG
Leu Glu Glu

CAC
His
420

AAG TTC
Lys Phe

GTAAGTACCA

AAG ARG
Lys Lys
395

ATC
Ile

AAA GGT
Lys Gly
410

CAG
Gln

ATC
Ile

GGA
Gly

TTG
Leu
425

AATGGACTCA

TGGTATCTCT CTTGTTGAGT TTACTTGTGC CGAAACTGAA ATTGACCTGC
TACTCATCCT ATGCATCAG

CAG
Gln

Lys
455

ACT
Thr

CCT
Pro

GAG
Glu

GGA
Gly

GCT
Ala
470

TGT
Cys

ATT
Ile

GTG
Val

GGT
Gly

GGT
Gly
485

GGA ACT GGC AAA AAG GAG TTT GAG

Gly Thr Gly Lys Lys Glu Phe Glu

GAA
Glu

CAG
Gln
445

Leu

GCA
Ala

AAA TTC
Lys Phe
460

GC?
Ala

GAT
Asp

TTT
Phe

CTC ATT CAG
Leu Ile Gln

CTC GAA GTG TTG

Glu Val

GTC
Val

AAT
Asn

ATG
Met
475

TTG
Leu

TTA
Leu

CAT
His
490

435

TAC
Tyr
450

CCT

Leu Pro

CCT
Pro

TTG
Leu

GCT
Ala
465

GTT
Val

CCA
Pro

AGC
Ser

GCT
Ala

ATG
Met

CGA
Arg

GTAAGAACCA GAAGAGCTTG TACCTTTTTA CTGAGTTTTT
TCATAAGACC TTGTTTTCCA TCTAAAGTTT AATAACCAAC
TGCAGCAAGC TTTTCATTTC TGAAAATTGG TTATCTGATT
CACATGTGAG TCAG GTA CCA ATC TGT GCA TCG ACT
Val Pro Ile Cys Ala Ser Thr

500

GTT GAC ACT GTG AAA GAA GGC TAT ACT GGA TTC
Val Asp Thr Val Lys Glu Gly Tyr Thr Gly Phe

GCC TTC AAT GTT GAA

510

Ala Phe Asn Val Glu

525

16

515

GTATGTGATT TTACATCAAT

440

AAC
Asn

AARA GCT
Lys Ala

CAC
His

ATG ATC
Met Ile

AGA
Arg
480

TTT GAA
Phe Glu

GGA ACA
Gly Thr
495

TAT
Tyr

AAAAARAGAR

TAAATGTTAC

TTAACGTAAT

GGT GGA CTT

Gly Gly Leu
505

CAT ATG GGA
His Met Gly
520

TGTGTACTTG

2990
3033

3075

3117

3159

3200

3250
3293

3335

3377

3419

3461

3511
3561
3611
3655

3697

3742
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TACATGGTCC ATTCTCGTCT TGATATACCC CTTGTTGCAT AAACATTAAC 3792
TTATTGCTTC TTGAATTTGG TTAG TGC GAT GTT GTT GAC CCA GCT 3837
Cys Asp Val Val Asp Pro Ala
530
GAT GTG CTT AAG ATA GTA ACA ACA GTT GCT AGA GCT CTT GCA 3879
Asp Val Leu Lys Ile Val Thr Thr Val Ala Arg Ala Leu Ala
535 540 545
GTC TAT GGC ACZ CTC GCG TTT GCT GAG ATG ATA AAA AAT TGC 3921
Val Tyr Gly Thr Leu Ala Phe Ala Glu Met Ile Lys Asn Cys
550 555 560
ATG TCA GAG GAG CTC TCC TGG AAG GTAAGTGTGA ATTTGATAAT 3965
Met Ser Glu Glu Leu Ser Trp Lys
565
TTGCGTAGGT ACTTCAGTTT GTTGTTCTCG TCAGCACTGA TGGATTCCAA 40135
CTGGTGTTCT TGCAG GAA CCT GCC AAG ARAR TGG GAG ACA TTG 4057
Glu Pro Ala Lys Lys Trp Glu Thr Leu
570 575
CTA TTG GGC TTA GGA GCT TCT GGC AGT GAA CCC GGT GTT GAA 4099
Leu Leu Gly Leu Gly Ala Ser Gly Ser Glu Pro Gly Val Glu
580 585 590
GGG GAA GAA ATC GCT CCA CTT GCC AAG GAA AAT GTA.GCC ACT 4141
Gly Glu Glu Ile Ala Pro Leu Ala Lys Glu Asn Val Ala Thr
595 600 605
CCT TAA ATGAGCTTTG GTTATCCTTG TTTCAACAAT AAGATCATTA 4187
Pro * % %
606
AGCAAACGTA TTTACTAGCG AACTATGTAG AACCCTATTA TGGGGTCTCA 4237
ATCATCTACA AAATGATTGG TTTTTGCTGG GGAGCAGCAG CATATAAGGC 4287
TGTAARATCC TGGTTAATGT TTTTGTAGGT AAGGGCTATT TAAGGTGGTG 4337
TGGATCAAARG TCAATAGAAA ATAGTTATTA CTAACGTTTG CAACTAAATA 4387
CTTAGTAATG TAGCATAAAT AATACTAGAA CTAGTAGCTA ATATATATGC 4437
GTGAATTTGT TGTACCTTTT CTTGCATAAT TATTTGCAGT ACATATATAA 4487
TGAAAATTAC CCAAGGAATC AATGTTTCTT GCTCCGTCCT CCTTTGATGA 4537
TTTTTTACGC AATACAGAGC TAGTGTGTTA TGTTATAAAT TTTGTTTAAA 4587
AGAAGTAATC AAATTCAAAT TAGTTGTTTG GTCATATGAA AGAAGCTGCC 4637
AGGCTAACTT TGAGGAGATG GCTATTGAAT TTCAAAATGA TTATGTGAAA 4687
ACAATGCAAC ATCTATGTCA ATCAACACTT AAATTATTGC ATTTAGAAAG 4737
ATATTTTTGA GCCCATGACA CATTCATTCA TAAAGTAAGG TAGTATGTAT 4787
GATTGAATGG ACTACAGCTC AATCAAAGCA TCTCCTTTAC ATAACGGCAC 4837
TGTCTCTTGT CTACTACTCT ATTGGTAGTA GTAGTAGTAA TTTTACAATC 4887
CAAATTGAAT AGTAATARGA TGCTCTCTAT TTACTAAAGT AGTAGTATTA 4937
TTCTTTCGTT ACTCTAAAGC AACAAAA 4964

SZABADALMI IGENYPONTOK jaba egy olyan fragmentumot tartalmazé génkonstruk-
ciot juttatunk be antiszensz iranyban, mely a szemcseko-

1. Eljarés a burgonyédban valé amilézképz6dés gatla- tott keményitoszintetdz képzGdéséért felelds gént kodol-
sara, azzal jellemezve, hogy a burgonyat génsebészeti ja (GBSS gén), ahol a fenti fragmentum az 1., 2. vagy 3.
uton gy modositjuk, hogy a burgonyaszovet genom- 60 azonosité szami nukleotidszekvencidval azonos vagy
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azok béarmelyikének komplementerével sztringens ko-
riilmények kozott hibridizalodni képes szekvenciat €s
CaMV 358, patatin I vagy GBSS promotert tartalmaz.

2. Eljaras amilopektin tipust természetes keményi-
t6 elballitasara, azzal jellemezve, hogy a 14. igénypont
szerinti burgonyagumabol allitjuk eld.

3. Eljaras amilopektin tipusi keményitészarmazék
el6allitasara, azzal jellemezve, hogy a 14. igénypont sze-
rinti burgonyagumobél elballitott keményit6t allitunk
elé, majd Oonmagdban ismert kémiai, fizikai vagy
enzimatikus eljardssal modositjuk.

4. A burgonya szemcsekotott keményitSszintetaz
(GBSS) enzimét kodold gén fragmentuma, azzal jelle-
mezve, hogy a fragmentum lényegében az 1., 2. vagy 3.
azonosité szadmu nukleotidszekvencidt tartalmazza.

5. A burgonya szemcsekotott keményitdszintetaz
(GBSS) enzimét kodolé gén promotere, azzal jellemez-
ve, hogy a promoter gumospecifikus és lényegében a 4.
azonosité szamu nukleotidszekvenciat tartalmazza.

6. A burgonya szemcsekotott keményitszintetaz
(GBSS) enzimét kodold gén fragmentuma, azzal jelle-
mezve, hogy lényegében az 5. azonositd szamG nukleo-
tidszekvenciat tartalmazza.

7. Antiszensz konstrukcio a burgonya szemcsekotott
keményitdszintetaz gén expressziojanak gatlasara, azzal
Jjellemezve, hogy tartalmaz a) egy promotert €s b) anti-
szensz iranyban szemcsekotott keményitszintetdz gén-
bél szarmazd, 1ényegében az 1., 2. vagy 3. azonosit6 sza-
mu nukleotidszekvencidval azonos szekvencidju frag-
mentumot, vagy egy, annak komplementerével sztrin-
gens koriilmények kozott hibridizalni képes szekvenciat.

10

15

20
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8. A 7. igénypont szerinti antiszensz konstrukcio, az-
zal jellemezve, hogy a promoterszekvencidja 1ényegé-
ben a 4. azonositd szamt nukleotidszekvenciat tartal-
mazza.

9. A 7. igénypont szerinti antiszensz konstrukcio, az-
zal jellemezve, hogy a promoter a CaMV 35S promoter
és a patatin I promoter barmelyike.

10. A burgonya szemcsekotott keményitészintetdzt
(GBSS) kodold gén egyik fragmentumat hordozo vek-
tor, azzal jellemezve, hogy a fragmentum lényegében
az 1., 2. vagy 3. azonosité szamu nukleotidszekvenciak
vagy funkcionalis szarmazékai koziil egyet vagy tobbet
tartalmaz, és antiszensz iranyban helyezkedik el.

11. A 10. igénypont szerinti vektor, azzal jellemez-
ve, hogy a 7-9. igénypontok szerinti antiszensz konst-
rukcidok barmelyikét tartalmazza.

12. Burgonyanovény sejtje, azzal jellemezve, hogy
a genomja a 7—9. igénypontok szerinti antiszensz konst-
rukciok barmelyikét tartalmazza.

13. Burgonyandvény, azzal jellemezve, hogy a ge-
nomja a 7-9. igénypontok szerinti antiszensz konstruk-
ciok barmelyikét tartalmazza.

14. Burgonyagumo, azzal jellemezve, hogy genom-
ja a 7-9. igénypontok szerinti antiszensz konstrukciok
barmelyikét tartalmazza.

15. Burgonyandvény magja, azzal jellemezve, hogy
a genomja a 7—9. igénypontok szerinti antiszensz konst-
rukciok barmelyikét tartalmazza.

16. Burgonyamikrogumok, azzal jellemezve, hogy a
genomja a 7-9. igénypontok szerinti antiszensz konst-
rukciok barmelyikét tartalmazza.
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