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A talalmany targyat névények, kiiléndésen a Gramineae
csaladba tartozé ndvények javitott transzformalasi elja-
rasa képezi Agrobacteriummal olyan kérlimények ko-
z6tt, mely meggatolja az Agrobacterium altal kivaltott
nekrozist (AIN). A transzformalast egy olyan szer jelen-
Iétében hajtjak végre, mely gatolja az AIN-t és/vagy
egy olyan Agrobacterium torzs alkalmazasaval, mely
nem indukal nekrézist.

A leiras terjedelme 22 oldal

A taldimany magaban foglalja a heterolog AIN-
szekvenciat tartalmazé novényeket, névényi sejteket
es széveteket, valamint a transzformalasnal alkalmaz-
haté, AIN-gatlo szert tartalmazé tenyésztGkozeget is.

A taladlmany targyat képezik az AIN-t nem vagy
csak kismeértékben kivaltd Agrobacterium tbrzsek és
eléallitasuk is.
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A talalmany ndvények transzformalési eljarasara vo-
natkozik Agrobacterium alkalmazasaval, a transzfor-
malast egy olyan szer jelenlétében hajtjuk végre, mely
gatolja az Agrobacterium altal kivaltott nekrézist
es/vagy egy olyan Agrobacterium torzs alkalmazasaval
hajtjuk végre, mely nem indukal nekrozist.

Az idegen genetikai anyag névényekbe juttatasa-
nak elsé moédszere, mely még mindig a leggyakrabban
hasznalt modszerek egyike, az Agrobacterium spp.
természetes transzformacios rendszerét hasznalja fel
rekombinans Ti (tumorindukalo) vagy Ri (gyokerindu-
kalo) piazmidokat alkalmazva, melynél a T-DNS tartal-
mazza a kivant gént. A kivant gén a névény genetikai
anyagaba ugyanolyan mechanizmussal épii! be, mint
ami az onkogének vagy opinbioszintézis-gének beépi-
tésére szolgald természetes rendszerben alkalmazas-
ra kerdil.

Mig az Agrobacterium-transzformacié azokban a
novényekben jol mikadik, melyeket az Agrobacterium
természetesen is fertéz és transzformal a természet-
ben, hogy tumorokat és/vagy hajszalgyékereket képez-
zen, mas ndvenyekben nem miikédik jol. Példaul a pa-
zsitflivek csalddjanak (Gramineae) tagjairdl, mint pél-
daul a kukoricarol tudjuk, hogy nem képeznek tumort
amikor Agrobacteriummal fertdz8dnek, és altalanosan
bizonyitott, hogy nagymértékben ellendlinak az Agro-
bacterium-transzformaciénak. Ishida és munkatarsai
[Nature Biotechnology 74, 745-750 (1996)] egy adott
kukoricavonalbol (A188) és hibridjeibél szarmazé emb-
riok transzformalasardl szamolnak be ,szuperbinaris”
vektorokkal rendelkezd Agrobacteriumot alkalmazva,
de ezeknek az eredményeknek a reprodukalhatésaga,
és ennek a rendszernek az alkalmazhatosaga mas ku-
koricavonalaknal és/vagy mas vektorokat hordozé Ag-
robacteriumot alkalmazva nem tisztazott. Beszamoltak
mar kukorica olyan Agrobacterium-transzformaciojarol
is, melynél célszovetként az apikalis merisztémat hasz-
naltak, viszont az apikalis merisztéma célszdvetként
kevésbeé alkalmas 6sszehasonlitva példaul az embrio-
gén Kallusszal, és ezért ez a mdédszer nem annyira op-
timalis. Bar néhany kétszik( novény, mint példaul a
sz616, szoja vagy paprika a természetben fogékony az
Agrobacterium-fertézésre és a tumorképzésre, transz-
formalasuk faboratoriumi korlilmények kézétt nehéz-
nek bizonyult, mivel ugy tlnik, hogy a transzformécio-
hoz és regeneraciora szolgalo célszévet gyengén vala-
szol az Agrobacterium-fertézésre. Az, hogy az Agro-
bacterium-fert6zéssel és -tumorképzéssel szembeni
rezisztencia mechanizmusait nem értjik, megakada-
lyozza, hogy megtaldljuk a megoldast, vagy akarcsak
helyesen megbecsiiljtk az Agrobacterium-transzfor-
mécié problémajat az Agrobacterium-transzformacio-
nak ellendllé ndvényekben, mint példaul a Gramineae-
ban.

Meglepé médon felismertiik, hogy az Agrobacte-
rium képes apoptotikus nekrdzis indukalasara a nové-
nyi sejtekben, kiiléndsen a Gramineae csaladban, pél-
daul kukoricaban. Olyan eljarasokat is kidolgoztunk,
melyekkel nekrozis kivaltasara kevésbé kompetens
Agrobacteriumok szelektalhatdk és hozhatok létre, va-
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lamint eljarasokat dolgoztunk ki a nekrézisos valaszok
gatlasara a transzformalandé sejtekben.

Ugy tinik, hogy az Agrobacterium-fertézéskor a
nekrézis a Gramineae-sejttenyészetben egy programo-
zott sejthalal, mellyel a sejt, nyilvanvaléan egy szignalt-
ranszdukciés mechanizmuson keresztiil, sajat halalat
iranyitja. Ez kiilbnbozik a passziv sejthalaltdl, azaz a
nekrozistol, mely a membran épségének felbomlasabél
es ezt kdvetd duzzadasbdl all, és lizist eredményez,
peldaul ahogy a kiilonb6z6 toxinos kezeléseknél latha-
t6. A programozott sejthaldlon atesé sejtek jellegzetes
morfoldgiai valtozasokat és DNS-fragmentaciét mutat-
nak, melyek egyittesen az apoptozis folyamatat hata-
rozzak meg, és ez egy olyan mechanizmuson keresztiil
hajtédik végre, mely de novo génexpressziét foglal ma-
gaban. Az apoptdzis allati sejteknél leirt sztereotip jel-
lemzéi a zsugorodas, a sejt-sejt kapcsolat elvesztése a
szervezett szévetekben, a sejtmag és a kromatin kon-
denzacidja, a DNS fragmentacidja (DNS ,laddering”),
és sejtmag- és membranholyagosodas. Kimutattuk,
hogy az Agrobacterium egyiitt tenyésztése kukorica-
vagy buzaszdvetekkel egy olyan folyamatot eredmé-
nyez, mely er6sen analdg az allati sejtekben eléforduld
apoptdzissal, ahol a sejthalalt a DNS oligonukleoszo-
malis fragmentumokka hasadasa és meghatarozott
morfoldgiai valtozasok jellemezik. Agrobacterium-ferté-
zésnek kitett kukoricasejtekben a Ca2* megndveli a
DNS-fragmentaciot, mig a ZnZ*-nak ellenkez6 hatasa
van, mely parhuzamban all az allati sejtekben ezeknek
a kétértéku kationoknak a DNS-hasitasért felelés en-
dogén endonukleazokra gyakorolt hatasaval az apop-
tozis alatt. Ezt a fragmentaciét cikloheximid hozzaada-
sa is megndveli, mely bizonyitja, hogy a folyamat de
novo génexpressziét igényel. Eddig még nem szamol-
tak be programozott sejthalalrél az Agrobacterium-fer-
t6zésre adott valaszban.

Tovabba azt is felismertiik, hogy a Gramineae-ban
medfigyelt Agrobacterium altal kivaltott nekrozis (AIN)
AIN-gatl6 szerekkel, kémiai vegyiiletekkel, mint példaul
eziist-nitrattal, vagy a transzformalandé sejtbe stabilan
integralt vagy atmenetileg miikod6éképes nukleotid-
szekvenciakkal gatolhaté. Agrobacterium-gy(jtemény
szlirésével azt is felismertiik, hogy az Agrobacterium
torzseknek véltozik a nekroziskivaltasi képességiik, igy
kivalaszthatok azok a térzsek, melyek alkalmasak az
ellenallé névények, mint példaul Gramineae transzfor-
malasara.

Kévetkezésképpen a talalmany a kdvetkezd, kilén-
bdz6 megvalositasi modokat foglalja magaban:

1. Eljaras ndvényi sejt transzformalasara egy kivant
génnel, mely eljaras soran az emlitett névényi sejtet
Agrobacterium-fertdzésnek tessziik ki olyan koriilmé-
nyek kdzétt, mely meggatolja az AIN-t, azaz egy AIN-
gatlé szer vagy hdsokk-kezelés jelenlétében, ahol az
emlitett Agrobacterium egy vagy tébb kivant gént tar-
talmazo plazmidot (vektort) tartalmaz.

1.1. Az elébb emlitett eljaras egyik megvalésitasi
modjaban az AIN-gatié szer egy kémiai inhibitor. A ké-
miai inhibitor elénydsen a kdvetkez6kbdi allé csoport-
bol kivalasztott vegylet: etiléninhibitorok (példaul 2,5-
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norbornadién, norbornén, eziist-tioszulfat, és eziist-nit-
rat), etilénszintézis-inhibitorok (példaul amino-etoxi-vi-
nil-glicin (AVG), kobalt sok, acetil-szalicilsav vagy szali-
cilsav), gibberelinantagonistak (példaul abszcizinsav
(ABA) és foszfatazinhibitorok (példdu! okadainsav).
Még elénydsebben a kémiai inhibitor egy etiléninhibi-
tor, elénydsen ezist-nitrat. A fehérjék és peptidek is
miikddhetnek kémiai inhibitorként. Természetben elé-
fordulé fehérjék példaul a DAD-1, az apoptdzis bakulo-
virusinhibitorai (IAP-ok), bakulovirus p35, vagy az
apoptozis kivaltasara képes kaszpazok szintetikus
peptidanalégjai. Egy kémiai inhibitor alkaimasan hata-
s0s koncentréacioban van jelen, példaul az eziist-nitrat
0,1-20 mg/l, elénydsen 1-10 mg/l koncentracidban.

1.2.1. Ennek az eljarasnak egy alternativ megvalo-
sitsi modjaban az AIN-gatlé szer egy nukleotidszek-
vencia. Az AIN-gatlé nukleotidszekvencia az AIN-t kiz-
vetlenill vagy egy AIN-gatlo fehérjét kédolé AIN-gatlo
MRNS-t kédolva gatolhatja. Példaul ez egy antiszensz
oligonukleotid vagy egy antiszensz mRNS-t kodolé gén
lehet, mely antiszensz egy nekrézissal kapcsolatos en-
zimet (példaul proteazt, kinazt vagy foszfatazt) vagy
szabalyozofehérjét kodold génnel. Alternativ lehetéség-
kent egy olyan gén kodolorégiéjat tartalmazhatja, mely
képes az apoptozis gatlasara egy névényekben exp-
resszalni képes promoter szabalyozasa alatt, példaul
egy novényi expressziora képes promoter altal szaba-
lyozott emlSs bel-1 gén kédolérégidja, egy bakulovirus-
bdl szarmazé apoptozisgatldo gén kodolorégidja, mint
példaul p35 vagy plAP, vagy egy, a névényben a be-
tegségvalaszt gatolni képes gén, példaul nahG, dad-1
vagy mlo. Az AIN-gatlo fehérjét kifejezé AIN-gatlé nuk-
leotidszekvenciat adott esetben a gazdanévényben
valo expressziohoz adaptalhatjuk ugyanezt a fehérjét
kédold szintetikus nukleotidszekvencia készitésével, de
olyan kodonokat alkalmazva, melyeket a gazdanévény
elényben részesit, és elkeriilve azokat a nukleotidszek-
vencidkat, melyek hatassal vannak az optimalis ex-
pressziora a névényi gazdaban, ilyenek példaul a polia-
denildciés szignalok vagy a kédolérégion beliili splice
helyek. Ezt az eljarast példaul az US 5 380 831 vagy
US 5610042 szaml amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi leirasban leirt médszerekkel analég médon
hajthatjuk végre.

1.2.2. Az AIN-gatlé nukleotidszekvencia a transz-
formalandé ndvény genomjaba stabilan beépiilhet,
vagy atmenetileg lehet jelen, és azon idSpont kériil le-
het mikodoképes, amikor a sejtet az Agrobacterium-
fertézésnek kitessziik. Atmeneti expressziét érhetiink
el egy olyan agroinfekciés rendszert alkaimazva,
amelyben a T-DNS egymas utan két geminivirust hor-
doz, ugyhogy az AIN-gatlé nukleotidszekvenciat hordo-
26 virdlis replikon a sejtben replikalodhat. Ebben a
rendszerben a virus jellemzéen nem integralodik a n6-
vényi genomba, de nagy szamban replikalodik, &s ma-
gas szintl atmeneti expressziot biztosit. A sejteket,
melyeket el6kezeltiink abbdl a célbél, hogy reziszten-
sek legyenek a nekrozissal szemben, ezutan a kivant
gént tartalmazo Ti plazmidokkal rendelkezé Agrobacte-
riumot alkalmazva transzformalhatjuk, és a kivant gén
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a genomba fog integralédni, mig a virus a regeneracio
soran kihigul, és nem fog &tjutni a magba. Igy a fertd-
z6tt ndvény utddai és leszarmazottai stabilan transzfor-
maltak a kivant génnel, de az AIN-gatl6 nukleotidszek-
venciaval nem. Atmeneti expresszié érhetd el alterna-
tiv modon rovid AIN-gatlé oligonukleotidszekvenciak,
példaul antiszensz szekvencidk beépitésével a no-
vénybe.

1.3. Egy tovabbi alternativ megvaldsitasi médban
az AIN-t a transzformalanddé névényi szévet hdsokk-
kezelésével csokkentjuk vagy gatoljuk, mielétt az Agro-
bacteriurnmal egyiitt tenyésztenénk. A hésokk-kezelést
40-50 °C-on, el6nydsen 42-48 °C-on hajtjuk végre,
kukoricanal az elényds hémeérséklet 45 °C. A kezelés
2-10 percig és el6ny6sen 4-8 percig tart.

2. Eljaras fertilis, transzgenikus névény eléallitasa-
ra, mely soran a névényi szbvetet a fenti 1. eljarassal
transzformaljuk, és az igy transzformalt szévetet rege-
neraljuk. Eiénybsen a szbvetet éretlen embridk és
embriogén kallusz koz(il valasztjuk ki, példaul a szévet-
kukorica I. tipusu kallusz. Ahol a szévet éretlen embrio,
az eljaras el6nydsen tartalmazza az embridk kallusz
iniciacios kézegre helyezését is az Agrobacteriumos
kitevés elétt vagy utan, és az igy kapott embriogén kal-
luszbdl a névény regeneralasat. ElGnydsen a kivant
gén (vagy kéziilik egy) egy szelektalhatd vagy jelz6-
(scorable) marker, mely lehetové teszi a transzformalt
sejtek, transzformalt szévetek és/vagy transzformalt
névények szelekcidjat vagy azonositasat.

3. Egy AIN-gatlo szer, példaul az AIN egy kémiai in-
hibitoranak (példaul egy etiléninhibitornak, példaul
ezist-nitratnak) vagy egy AIN-gatlé nukleotidszekven-
cianak (példaul egy AIN-gatic mRNS-t vagy fehérjét
kddolonak) alkalmazasa egy ndvény, vagy annak szo-
vete vagy sejtje Agrobacterium-transzformacios eljara-
saban, vagy egy fertilis transzgenikus novény eldallita-
si eljdrasban, példaul egy fenti 1. vagy 2. eljaras sze-
rint.

4. A fenti 2. eljaras szerint elGallitott transzgenikus
ndvény, vagy annak magjai vagy utédai.

5. Névény, ndvényi szdvet vagy névényi sejt, mely
AIN-t gatlé heterolog eredetl nukleotidszekvenciat,
példaul egy szintetikus nukleotidszekvenciat, vagy egy
eltér6 fajba tartozé szervezet genomjabdl szarmazé
nukleotidszekvenciat tartaimaz.

6. Novényi sejtek vagy szdvetek tenyészete, pél-
daul Gramineae transzformalasaban valé felhaszna-
lasra, mely tartalmaz

a) egy AIN keémiai inhibitort,

b) egy kivant gént tartalmazé plazmidot tartaimazé
Agrobacteriumot, és

c) vizet és létfontossagu sokat.

A kémiai inhibitor alkalmasan nekrozisgatlo kon-
centracioban van jelen. A kémiai inhibitor elénydsen a
kdvetkezdkbdl allo csoportbdl kivalasztott vegyiilet: eti-
Iéninhibitorok (példaul 2,5-norbornadién, norbornén,
ezlst-tioszulfat, és ezUst-nitrat), etilénszintézis-inhibi-
torok (példaul amino-etoxi-vinil-glicin (AVG), kobaltsok,
acetil-szalicilsav vagy szalicilsav), gibberelinantagonis-
tak (példaul abszcizinsav (ABA)) és foszfatazinhibito-
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rok (példaul okadainsav). Legelénydsebben a kémiai
inhibitor ezlist-nitrat, példaul 0,1-20 mg/l, elénydsen
1-10 mg/ml koncentracidban. Az létfontossagu sk op-
timalis dsszetétele és koncentracidja a szakterlileten
ismert, és az valamennyit valtozhat a fajtdl, a sejt vagy
szovet tipusatdl és fejlddési allapotatél fiiggéen, és al-
talanossagban a tapkézeg ion- és tapanyag-koncentra-
ciojat (példaul nitratok, kaliumionok, foszfatok, kalcium-
ionok, magnéziumionok, natriumionok és kldrionok)
olyan szinten tartjuk, melyet a névényseijtek és az Ag-
robacterium jél toleral. A tenyészté tapkézeg tetszéle-
gesen tartalmazhat még egyéb tapanyagokat (példaul
cukrokat, példaul szachardzt), vitaminokat, aminosava-
kat, hormonokat és mas komponenseket (példaut 2,4-
D-t), melyek a novénysejt- vagy szdvettenyésztés
szakterilletén ismertek. A névény elényésen a Grami-
neae csalad tagja, példaul kukorica. A sejtek és a szo-
vetek eldnybsen embriogén kalluszbdl, példaul 1. tipu-
su vagy ll. tipusu kalluszbdl allnak.

7. Eljaras egy Gramineae csaladba tartozé névény
totipotens sejtjének transzformalasara, mely soran a
totipotens sejtek populaciojat vagy totipotens sejteket
tartalmazé szdvetet olyan Agrobacterium-fertézésének
tessziik ki, mely egy vagy tébb kivant gént tartalmazo,
egy vagy tébb plazmidot tartalmaz, ahol az Agrobacte-
rium egy olyan tdrzsbe tartozik, mely nem indukal je-
lentés mértéki nekrozist az emlitett populacioban a ki-
tevés ideje alatt, és olyan koncentréciéban, mely ele-
gendd az emlitett sejt transzformacidjanak végrehajta-
sahoz. A szdvet eldnydsen nem apikalis merisztéma,
peldaul elénydsen differencialatlan szévet, példaul ki-
helyezett zigéta allapotd embridk vagy embriogén kal-
lusz, elénydsen iniciacios fazis alatti embriogén kallusz
(példaul az iniciacids tapkdzegre helyezéstél 28. napig,
elényésen a 14. napig) vagy sorozatosan szaporithaté
embriogén kallusz, példaul 1. tipusu vagy Il. tipust kal-
lusz.

8. Eljgras egy Agrobacterium t6rzs alkalmassaga-
nak meghatarozasara, hogy egy Gramineae csaladba
tartozé ndvény regeneralhaté sejtjiének transzformala-
saban felhasznélhat6-e, oly médon, hogy a névény re-
generalhato sejtieinek emlitett populaciojat az Agro-
bacterium térzs fertézésének kitesszlk, és megfigyel-
jik vagy meghatarozzuk a nekrozis mennyiségét az
emlitett sejtpopulacioban.

9. Agrobacterium torzs, melyet genetikailag ugy
modositottunk, hogy lecsdkkenjen vagy megszinjén
az Agrobacterium nekrozisfaktor-expresszidja; vagy
egy ilyen médositott torzs szarmazéka. Az Agrobacte-
rium-nekrozisfaktor egy olyan hélabilis faktor, melyet
nekrézis, példaul programozott sejthalal indukalasara
képes, koncentralt feliiluszéban figyeltek meg kukori-
caembriokban.

Az Agrobacterium és kukoricasejtek kdzotti inkom-
patibilitas valésziniileg tobb genetikai komponenst tar-
talmaz. Taldlmanyunk harom clyan Agrobacteriumbdl
szarmazo geént ir le, mely a kukoricaszévetek sejthalal-
valaszaban részt vesz. Ezeket az Agrobacterium BAC-
kényvtaranak szirésével azonositottuk. 3 fiiggetien
BAC-rél allapitottuk meg, hogy sejthalait valtanak ki, és
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homolégiat mutatnak a xylA-xyIB, virB1 és acvB-vel.
Lehetséges, hogy az ismertetett gének az Agrobacte-
rium kukoricaszdvettel szembeni inkompatibilitasaert
felelés géneknek csak egy alcsoportjat alkotjak. A talal-
many szerinti eljarasokban alkalmazott névényseit eld-
nydsen egy olyan ndvényfajbdl vagy fajtabdl szarma-
zik, mely nem képez gyokérgolyvat vagy hajszalgydke-
reket az Agrobacteriumos transzformaciokor. Elényd-
sen a ndvényfaj a pazsitfifélék csalddjanak (Grami-
neae) tagja, legelénydsebben kukorica vagy buza, kii-
I6ndsen kukorica. A ndvénysejt elénydsen egy totipo-
tens sejt, azaz egy olyan sejt, mely képes névénnyé re-
generalddni, elénydsen egy fertilis nGvénnyé. Totipo-
tens sejtek vannak jelen példaul az éretlen embridkban
és az embriogén kalluszban. A célszévet elénybsen az
apikalis merisztématol eltérs. ElGnyosebben a célszé-
vet nem differencialt szvetet, példaul kihelyezett zigo-
tas embridkat vagy embriogén kalluszt tartalmaz. Az
embriogén kallusz lehet az embriéhoz kapcsolodé kal-
lusz a kallusziniciacios fazis alatt (példaul az éretlen
embrié iniciacids tapkozegre helyezésétdl szamitott 28.
napig tart6 idészak alatt, elony6sen a 14. napig), vagy
lehet sorozatosan szaporithaté embriogén kallusz, pél-
daul I. vagy Il. tipusu kallusz. A talalmanyban térténé
felhasznalasra a kukorica |. tipusu kalluszat részesitjiik
elényben, mely totipotens sejteket tartalmaz.

Az Agrobacteriumot eldnydsen A. tumefaciens és A.
rhizogenes kozil valasztjuk ki. El6nyosen az Agrobac-
terium torzs egy A. tumefaciens torzs, legelénybsebben
egy nopalinhasznosito torzs. Amikor az Agrobacterium
torzs egy A. rhisogenes tbrzs, az elénydsen egy agro-
pin- vagy mannopinhasznosité térzs. Legelényésebben
az Agrobacterium egy olyan Agrobacterium, mely nem
indukal nekrozist a Gramineae-ban, példaul az A. tu-
mefaciens A és B torzse kozll kivalasztott Agrobacte-
rium. Az A és B Agrobacterium toérzseket az American
Type Culture Collectionnal (ATCC), 12 301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland 20 852/USA, ATCC 55 964,
illetbleg 55 965 szamokon 1997. méajus 2-an, a Buda-
pesti Szerz4dés szerint letétbe helyeztiik.

A kivant gén eldnydsen egy herbicidrezisztencia,
betegségrezisztencia vagy inszekticidrezisztencia gén-
je, vagy egy szelektalhaté vagy jelzGmarker, és egy no-
vényben miikddéképes promotert, egy kodolérégiot és
egy 3’ terminatorrégiot tartalmaz. A herbicidreziszten-
cia-gének az AHAS-gént foglaljak magukban imidazo-
linnal vagy szulfonil-karbamid-herbicidekkel szembeni
rezisztencidhoz, a pat- vagy bar-gént a bialafosz vagy
glufozinattal szembeni rezisztenciahoz, EPSP-szintaz-
gént a glifozattal szembeni rezisztenciahoz stb. A be-
tegségrezisztencia-gének antibiotikumszintézis-enzi-
meket, példaul pirolnitrinszintézis-enzimeket, névényi
eredet(i rezisztenciagéneket, és hasonloakat foglalnak
magukban. A rovarrezisztencia-gének Bacillus thurin-
giensisbdl szarmazo inszekticid fehérjék génjeit foglal-
jak magukban.

A szelekcios markerek herbicidrezisztencia-géne-
ket és antibiotikum- (példaul higromicin vagy kanami-
cin) rezisztencia-géneket foglalnak magukban, vala-
mint pozitiv szelekcios markereket, mint példaul a
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mannéz foszfatizomeraz-génjét. A jelzémarkerek
kénnyen mérhet6 enzimek génjeit foglaljak magukban,
mint amilyen példdul a gus-gén és a cat-gén. A plazmid
tobb mint egy kivant gént tartalmazhat, ésivagy az Ag-
robacterium kilénb6zé kivant génekkel rendelkezé,
kilbnb6zé plazmidokat tartalmazhat.

Az Agrobacterium altal indukalt nekrozis (AIN) kife-
jezés, ahogy a leirasban hasznaljuk, barmilyen Agro-
bacterium altal kbzvetitett sejthalalra vonatkozik, és kii-
I6ndsen az Agrobacterium éltal indukalt programozott
sejthalalt foglalja magaban.

Példak

1. példa A nekrézis hatasmechanizmusa

Agrobacterium-fertézésnek kitett kukoricéban

a) Kukoricanekrézis kimutatasa Agrobacterium

jelenlétében, a nekrézis dohényban nem

mutathaté ki

A kukorica-embriogénkallusz és -embriok kiilénd-
sen nehezen kezelhet6 szévetnek bizonyultak az Agro-
bacteriumos transzformacié szempontjabdl. A kévetke-
z§ kisérletekben HE/89 kukorica beltenyésztett vonala-
kat (Zea mays L.) és egy itt Elite 1-nek nevezett vona-
lat hasznalunk. A HE/89 kukoricavonal morzsalékos
embriogén kalluszat Gunter Donn bocsajtotta rendel-
kezésiinkre. A HE/89-t Mérocz S., Donn, G., Németh J.
és Dudits D. irta le [Theor. Appl. Genet. 80, 721-726
(1990)]. Az Elite 1 egy Novartis tulajdonii B73-rokon
elit vonal. Az Elite 1 szuszpenzids tenyészetét éretlen
embridkbdl kivalasztott morzsalékos embriogén kal-
luszbdl inicialjuk. A HE/89 vonalat egy mddositott folyé-
kony N6 tapkdzegben ndvesztjik, mely 500 mg/ml
Bacto triptonnal, 30 g/l szachar6zzal és 0,5 mg/ml 2,4-
diklor-fenoxi-ecetsavval (2,4-D) van kiegészitve (N6M).
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Az Elite 1 vonalat 30 g/l szachardzzal és 2 mg/t 2,4-D-
vel kiegészitett N6 folyékony tapkdzegben [Chu et al.
(1975)] ndvesztjik (2N63S). 2 mg/l 2,4-D-vel és sza-
charézzal (30 g/l) kiegészitett Murashige és Skoog tap-
kdzegben (MS3S) ndvesztett NT-1 Nicotiana tabacum-
sejtvonalat hasznalunk Agrobacterium-érzékeny kont-
rollként. A szuszpenzios tenyészeteket folyékony tap-
kdzegben tartjuk fenn egy forgd razokészllékben
(120 rpm), és 7 naponta altenyészetekbe visszlk at.

A baktériumokat YP tapkdzegben (5 g/l élesztékivo-
nat, 10 g/l pepton, 5 g/l NaCl, pH=6,8) 24 dran &t
28 °C-on novesztjik. A baktériumokat lecentrifugaljuk,
és megfeleld névényi tapkézegben Ujraszuszpendal-
juk. Az Elite 1, HE/89 és NT-1 névénysejtek inokulal-
asahoz a baktériumokat 2N63SM, N6M, illetdleg MS3S
folyékony tapkdzegben Ujraszuszpendaljuk.

Nem sokkal a kukorica-embriogénkallusz inokulal-
asa utan, a sejtek koziil sok nekrotikussa valik (1. tab-
lazat). Nekrézist figyelink meg a kezelt embriogén
kalluszoknak egy baktériumoktdl mentes, cefotaxim-
tartalmu tapkdzegbe tértént atvitele utan is. A kukori-
casejteknek az Agrobacterium nagyon hig tenyésze-
teivel nagyon rovid ideju egyitt tenyésztése is elegen-
d6é ahhoz, hogy az az Elite 1 beltenyésztett kukorica
nekrotikus valaszat vagy névekedésének gatlasat valt-
sa ki. A HE/89 embriogén kalluszoknal a rovid egytitt
tenyésztési id6 a nekrotikus valtozast valamilyen mér-
tékben lecstkkentette, de teljesen nem gatolta meg a
nekrozist. A kontrollkisérletekben a cefotaxim nem
okozza a kukoricasztvet nekrotikussa valasat. Tehat
ugy tinik, hogy a nekrotikus hatds az Agrobacterium
és a kukoricakalluszok kozotti kdlcsénhatas kévetkez-
ménye. Kontrollként NT1 dohanysejteket is Agrobac-
teriummal inokulalunk, és nem figyeliink meg nekroge-
nezist.

1. tablazat
Szuszpenziés névénysejtek egylitt tenyésztése LBA4404-gyel

HE/89 Elit

2 nap 4 nap 7 nap 2 nap 4 nap 7 nap
Nincs Agrobacterium - - - - - -
0D=0,2
10 perc - - + - + +
1 6ra - - + - + 4
24 6ra - + + + + ++
48 ora + + ++ + ++ -+
OD=1
10 perc - + + + + +
1 6ra - + + + + 4+
24 6ra + + ++ + ++ 4
48 6ra + + ++ ++ +++ +H++

Folyékony tapkézegben fenntartott HE/89 kukorica
és egy sajat elit beltenyésztett kukorica morzsalékos

60

embriogén kalluszat Agrobacteriummal inkubaljuk
10 percig, 1 oran, 24 6ran vagy 48 éran at, miel6tt ce-
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fotaximtartalm( taptalajra helyezziik. A jelélt optikai
sirliségnél (OD=600 nm) 50 pl baktériumot adunk az
10 ml pakolt sejttérfogatot tartalmazé szévettenyészté-
si tapkézeghez. Ha a tenyészetet két napnal tovabb
akarjuk inkubalni, a baktériumokat kimossuk, és a n-
vényseijteket ugyanilyen, cefotaximmal (250 mg/l) ki-
egeszitett tapkdzegben Ujraszuszpendaljuk. A nekro-
zis meglétét vagy hianyat az inokulalas utani 2., 4. és
7. napon feljegyezziik, és nekrozis intenzitasat a ko-
vetkez6képpen fejezziik ki: + a nekrézis ritkan alakul
ki; ++ gyenge nekrdzis; +++ erds nekrdzis; ++++ na-
gyon erds nekrozis.

b) A programozott sejthalal bizonyitékai

Az Agrobacterium altal indukalt sejthalal mechaniz-
musanak meghatarozasara kukoricaszévetben, geno-
mi DNS-t extrahalunk névényi szuszpenzids sejtekbél,
melyeket az Agrobacteriumos inokulalas utan 24 vagy
48 oraval gy(ijtink &ssze. Az Agrobacterium-fertbzés
DNS-fragmentaciot okoz mindkét kukoricavonalban,
egy internukleoszomalis fragmentaciora jellemz6 min-
tazattal, melyet a programozott sejthalal korai jelének
tekintjlik. A kontroll-kukoricasejtek és dohanyseitek,
melyeket csak tenyésztékdzegben tartunk fenn, nem
mutatnak DNS-fragmentaciot ezek kdzott a kdriilme-
nyek kdzétt. A kukoricasejtek inokulalasa E. colival
vagy autoklavozott Agrobacterium-sejtekkel, nem okoz
DNS-fragmentaciot. Tovabba a programozott sejthala-
lon atesd kukoricasejtek nem képesek friss kukorica-
embriogénszdvetek sejthalalat kivaltani.

Az Agrobacterium dltal kivaltott DNS-fragmentacio
tovabbi bizonyitékat kapjuk a folyamat Zn2*- és Ca2*-
érzékenységének vizsgalataval. A HE/89 sejtvonalban
a Ca?* megnévelte a DNS-létrak intenzitdsat, mig a
Zn2* jelentdsen lecsdkkentette a genomi fragmenta-
ciét. Ezek a jellemzdk teliesen Gsszhangban allnak
ezeknek a kétértékl kationoknak az apoptézis alatti
DNS-hasadasért felelés endogén endonukleazokra
gyakorolt hatassal allati rendszerben. A DNS-létra in-
tenzitasat szintén lecsokkenti a cikloheximid hozza-
adasa, bizonyitva, hogy az eljaras de novo génex-
pressziét igényel. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy
az Agrobacterium kukoricasejtekkel valo érintkezése
felelés a kukoricaszovetek sejthalalaért. Az apoptézis
alatti DNS-fragmentaciét in situ is kimutatjuk olyan rea-
gensekkel, amelyek a nukleoszomaegységeken sza-
badda tett hidroxilgyokdkkel reagainak. A sajat tulajdo-
nd Lancaster elit vonalbél szarmazé 12 napos kukori-
caembridkat LBA4404-gyel inokulaljuk, és kioramben-
nel kiegészitett DG4 tapkdzegre helyezziik [Koziel, M.
G. et al.,, Bio/Technology 11, 194-200 (1993)]. Az
apoptotikus sejteket gy mutatjuk ki, hogy TACS-1 kit-
tel (Trevigen) festjik in situ, mely abbdl all, hogy a
DNS-fragmentumok végét megjeldljik Klenow-enzim-
mel detektalhaté markerhez konjugéalt dNTP-ket alkal-
mazva, mely a genomi fragmentaciot jelz6 sétét oldha-
tatlan csapadékot eredményez [Culliver, O., Pirianov,
G., Kleuser, B, Vanek P. G.; Coso, O. A., Gutking, J.
S. és Spiegel, S., Nature 381, 800-803 (1996)]. Az
embriokat 3,7%-o0s formaldehidoldatba aztatjuk, és a
gyarté altal leirt médon dolgozzuk fel. A DNS-hasadas

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

in situ kimutatasahoz a rogzitett embridkat TACS-1 kit-
tel kezeljiik. A rogzitett keresztmetszeteket el6szér
proteinaz K-val kezeljik 5 percig szobahémérsékleten,
majd 5 percig 2% hidrogén-peroxidba meritjiik, hogy
eltavolitsuk az endogén peroxidazt. Miutan révid ideig
Klenow-pufferrel mostuk, a szdveteket 1 éran at
37 °C-on inkubdljuk Klenow-enzimmel, mely exogén
modositott dezoxinukleotidokat képes beépiteni a hasi-
tott fragmentumok 5’ végére. Az egyedi sejtekben feltl-
né sotet oldhatatlan csapadék jelzi az apoptozist, mely
mikroszkoppal kimutathato.

Az Agrobacteriummal kezelt sejtek sGtétebbé is val-
nak, és eltorzul az alakjuk a 48 dras kitevés utan.
A kontrollembridk, melyeket csak tenyésztékdzegben
tartunk, vagy E. colival inokulalunk, nem mutatnak
semmilyen csapadékot ityen koriiimények mellett. Szin-
tén megallapitottuk, hogy nem mindegyik kukoricaszo-
vet reagal ugyanolyan modon egy Agrobacterium-ferts-
zesre, a hajtasok épek maradnak, mig az embriok nek-
rotikussa valnak. A DNS-fragmentacié azoknal az Ag-
robacterium térzsekkel is megfigyelhetd, melyeket a
patogén plazmidtol mentesitlink (A136 és LBA4402 tor-
zsek), mely alapjan feltételezhet6, hogy a programozott
sejthalalt kivalto faktor fliggetlen a plazmidtél. Akkor is
megfigyeltlink programozott sejthalalt, amikor a kukori-
caembridkat 20 percig Agrobacterium (LBA 4404) altal
indukalt sejthalalbol szarmazoé 20-szorosra koncentrait
feliiliszéval inkubaljuk, de akkor nem, amikor az emb-
rickat E. colibdl szarmazé, hasonlé médon eldallitott fe-
liluszéval hozzuk érintkezésbe. Szintén nem fordul el
programozott sejthalal, ha a koncentralt Agrobacte-
rium-feliliszot 20 percig 100 °C-ra hevitjiik az inkuba-
las elétt.

A kukorica-embriogénkallusz gyakran tartalmaz
meég olyan teriileteket, melyek latszdlag €l6 sejtekbdl
allnak, és mas olyan terlileteket, melyek nekrotikusak.
Az a tény, hogy csak korlatozott terliletek pusztulnak
el, még olyan helyzetekben is, melyekben a valaszrea-
galé tertileten kiviil esé sejtek ugyanakkor vannak kité-
ve a stimulusnak, azt sugallja, hogy a szervezett sz6-
vetben idészakos vagy folytonos diverzitas van jelen az
egyedi sejtek kilonbdzé stimulusokra adott valaszat
szabalyoz6 elemekben. A programozott sejthalalon
(PCD) ates6 sejtek szama lehetséges, hogy kevés,
Osszehasonlitva a teljes tdmeggel, és a folyamat
aszinkron lehet. A PCD indukci6ja egy vagy tébb sejt-
ben egy adott teriileten vagy szévetben a korilétte lévé
sejtek gyors halalat valthatja ki, ahogy azt allati sejtek-
ben megfigyelték, és az utdbbi sejtek, lehetséges, hogy
nem mutatjdk a programozott sejthalél-fenotipust, de
mégis elpusztulnak.

2. példa Agrobacteriummal kivéltott programozott

sejthalal

Szévetek készitése az Agrobacteriumos

fertézéshez

Eretlen embridkat (1,2-2,2 mm hosszusagu) hasi-
tunk ki fertézésmentesen 14—15 nappal a beporzas utan
a felszinén sterilizalt, lveghazban novesztett csévekbdl,
és a sziklevellkkel felfelé kallusziniciacids tapkodzegre,
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2DG4+5 mg/l kloramben (2DG4-5Chl) helyezziik.
A 2DG4 tapkdzeg Duncan-féle tapkézeg, melyet ugy
madositottunk, hogy 20 mg/l szacharozt tartalmazzon.

Kalluszvélasszal rendelkezé embriék

Eretlen embridkat sterilizalunk, ahogy fentebb leir-
tuk, és kallusziniciacios tapkézegre (2DG4-5Chl) he-
lyezziik, és azon tenyésztjiik 1-7 napon at. A kapott
szdvetet hasznaljuk mintaként a fertézéshez.

Fiatal . tipusu kallusz

Embridkat kallusziniciacios tapkézegre (2DG4-5 kio-
ramben) helyeziink 7-20 napra, hogy kalluszképzddést
idézziink el6. Ezek a kalluszok jellemzéen beltenyész-
tett kukoricakhoz hasznalt |. tipusu kalluszok, melyek a
sejtek kompakt és viszonylag j6l szervezett csoportjait
alkotjak. A kapott embriogén kalluszt kivagjuk az emb-
riokbol, és kalluszfenntartd tapkézegre (2DG4+0,5 mg/l
(2,4-diklor-fenoxi)-ecetsav (2,4-D)) vissziik at, és a fert6-
zésnél mintaként alkalmazzuk.

I tipusu kallusz

A fent leirt modszerrel kapott I. tipusu kalluszt fenn-
tarté tapkézegen tudjuk fenntartani (2DG4+0,5 mg/l
2,4-D), és minden két hétben altenyészetekben te-
nyésztjik tovabb.

Agrobacterium

Az A. tumefaciens LBA4404 torzset (pAL4404, pSB1)
hasznaljuk ezekhez a kisérletekhez. A pAL4404 egy ar-
talmatlanitott helperplazmid. A pSB1 egy széles gazda-
koérrel rendelkez6 plazmid, mely tartalmaz egy pGIGUP-
pal homolog régiét, és egy 15,2 kb-os Kpni-fragmentu-
mot a pTiBo542 virulenciarégidjabdl [Ishida et al., Kukori-
ca (Zea mays L.) Agrobacterium tumefaciens altal kbzve-
titett nagy hatasfoku transzformalasa; Nature Biotechno-
logy 14, 745-750 (1996)]. A pGIGUP-plazmid elektropo-
racios bevitele az LBA4404-be (pAL4404, pSB1) a pGl-
GUP és a pSB1 kointegracidjat eredményezi. Ennek a
plazmidnak a T-DNS-e az ubiquitinpromoter altal iranyi-
tott, névényben expresszalhatd Pat-gént tartalmaz a
foszfinotricinnel szembeni rezisztencia biztositasara, és
egy Gelvin-promoter altal iranyitott GUS-gént egy intron-
nal, a kddoloszekvencia N-terminalis kodonjanal. Ez az
intron-GUS-gén GUS-aktivitast fejez ki a nvénysejtben,
de az Agrobacteriumban nem.

Baktériumszaporitas

Az Agrobacteriumot 3 napig YP tapkozegen (5g/l
élesztbkivonat, 10 g/l pepton, 5 g/l NaCl, 15 g/l agar,
pH=6,8) ndvesztjik, mely 50 mg/l spektinomicinnel és
10 mg/l tetraciklinnel van kiegészitve. A baktériumokat
egy oltékaccsal dsszegytijtjiiik, és N6 folyékony tapké-
zegbe szuszpendaljuk 109-5x102 sejt/ml koz6tti sdrd-
ségben. Az Agrobacterium-sejteket egy egyéjszakas
YP tapkdzegen ndvesztett tenyészetbdl is Osszegyiljt-
hetjlik, és N6 folyékony tapkézegbe szuszpendalhatjuk.

Egyiitt tenyésztés eziist-nitrat jelenlétében és

nélkile

A fentebb leirt mddon elkészitett kukoricaszovete-
ket Agrobacteriummal fert6zzlk. A kukoricaszéveteket
baktériumszuszpenzidban aztatjuk 5-10 percig, és
eziist-nitratot tartalmazé (1-10 mg/l) vagy nem tartal-
mazé tapkézegre helyezziik. A széveteket Agrobacte-
rium-szuszpenzié egy, a szovet tetejére tett 5 pl-es
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10%-5x10° sejt/ml koncentraciojli cseppjével inokulal-
juk. Inokuldlas utan a kukoricaszéveteket sététben
25 °C-on tenyésztjiik ezist-nitratos (1-10 mg/l) vagy a
nélkili tapkézegen. 2-3 nappal az inokulalas utin a
szdveteket ugyanilyen, cefotaximmal (250 mg/l) kiegé-
szitett, eziist-nitratot tartalmazo vagy nem tartalmazé
tapkdzegre visszik at.

Eredmények

A kukoricaembriok és a kukorica-embriogénkallu-
szok érzékenysége Agrobacteriummal szemben:

Embriogén kallusz fejlédhet ki a kukoricaembridk-
bél, amikor kallusziniciaciés tapkdzegre helyezziik. Az
embriokbdl kialakult sejtvonal erGsen embriogén, ami-
kor 2,4-D tartalmu tapkézegen tartjuk fenn. Ennek az
embriogén kallusznak és a kukorica beltenyésztett vo-
nalbdl szarmazé embrioknak az érzékenységét vizs-
galjuk Agrobacterium LBA4404-gyel szemben. A sz0-
vetek kifejezett barnulasa figyelheté meg az Agrobac-
terium és a kukoricaszovetek egy(tt tenyésztését ko-
vetben. Ez a reakcid az LBA4402-vel is megfigyelhetd,
mely mentesitve van a patogén plazmidtél. A kontroll-
embridk és embriogén kalluszok, melyeket Escherichia
colival tenyésztiink egyitt, és ugyanannak az eljaras-
nak vetiink ala, nem mutatnak sejthalalt vagy jelentés
barnulast. Tehat ugy tlnik, hogy a sejthalél a kukorica-
sejtek és az Agrobacterium kozo6tti kdlcsonhatas ered-
ménye. Ugy tlinik, hogy az embridk sokkal érzékenyeb-
bek az Agrobacteriumra mint az embriogén kallusz.
Egy 109 sejt/ml-es koncentracié elegendd a sejthalal
indukalasahoz. Tovabba egy révid kitevési id6 (5 perc)
elegend6 ennek a reakciénak az indukalasahoz.

Meghatarozzuk a kokultivacios tapkdzeghez és a
kallusziniciacios tapkézeghez adott ezist-nitrat hata-
sat. Az ezlst-nitrat hozzaadasa lehetévé teszi egész-
séges szévetek visszanyerését (2. és 3. tablazat). Az
ezust-nitratot tartalmazo tapkdzegre helyezett embridk
korilbelll 50%-a képes embriogén kalluszt Iétrehozni.
Az optimalis hatast akkor kapjuk, amikor az embridkat
az Agrobacteriumos inokulalas el6tt legalabb két napra
kallusziniciacios tapkdzegre helyezziik. Ennek a két té-
nyezének a kombinalasa erételjesen gatolja a kukori-
ca-embriogénkalluszok Agrobacteriumos egyiitt te-
nyésztés utani nekrozisat.

Az embriogén kalluszok csdkkent barnulasa 6ssze-
fliggésben van az Agrobacterium-inokulacio utani kal-
lusziniciacidval és a szoveti tuléléssel. Az Agrobacte-
riummal nem kezelt kontrollembriék koriibelll 80%-a
eredmeényez embriogén kalluszt.

Az eziist-nitrat hatasat Agrobacteriummal inokulalt
I. tipusu kalluszokkal is megfigyeljiik (3. tablazat). Ugy
tinik, hogy egy fiatal vonal sokkal rezisztensebb az Ag-
robacterium-fertézéssel szemben, és egy ezlst-nitra-
tos elbkezelés javitja az egészséges szbvetek vissza-
nyerését.

Annak igazolasara, hogy az eziist-nitrat jelenléte az
egyutt tenyésztés alatt nem csokkenti az Agrobacte-
rium virulencidjat, dohanylevélkorongokat inokulalunk
LBA4404(GIGUP)-pal 10° sejt/ml koncentracioban.
A dohanylevelekben nem észleljik a GUS-aktivitas
szignifikans csékkenését.
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2. tablazat
Kukoricaembriok inokulalasa LBA4404-gyel
Embridkat és embriogénkallusz-valaszreakciét mutaté embridkat inokuldlunk Agrobacterium | BA4404(GIGUP)-pal
(10° sejt/ml). Az alaptapkézeg 2DG4+5 Chloramben (2DG4). Minden kezelést kériilbelil 80-100 embrién hajtjuk vég-
re, és ketszer megismételjiik. A kallusziniciaciot két héttel az inokulalas utan értékeljlik.

Elékezelés (id6) Koinokulaciés tapkozeg Atvitel Erték
Nincs el6kezelés 2DG4 2DG4+Cef 1%
Nincs el6kezelés 2DG4 2DG4+AgNQO,+Cef 30%
Nincs elokezelés 2DG4+AgNO;, 2DG4+AgNO;+Cef 55%
2DG4+AgNO, (1 nap) 2DG4+AgNO, 2DG4+AgNO,+Cef 43%
2DG4+AgNO, (4 nap) 2DG4+AgNO, 2DG4+AgNO,+Cef 27%
2DG4 (6 nap) 2DG4+AgNO;, 2DG4+AgNO,+Cef 65%
2DG4 (6 nap)+1 nap 2DG4+AgNO, 2DG4+AgNO, 2DG4+AgNQO;+Cef 88%

3. tablazat
I tipusd kukoricakallusz inokulalasa
Embrickat inokulalunk Agrobacterium LBA4404(GIGUP)-pal (10° sejt/ml). Ezekben a kisérletekben hasznalt alap-
tapkbzeg ezist-nitratot (AgNO;) tartalmazé vagy a nélkili 2DG4+0,5 2,4-D (2DG4). Az tsszes kisérletet koriilbelll
150 darab |. tipusu kallusszal végezzilk el. A szGvetek talélését 2 héttel az inokulalas utan értékeljik.

1. tipusu kallusz El3kezelés Koinokulalas Atvitel Erték
1/2 hénapos 2DG4 2DG4+AgNO, 2DG4+AgNO,+Cef 75%
2DG4+AgNO, 2DG4+AgNO, 2DG4+AgNO,+Cef 95%
2DG4 2DG4 2DG4+Cef 22%
10 hénapos 2DG4 2DG4+AgNO; 2DG4+AgNO,+Cef 55%
2DG4+AgNO, 2DG4+AgNO, 2DG4+AgNO+Cef 66%
2DG4 2DG4 2DG4+Cef 12%
3. példa Eretlen zigétés embrick Agrobacteriumos 35  haijtjuk végre. A transzformalt sejteket in vitro szelektal-

transzformécibja és a transzformalt kallusz

izolaldsa szelekcibs szerként foszfinotricin,

higromicin vagy mannéz alkalmazasaval

Eretlen embridkat nyeriink ki kériilbel(il 10-14 nap-
pal az 6nbeporzas utan. Az éretlen zigétas embriokat
kiilénb6z6, az embriogén kallusz képzddését indukalo
és fenntartd tapkozeget tartalmazé talcakra osztjuk
szét, korllbelll 25 éretlen embridt talcanként. Az éret-
len embridkat vagy a talcakon, vagy a folyadékban ino-
kulaljuk egy szelekcids markert tartalmazé Ti plazmid-
dal rendelkez6 Agrobacteriummal, ahogy a 2. példa-
ban leirtuk. Egy kisérletsorozattal kialakitjuk az éretlen
embriok optimalizalt kérilményeit. Az egyik optimalizait
kérilménynél az éretlen embridkat az eziist-nitratot
(10 mg/l) tartalmazé kallusziniciacios tapkézegre he-
lyezziik az Agrobacteriumos inokulalas el6tt vagy koz-
vetlen utana. Mindegyik lemezre hozzavetéleg 25 éret-
len embriét helyeziink. Az inokulalas utan 16-72 6raval
az eretlen embridkat ezist-nitratot és cefotaximot tar-
talmaz¢é kallusziniciacios tapkdzegre helyezziik.

A transzformalt sejtek szelekcidjat a kovetkezdkép-
pen hajtjuk végre:

a) PPT-rezisztencia-marker: A transzformaciot a
T-DNS-régidn foszfinotricinrezisztenciat kodold génnel
rendelkezd plazmidot hordozé Agrobacterium térzzsel
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juk 3 mg/t koncentraciéju foszfinoricinnel 2-20 nappal
az inokulalas utan, és Osszesen 2-12 hétig tartjuk
fenn. Az igy kapott embriogén kalluszt foszfinotricin je-
lenlétében vagy a nélkil regenerdljuk standard regene-
raciés tapkdzegben. Minden ndvényt PPT-reziszten-
ciara tesztelink klor-fenolvoros (CR)-teszttel. Ez a
vizsgalat egy pH-érzékeny indikatorfestéket hasznal
annak kimutatdséra, hogy mely sejtek névekednek
PPT jelenlétében. Azok a sejtek, amelyek névekednek,
pH-valtozast hoznak létre a tapkozegben, és a klor-fe-
nolvérost sargava valtoztatjak (vordsbdl). A PPT-vel
szembeni rezisztenciat kifejezé névények konnyen
azonosithatdéak ebben a tesztben. A CR-teszt-pozitiv
ndvényeket PCR-rel vizsgaljuk meg a PAT-gén jelenlé-
tére. A PCR-tesztre pozitiv novényeket Southerm-folt-
analizissel elemeztik.

b) Higromicinrezisztencia-marker: A transzforma-
ciot a T-DNS-région higromicinrezisztenciat kddold
génnel (hpt, higromicin B foszfotranszferaz) rendelkez$
plazmidot hordozé Agrobacterium torzzsel hajtjuk vég-
re. A transzformalt sejteket 3 mg/l koncentraciéju higro-
micinnel szelektaljuk 2-20 nappal az inokulalas utan,
és Osszesen 2-12 hétig tartjuk fenn. Az igy kapott
embriogén kalluszt a szelekcids szer jelenlétében vagy
a nélkil regeneraljuk standard regeneraciés tapkdzeg-
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ben. Minden névényt higromicinrezisztenciara teszte-
link. A higromicinrezisztenciat kifejezé novényeket
kénnyen azonositjuk ebben a tesztben. Ebben a teszt-
ben pozitiv ndvényeket PCR-rel vizsgaljuk meg a hpt-
gén jelenlétére. A PCR-tesztre pozitiv névényeket
Southern-folt-analizissel elemezziik.

¢} Pozitlv szelekcié manndzzal: A transzformaciot a
T-DNS-régién mannéztoleranciat kédolé génnel (man-
n6z foszfat izomeraz) rendelkezé plazmidot hordozé
Agrobacterium torzzsel hajtjuk végre, a mannozt hasz-
naljuk a transzformalt sejtek in vitro szelektalasara. Ezt
a szelekciot 2 g/l koncentracional 2-20 napon at alkal-
mazzuk az inokulalast kdvetden, és 6sszesen 2-12 hé-
tig tartjuk fenn. Az igy kapott embriogén kalluszt man-
ndz jelenlétében vagy a nélkil lehet regeneralni stan-
dard regeneraciés tapkdzegen. Minden névényt kior-
fenolvords (CR)-teszttel teszteltiik a manndztolerancia-
ra. Ez a vizsgalat egy pH-érzékeny indikatorfestéket
hasznal annak kimutatasara, hogy mely sejtek néve-
kednek mannéz jelenlétében. Azok a sejtek, amelyek
novekednek, pH-valtozast hoznak létre a tapkdzegben,
és a klor-fenolvorost vorosbél sargava valtoztatjak.
A mannoézzal szemben toleranciat kifejez6 ndvények
kdnnyen azonosithatéak ebben a tesztben.
A CR-teszt-pozitiv ndvényeket PCR-rel vizsgaljuk meg
a mannozgeén jelenlétére. A PCR-tesztre pozitiv ndveé-
nyeket Southern-folt-analizissel elemezziik.

4. példa Eretlen zigétas embriokbdl szérmazé

kallusz Agrobacteriumos transzformacidja és a

transzformalt kallusz izoldlasa szelekcios szerként

foszfinotricint, higromicint és mannézt alkalmazva

Eretlen zigétas embriokbél 1. tipust kalluszt nye-
rink standard tenyésztési modszerekkel. Hozzavetd-
leg 25 darab . tipusu kalluszt helyeziink ezist-nitratot
tartalmazo fenntarto tapkbzegre az Agrobacteriummal
végzett inokulacio elbtt vagy utan. Az inokulalast agy
hajthatjuk végre, ahogy a 2. példaban leirtuk. Az inoku-
lalas utan korllbelil 16-72 o6raval a kalluszt eziist-nit-
ratot és cefotaximot tartalmazé standard tenyésztéko-
zegre visszuk at. A szelekciot kdzvetlentil erre a tapko-
zegre torténd atvitel utan vagy 1-20 nap mdlva alkal-
mazhatjuk. A kalluszt ezutan a szelekcid mellett alte-
nyésztjiik korlibellil 2-12 héten at, ami utan a tiléls és
ndévekedd kalluszt standard regeneracios tapkozegre
vissziik at a névények elballitasahoz.

A szelekcidt ugy hajtjuk vegre, mint az el6z6 példa-
ban a foszfinotricinrezisztencia, higromicinrezisztencia
vagy mannoz foszfatizomeraz-génjeivel transzformalt
sejteknél.

5. pelda I. tipusu kallusz transzformalasa
Agrobacteriummal térténé inokulalassal, és a
transzformalt kallusz izolalasa szelekcids szerként
foszfinotricint, higromicint és mannézt alkalmazva
A kallusz elit genotipusu éretlen embridk kihelye-
zésébdl szarmazik. A tenyészeteket kéthavonta al-
tenyészetekbe vissziik at fenntarté tapkdzegen
(2DG4+0,5 mg/l 2,4-D), és az altenyészet létrehozasa
utdn 2-3 nappal sejtcsomdkat vesziink ki, és 2DG4 tap-
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kdzegre helyezziik. Az Agrobacteriummal végzett ino-
kulalas utdn vagy el6tt a sejtcsomokat ezUst-nitratot tar-
talmazd 2DG4 tapkdzegre helyezziik. Az Agrobacte-
rium-inokulalast ugy hajthatjuk végre, mint a 2. példa-
ban. 16-72 6ras inkubalas utan a kalluszt cefotaximot
és eziist-nitratot tartalmazo friss fenntartd tapkdzegre
helyezzik. A kalluszt szelekcié mellett dsszesen
2-12 hétig altenyészetben tenyésztjilk a szelekcios
szerrel, majd a tilél6 és ndvekedd kalluszt standard re-
generacids tapkdzegre helyezzik a névények eldallita-
sahoz. A szelekciét ugy hajtjuk végre, mint az eldzd pel-
daban a foszfinotricinrezisztencia, higromicinreziszten-
cia vagy mannéz foszfatizomeraz-génjeivel transzfor-
malt sejteknél.

6. példa A hésokk-kezelés meggatolja az

Agrobacterium altal kivéltott apoptézist

Eretlen embriok

Kukorica beltenyésztett vonalakat nevellink {iveg-
hazban. Eretlen embridkat (0,8—-2,2 mm hosszlsagu)
hasitunk ki fertézésmentesen a kérnyezeti tényez6ktdl
fliggben 8-15 nappal a beporzas utan a felsziniikén
sterilizalt csOvekbdl. Az embriokat a szikleveliikkel fel-
felé kallusziniciaciés tapkdzegre helyezziik. A legtébb
beltenyésztett vonalnal az embridkat LS tapkdzegre
helyezziik [Linsmaier és Skoog, Physiol. Plant. 18,
100-127 (1965)]. A CG00526 embridkat 2DG4+5 mg/l
klorambenre (2DG4-5Chi) helyezziik. A 2DG4 tapko-
zeg olyan Duncan-féle tapkdzeg, melyet gy modosi-
tottunk, hogy 20 mg/l szacharézt tartalmazzon [Koziel
et al., Bio/Technology 71, 194-200 (1993)].

I. tipusu kallusz

Eretlen embrickat a fent leirt modon sterilizalunk,
és kallusziniciacios tapkdzegre (2DG4-5Chl) helye-
zlink, és itt tenyésztjik 1-7 napig. Az embriékat kallu-
sziniciacios tapkozegre (2DG4+5Chl) helyezzik
7-20 napra, hogy kalluszképzédést idézziink el6. Ezek
a kalluszok jellemzden 1. tipusu kalluszok. Az I. tipusu
kalluszok a sejtek kompakt és viszonylag jol szervezett
csoportjait alkotjak. A kapott embriogén kalluszt kivag-
juk az embridkbdl, és kalluszfenntarté tapkézegre
(2DG4+0,5 mg/l (2,4-diklor-fenoxi)-ecetsav (2,4-D))
visszik at, és a fert6zésnél alkalmazzuk. A fent leirt
modszerrel kapott |. tipusu kalluszt fenntartd tapkoze-
gen tudjuk fenntartani (2DG4+2,4D 0,5 mg/l), és min-
den két hétben altenyészetekben tenyésztjiik tovabb.

Agrobacterium

Az alkalmazott térzs A. tumefaciens LBA4404
(pAL4404, pSB1). A pAL4404 egy artalmatlanitott hel-
perplazmid (Ooms et al., 7, 15-29, 1982). A pSB1 egy
széles gazdakérrel rendelkezd plazmid, mely tartalmaz
egy pGIGUP-pal homoldg régidt, és egy 15,2 kb-os
Kpnl fragmentumot a pTiBo542 virulenciarégiojabdl [Is-
hida et al., Nature Biotechnology 74, 745-750 (1996)].
A pGIGUP-plazmid elektroporacios bevitele az
LBA4404-be (PAL4404, pSB1) a pGIGUP és a
pSB1 kointegraciojat eredményezi. A pGIGUP az ubi-
quitinpromoter altal iranyitott, névényben expresszal-
hat6 foszfinotricin-acetil transzferaz (PAT)-gént tartal-
mazza, a foszfinotricinnel szembeni rezisztencia bizto-
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sitdsara (Christensen et al., Plant Mol. Biol. 18,
675-689 (1992)]. Szintén tartalmaz egy [-gliikuroni-
daz-expresszié (GUS)-gént egy intronnal a kddolo-
szekvencia N-terminalis kodonjanal, mely gént az okto-
pin- és mannopinszintaz-génekbdl szarmazé kimérap-
romoter (az oktopinszintaz-promoter upstream aktivaié
szekvencidjanak trimerje a mannopinszintaz-promoter
egy doménjével, Ni et al., Plant J. 7, 661-676 (1995)
iranyitasaval. Ez az intron-GUS-gén GUS-aktivitast fe-
jez ki névenyi sejtben, de Agrobacteriumban nem. Az
Agrobacteriumot 3 napig YP tapkdzegen (5g/ éleszts-
kivonat, 10 g/l pepton, 5 g/l NaCl, 15 g/l agar, pH=6,8)
névesztjlik, mely 50 mg/l spektinomicinnel és 10 mg/l
tetraciklinnel van kiegészitve. A baktériumokat egy ol-
tokaccsal Osszegylijtjlik, és N6 folyékony tapkézegbe
szuszpendaljuk 109-5x109 sejt/ml kozotti sdrdségben.
Az Agrobacterium-sejteket alternativ megoldasként
egy egyéjszakas YP tapkozegen novesztett tenyészet-
bél gyijthetjiik 6ssze, és N6 folyékony tapkozegbe
szuszpendalhatjuk. Eléindukalhatjuk 4—6 6ran at Agro-
bacterium-indukcios tapkdézegben (AIM; 10,5 ¢
KQHPO4, 4,5 g KH2P04, 1,0 g (NH4)2804, 0,5 g Na-cit-
rat.2H,0, 1 ml 1 M MgS0,4.H,0, 2,0 g gliikédz, 5,0 g gli-
cerin, 10 mM MES, 50-100 uM Acetosyringone;
pH=5,86).

A szévetek hésokk-kezelése

Az egyiitt tenyésztés eldtt a kukoricaszoveteket Ep-
pendorf-csébe, N6 folyékony tapkbdzegbe helyezziik,
és 4 percig 45 °C-on vizfirdében inkubaljuk. A tapko-
zeget ezutan a fenti madon elkészitett Agrobacterium-
szuszpenzidval cseréljiik ki. 5 perc szobahémérsékle-
ten vald allas utan a szdveteket megfelel6 szilard tap-
kozegre helyezziik. Harom nappal az egyiittes inokula-
las utan a szoveteket X-Glu-val festjik az US-aktivitas
kimutatasara, vagy cefotaximos (250 mg/!) tapkdzegre
helyezziik. A kukoricaszdveteket ezutdn megvizsgal-
juk, hogy kimutassuk a kalluszvalaszt, az Agrobacte-
rium-inokulacict taléls szdvetek szazalékaban.

Egyiitt tenyésztés

A fentebb leirt médon elkészitett kukoricaszévete-
ket Agrobacteriummal fertézziik. A kukoricaszdveteket
baktériumszuszpenzioban aztatjuk 5-10 percig, és ez-
utan tapkozegre helyezzik. Az inokulalas utan a kuko-
ricaszOveteket sotétben 25 °C-on tenyésztjik.
2-3 nappal az inokulalas utan a szdveteket ugyanilyen,
de cefotaximmal (250 mg/ml) kiegeszitett tapkdzegre
visszlk at.

A DNS-fragmentacio in situ kimutatasa

Az embriokat 3,7%-os formaldehidoldatban aztatjuk,
és a gyartd (Trevigen) altal leirt médon dolgozzuk fel.
A genomi DNS-hasitas in situ kimutatasahoz a régzitett
embridkat TACS-1 kittel kezeljiik [Culliver et al., Nature
381, 800-803 (1996)]. A rogzitett keresztmetszeteket
elészor proteinaz K-val 5 percig szobahémérsékleten
kezeljlik, és ezutan 5 percre 2%-os hidrogén-peroxidba
meritjlik, hogy eltavolitsuk az endogén peroxidazt.
Miutan révid ideig Klenow-pufferral mostuk, a szévete-
ket 1 6ran at 37 °C-on Klenow-enzimmel inkubaljuk,
mely exogén maodositott dezoxinukleotidokat tud beépi-
teni a hasitott fragmentumok 5' végére. Egy sotét oldha-
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tatlan, egyedi sejtekben el6fordulé csapadék detektal-
haté mikroszkdppal, mely az apoptézist jelzi.

Eredmények

— Nagyfoku barnulasos tiinetet figyeltiink meg az
Agrobacterium és a kukoricaszdvetek egyiitt te-
nyésztését kovetden, és 10 sejt/ml koncentracio
képes volt sejthalalt indukalni. Ugy tiint, hogy az
embriok érzékenyebbek voltak az Agrobacte-
riumra, mint az embriogén kallusz.

— Embridkat és embriogén kalluszt h6sokknak ve-
tiink ala, és ezutan Agrobacteriummal inokulaljuk
108 sejt/ml koncentraciéban. Haromnapos egytitt
tenyésztés és egyhetes tenyésztés utan a szove-
teket megvizsgaljuk. A hdsokk-elokezelés altal
nyujtott védelem mértékét mennyiségileg ugy ha-
tarozzuk meg, hogy megszamoljuk az inokulaciét
tuleld szovetek szamat. Az Gsszes Agrobacte-
riummal inokuldlt embrié a hdsokk-kezelés utan
kalluszképzBdést mutat, mig azokbd! az embridk-
bél, melyek nem kaptak hdsokk-kezelést, nem
keletkezett kallusz (4. tablazat).

4. tablazat
Embriékat inokulalunk 109 sejt/ml Agrobacterium
LBA4404(pGIGUP)-pal, és ezutan kallusziniciaciés
tapkozegre helyezziik. Az alaptapkézeg 2DG4+5Chl
(2DG4). Az dsszes kezelést kérilbelll
80-100 embrion veégezziik el, és kétszer
megismételjuk. A kallusziniciaciét két héttel az
inokulalas utan értékeljik.

Kalluszvalasszal
rendelkezd emb-
riék/inokulélt emb-
riék

Eldkezelés

Kontroll 137/150 (91%)
3/150 (2%)

1126 150 (75%)

Nincs hésokk+Agrobacterium

Hésokk+Agrobacterium

A hésokk-kezelés ugyanilyen kedvezé hatasat fi-
gyeljik meg kallusznal (5. tablazat).

5. tablazat
I. tipusu kalluszt inokulalunk 10° sejt/m! Agrobacterium
LBA4404(pGIGUP)-pal, és ezutan kallusziniciacios
tapkdzegre helyezzik. Az alaptapkézeg
2DG4+0,5 5Chl (2DG4). Az dsszes kezelést kortilbell
100 darab kalluszon végezziik el. A szbvetek tulélését
két héttel az inokulalas utan értékeljik ki.

Elgkezelés Tulélési érték
3 honapos |. tipusu kalluszvonal
Agrobacterium 0/1000
Agrobacterium+hésokk ~1000/1000
10 hénapos |. tipusu kalluszvonal
Agrobacterium 0/1000
Agrobacterium+h&sokk ~=1000/1000
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Ugy tiinik, hogy a hésokk-kezelés utan megfigyelt
védelem a hisokkhoz kapcsolodik, mivel a f6 hdsokk-
fehériék RT-PCR-rel amplifikalhatok.

— Nem mutatunk ki DNS-fragmentaciét a hésokk-

kezelésnek alavetett embriokban.

— Kiilénb6z6 kukoricavonalakbo! szarmazé, AlM-ol-
datban indukait, hésokkal elékezelt vagy nem
el6kezelt embridkat inokulalunk LBA4404(GI-
GUP) Agrobacterium térzzsel. Haromnapos
egyltt tenyésztés utan az embriokat GUS-aktivi-
tasra festjiik. Az eredményeket a 6. tablazatban
mutatjuk be. Ugy tiinik, hogy a hdsokk-elGkezelés
kedvezd hatasu az atmeneti expressziéra.

6. tablazat

Szarmazas Kezelés GUS-poziti- | GUS-érték**
Yak az
Gsszes
%-aban*
0F502 - 15 0.3
HS 74 1.8
FNU007 - 90 2,0
HS 96 3,4
HAF031 - 0 0,0
HS 67 0.9
2N217A - 13 0,1
HS 46 0,4
1NJ20 - 5 0,1
HS 38 04
JEFO91 - 59 1,2
HS 81 1,4
- Nincs hésokk

*: A GUS-szazalékok hozzavetdleg 50 éretlen embridbdl alié
mintamennyiségen alapulnak

**. A GUS-érték egy 1-tdl 5-ig terjedé skalan alapul (0=nincs
GUS-festddés, 1=1-5 folt/embrio, 2=5-15 folt, 3=15-30 folt,
4=az embri¢ felszinének ~25%-a GUS-festddés(, 5=az emb-
ri6 felszinének ~50%-a GUS-festodésa.

7. példa Buza transzformélésa

Agrobacteriummal

Eretlen zigétas embridkat (0,75 mm-—1,25 mm) va-
gunk ki, és 3 mg/l 2,4-D-t, 300 mg/l glutamint,
150 mg/l aszparagint és 3% szachardzt tartalmazé
MS-alapu tapkdzegre helyezziik 0, 3,4, 5, 6, 7, 8 vagy
21 napra, mielétt Agrobacteriummal inokulalnank.
A 21. napra az explantatumok egy embriogén sejtto-
meget képeznek, melyre haromhetes kalluszként hi-
vatkozunk.

Egyiittes tenyésztés

A buzaszdveteket a 6. példaban leirt Agrobacteriu-
mokkal inokulaljuk. A buzaszdveteket a baktérium-
szuszpenzidban aztatjuk 5~10 percig, majd szilard tap-
kdzegre helyezziik. Az inokulalas utan a buzaszévete-
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ket sotétben tenyesztjiik 25 °C-on. 2 vagy 3 nappal az
inokulalas utan a széveteket ugyanerre, de cefotaxim-
mal (250 mg/l) kiegészitett tapkdzegre visszik at. Az
explantatumokat inokulaljuk, vagy anélkiil, hogy el6ke-
zelést kaptak volna, vagy ugy, hogy hdsokkal kezeljiik
42-48 °C-on 4-8 percig. A hésokk-kezelést az inokula-
cid elbtt hajtjuk végre. Az embridkat a hésokknak 3MS
inf-ben, vagy 100 mm As-t tartalmazo AlM-folyadékban
vethetjiik ald, ahol a kalluszokat ,szarazon” hésokkol-
juk.
Inokulélas
Az explantatumokat Eppendorf-csévekben vagy tal-
cakon inokulaljuk. Amikor csévekben inokulaljuk, 1 mi
Agrobacterium-oldatot pipettazunk a csébe, kézi vorte-
xeljlik vagy razatjuk, és hagyjuk lelilepedni 5-15 per-
cen at. Az Agrobacterium-oldatot és az explantatuma-
nyagot ezutan egy 100 mM AS-t tartalmazé 3MS3S le-
mezre 6ntjik, és a folyadékot egy eldobhaté elkeske-
nyedd hegy(l transzferpipettaval eltavolitjuk. Amikor az
inokulalast talcakon haitjuk végre, az Agrobacteriumot
kézvetlenil az explantatumokra pipettazzuk, és
5-15 perccel késdbb tavolitjuk el. Az embridkat ugy
rendezzik el, hogy az embrionalis tengely érintkezés-
ben legyen a tapkdzeggel.
Kallusziniciacio, -szelekcio és -regeneracié
Embridkat ndvesztiink antibiotikumot tartaimazé
kalluszindukcids tapkdzegen (3MS3S) 3 héten at. Az
embriogén kalluszokat feldaraboljuk, és § mg/l GA3-t
és 1 mg/l NAA-t és szelekciés szert és antibiotikumot
tartalmazé MS3S-re helyezziik, majd attessziik anti-
biotikumot és a szelekcids szer nagyobb koncentracio-
jat tartalmazo MS3S-re hozzavetdleg 4 hetre. A csira-
névényeket ezutan 1/2 MS sokat és 0,5 mg/l NAA-t tar-
talmazé Magenta dobozokba vissziik at, mikzben
ugyanakkora szelekciosszer-koncentraciét tartunk
fenn, mint az utolso lépésben. A kalluszoknal a szelek-
ciés és regeneracios rendszer hasonlo, kivéve, hogy a
kalluszokat az embrié kihelyezése utan legfeljebb
6 hétig ndvesztjik, azaz a 3 hetes kalluszokat inokulal-
juk, egyltt tenyésztjiik és maximum 3 tovabbi héten at
ndvesztjiik, mielétt a szelekcid és a regeneracio elkez-
dédik.
Eredmények
— A DNS-fragmentaciot a 6. peldaban leirt modon
Agrobacteriummal inokulalt embriékban vizsgal-
juk. Nem mutatunk ki DNS-fragmentaciot azok-
ban az embridkban, melyeket hdsokk-el6kezelés-
nek vetettiink ala.
- Az Agrobacterium-inokulacio el6tti hdsokk-el6ke-
zelés meggatolja az apoptozis kitorését.

8. példa Agrobacterium altal indukalt apoptdzis

szuppresszéalésa kukoricasejtekben p35-tel és iap-

pal

Vektorok a ,biolistic” transzforméaciéhoz

A Biolistic késziilekkel torténd kukoricatranszforma-
lashoz hasznalt vektorok mindegyike a pUC szarmazé-
ka. A pUbIPAT a foszfinotricinnel (PPT) szembeni re-
zisztencia biztositasara egy névényben expresszalha-
t6, foszfinotricin-acetil transzferazt (PAT) kddold bar-
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gént tartalmaz, melyet a kukorica-ubiquitinpromoter
[Christensen et al., 1992] iranyit. A p35, iap és dad-1
kédoloregidkat ugy klonozzuk, hogy a kukorica metal-
lothioneinszer(i génpromotere (MTL) [de Framond
(1991) szabalyozasa alatt alljanak. A p35-t és iap-ot
Lois Miller (University of Georgia, Athens, Georgia) biz-
tositotta.

A p35 koédolorégiot magaban foglald Pstl-EcoRl
fragmentumat kivagtuk a pHSP35VI*-bél [Clem és Mil-
ler (1994)], és a pBluescript (Stratagene, La Jolla, Cali-
fornia) megfelelé helyeire klonozzuk, majd Pstl-
Asp718 fragmentumként a pMTL megfeleld helyeire
klonozzuk. A pMTL-MTL promotert és CAMV35S ter-
minatort tartalmaz. Az jap kédolorégidjat magaban fog-
lal6 Sall-Spel fragmentumot a pHSCplAPVI*-bol [Clem
and Miller (1994)] a pMTL Xhol-Spel helyeire kiénoz-
ZUuk.

A dad-1 kédoloszekvencidjat a 12T7 Arabidopsis
cDNS-klénbél (University of Michigan) Sall-Xbal frag-
mentumkeént klonoztuk.

Vektorok az Agrobacterium-transzformaciéhoz

Az MTL-promoter altal iranyitott p35, iap, és dad-1
kédolérégidkat a szuperbinaris pSB11 vektor border-
szekvenciai kbzé klonozzuk.

A kbdolészekvencia N-terminalis kodonjanal egy
intronnal rendelkezd B-gliikuronidaz (GUS)-gént az ok-
topin- és mannopinszintaz-génekbdl szarmazo kimé-
rapromoter [mas; az oktopinszintaz-promoter upstream
aktivalé szekvencidjanak trimerje a mannopinszintaz-
promoter egy doménjével, Ni et al. (1995)] iranyitja.
A Mas-GUS-t, mely GUS-aktivitast fejez ki a novény-
sejtben, de az Agrobacteriumban nem, pSB11-be ki6-
nozzuk, hogy a pMasGUS-t megkapjuk.

Ezeket a vektorokat ezutan az
LBA4404(pAL4404,pSB1)-be visszlik be elektropora-
cioval, melyhez 0,2 cm-es Bio-Rad kiivettakat haszna-
lunk 2 kV/cm tererésségnél, 600 ohmos ellenallasokat
és egy 25 uF-os kapacitast. A pSB1 egy széles gazda-
kor(i plazmid, mely egy pSB11-gyel homolog régiét és
egy, a pTiBo542 virulenciarégiéjabol szarmazoé
15,2 kb-os fragmentumot tartalmaz (Ishida et al.
(1996)]. A pSB11 plazmid elektroporacios bevitele az
LBA4404 (pAL4404, pSB1)-be a pSB11 és pSB1 koin-
tegralédasat eredményezi.

Kukoricaembribk inokulélasa Agrobacteriummal

Eretlen embridkat (0,8-2,2 mm) hasitunk ki ferts-
zésmentesen 12—-15 nappal a beporzas utan, és a szik-
levellikkel felfelé kallusziniciaciés tapkézegre
[2DG4+5 kloramben; Duncan et al., (1985)] helyezziik.
Az embriokat 10° sejt/ml siriiségld Agrobacteriummal
inokulaljuk 5 percig, majd kallusziniciacios tapkdzegen
tenyésztjiikk 3 napon at. A szdveteket ezutan cefotaxim-
mal (250 mgfl) kiegészitett ugyanilyen tapkbzegre he-
lyezziik. A szdvetek tulélését 2 héttel az inokuldlas
utan értékeljiik ki.

I. tipust kallusz inicialasa

Embridkat kallusziniciaciés tapkézegre helyeziink
7-20 napra, hogy kalluszképzédést idézziink eld. Ezek
a kalluszok jellemzden |. tipusu kalluszok, melyek a
sejtek kompakt és viszonylag jol szervezett csoportjait
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alkotjak [Suttie et al. (1994)]. A kapott embriogén kal-
luszt kivagjuk az embriokbdl, és kalluszfenntarté tapks-
zegre (2DG4+0,5 mg/l (2,4-diklor-fenoxi)-ecetsav
(2,4-D)) vissziik at. A fent leirt modszerrel kapott |. tipu-
su kalluszt fenntartd tapkdzegen tudjuk fenntartani
(2DG4+2,4D 0,5 mg/l), és minden két hétben altenyé-
szetekben tenyésztjiik tovabb. Az I. tipusu kalluszt Ag-
robacteriummal végzett inokulacios kisérletekben és
LDiolistic” készlilékkel végzett transzformacional hasz-
néljuk fel.

Transzformacios kisérletek

A plazmid DNS-t 0,3—1 um-es aranymikrohordozé-
ra csapjuk ki, ahogy a DuPont Biolistic kézikbnyve leir-
ja. Az antiapoptotikus gén 2 ug-jat és 2 ug pUbiPAT-ot
hasznalunk 50 pl mikrohordozénkent. Talcanként
16 darab I. tipusu kalluszt bombazunk PDS-1000/He
LJbiolistic” késziiléket (DuPont) alkalmazva. A szbvete-
ket a leallitéerny6 polca alatt 8 cm-re l1évd polcra he-
lyezziik, és egy 10x10 um-es rozsdamentes acéler-
ny6t alkalmazunk 650 psi értékl robbantasi lemezek-
kel. A bombazas utan a széveteket sététben tenyészt-
juk egy napig 25 °C-on, majd kalluszfenntart6 tapké-
zegre (2DG4+0,5 mg/l 2,4-D) vissziik at. 10 nappal ke-
s6bb a szdveteket ugyanilyen, 100 mg/l PPT-vel ki-
egészitett tapkbzegre tessziik at. Hat-nyolc héttel ké-
sObb, a széveteket 40 mg/l PPT-re vissziik at. A szo-
vetek kdziil néhanyat ezutan inokulacids kisérletekben
hasznalunk fel, néhanyat pedig regeneracios tapko-
zegre [Murashige és Skoog, mely 3% szacharézt,
0,25 mg/l ancimitolt és § mg/l kinetint tartalmaz) helye-
ziink, naponta 16 6ras megvilagitas mellett. A transz-
formalt novényeket Ggy azonositjuk, hogy klér-fenol-
vorés (CR)-assay-t alkalmazunk, hogy teszteljik a
PPT-rezisztenciat [Cramer et al. (1993)], és ezutan
PCR-rel igazoljuk azt.

Transzgenikus |. tipust kallusz inokulélasa

Agrobacteriummal

A fenti modon kapott transzgenikus |I. tipusu kal-
luszt Agrobacteriummal inokulaljuk. A kukoricaszéve-
teket 5-10 percre bakteriumszuszpenzidba aztatjuk.
Inokulalas utan a kukoricaszbveteket soététben te-
nyésztjik 25 °C-on 2DG4+0,5 mg/l 2,4-D-ben. Két
vagy harom nappal az inokuldlas utan a szdveteket
ugyanilyen, cefoximmal (250 mg/l) kiegészitett tapko-
zegbe visszik at.

A transzgenikus anyag elemzése

100 mg kalluszbd! genomi DNS-t extrahalunk Iso-
quick kittel (Microprobe, CA), és 20 ul vizben (jra-
szuszpendaljuk. A PCR-reakcichoz 1 pl-t hasznalunk.
A PCR-reakciokat Perkin—Elmer hd ciklizatoraiban
25 pl-es reakcié-térfogatban hajtjuk végre 1xPCR-puf-
fert, 0,5 egység AmpliTag-ot, mindegyik dNTP-bél
200 uM-t, mindegyik primerbdl 0,2 uM-t alkaimazva.
A pat-gén jelenlétének kimutatasara a szdvetekben, a
PCR-reakciokat PAT-primerekkel hajtjuk végre
55 °C-os annedlasi hémérsékleten. Az iap, a p35 és
dad-1 gén kimutatdsahoz a transzgenikus szdvetekben
mindegyik reakcional a hasznalt primerek a P és |, P és
35, P és D, 55 °C, 55 °C, illetéleg 48 °C annealasi hg-
mérsekleten.
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PAT1: 5-TGTCTCCGGAGAGGAGACC-3' (1. azono-
sitd szamu szekvencia)

PAT2: 5-CCAACATCATGCCATCCACC-3' (2. azono-
sitd szamu szekvencia)

MTL (P): 5“AGGTGTCCATGGTGCTCAAG-3' (3. azo-
nosité szamu szekvencia)

iap (I): 5-ACAATCGAACCGCACACGTC-3' (4. azono-
sitd szamu szekvencia)

p35 (35): 5'-CCAGGTAGCAGTCGTTGTGT-3' (5. azo-
nositdé szamu szekvencia)

dad-1 (D): 5-CCTTGTTTCCTTTGTTCACT-3' (6. azo-
nosité szamu szekvencia)

p35- és iap-RT-PCR

Transzgenikus kalluszbdl telies RNS-t vonunk ki
Tripure izolacios reagenssel (Boehringer Mannheim),
RN-az mentes DN-azzal kezeljik, és 0,5 pg-ot ve-
szink beldle a cDNS-szintézishez RT-PCR-t (Clon-
tech) és oligo-dT primert alkalmazva. A masodik szal
szintézise utan, a huszadik reakcio termékét hasznal-
juk templatként a Taq DNS-polimerazzal végzett PCR-
reakciohoz.

Az RT-PCR-hoz hasznalt p35 primerek

5'-GGTCCTATACGAAGCGTTAC-3' (7. azonositd
szamu szekvencia) és 5-CCACGTAGCAGTCGT-
TGTGT-3' (8. azonosité szamu szekvencia), melyek
300 bp-os transzkriptumot amplifikainak.

Az RT-PCR-hez hasznalt iap-primerek: 5-CATG-
TCTGACTTGCGATTGG-3' (9. azonositdé szamu szek-
vencia) és 5-ACAATCGAACCGCACACGTC-3' (10.
azonosité szamu szekvencia) melyek 300 bp-os
transzkriptumot amplifikalnak.

A genomi DNS-szennyez6dés kizarasara, parhuza-
mosan olyan kontroll-DNS-reakciokat veégziink, me-
lyekben a reverz transzkriptazt kihagyjuk.

Eredmények

— A legtébb embrié és embriogén kallusz nem éli

tdl az Agrobacterium-inokulaciot. Egy rovid fert6-
zés (5 perc) elegend6 ennek a reakciénak a ki-
valtasahoz. Azok a szdvetek, melyeket Escheri-
chia colival tenyésztettiink egyditt, és ugyanilyen
eliarasoknak vetettiink ala, nem mutatnak kéaro-
sodast.

A p35-6t, iap-ot és dad-71-et ndvényi expresszios
kazettaba klonoztuk a T-DNS borderszekvenciai kbzé.
Ha ezeket az antiapoptotikus géneket a T-DNS hordoz-
za, azoknak az inokulacié idején a kukoricasejtekhez
kell jutniuk. A kukoricaszéveteket sejthalal-szupp-
resszorgéneket (zardjelek kozott) tartalmazd és nem
tartalmazd Agrobacterium LBA4404-gyel (10° sejt/ml)
inokulaljuk. Az egylitt tenyésztés utan a kukoricaemb-
riockat vagy az |. tipusu kalluszt megvizsgaljuk, hogy
meghatarozzuk a szoveti tulélés mértékét, mely az an-
tiapoptotikus gének kifejezddésével biztositott védelem
meértékét jelzi. Mindegyik kezelést 50-80 kukoricaexp-
lantdtummal hajtjuk végre, és kétszer megismételjik.
A szoveteket 3 nappal az inokulalas utan ugyanolyan,
de cefotaximot tartalmazd tapkézegre visszik at. Az
Agrobacterium hatasat az inokulalas utan két héttel ér-
tékeljiik. Az eredményeket a 7., illetéleg a 8. tablazat-
ban mutatjuk be.
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7. tablazat

(embriok)
A vélaszreagal6 szdvetek
szamalvizsgalt szévetek
szama (%)

1. kisérlet 2. kisérlet
Nincs baktérium 52/63 (82%) | 25/31 (80%)
LBA4404 2/55 (3%) 3/89 (3%)
LBA4404(p35) 19/75 (25%) | 18/74 (24%)
LBA4404 (iap) 22/89 (24%) | 21/75 (28%)
LBA4404(dad-1) 4/48 (8%) | 10/66 (15%)

8. tablazat
(I tipusu kallusz)

A valaszreagald szovetek
szama/vizsgalt szovetek
szama (%)

1. kisériet 2. kisérlet
Nincs baktérium 76/80 (95%) | 72/80 (90%)
LBA4 404 8/80 (10%) | 6/80 (7,5%)
LBA4404 (p35) 23/80 (29%) | 27/80 (33%)
LBA4404 (iap) 35/80 (31%) | 30/80 (37%)
LBA4404 (dad-1) 15/80 (18%) | 13/80 (16%)

Az embridk korilbelil 80%-a embriogén kalluszt
eredményez, amikor nem kezeljik Agrobacteriummal.
A p35-6t vagy iap-ot hordozé Agrobacteriummal kezelt
embriok korilbellil 25%-a eredményez embriogén kal-
luszt, mig az Agrobacteriummal inokulalt embridknak
csak 3%-a mutat kallusziniciaciot. Hasonlé hatast figye-
liink meg a p35-6t vagy iap-ot hordozé Agrobacterium-
mal inokulalt |. tipusid kallusszal (2. tablazat). A dad-1
mindegyik rendszerben csak kismértékil védelmet nyuijt.

- Ugy tlinik, hogy a p35 és iap atmeneti exp-
resszidja lecsokkenti a szévetek barnulasat bizo-
nyos mértékben, de a jelenséget nem gatolja
meg teljesen. Ez a kukoricasejtekbe iranyulo
T-DNS-transzfer kis hatékonysagaval magyaraz-
haté. A GUS atmeneti expressziéjabdl kdvetkez-
tetve Ugy tlnik, hogy a célszévet nem transzfor-
malodik egységesen. Ez azt is jelezheti, hogy na-
gyon keves sejt fogadja be a T-DNS-t.

— A p35-6t vagy iap-ot tartalmazé Agrobacterium-
mal inokulalt embridkbdl felbukkand embriogén
kallusz szerkezete nem olyan kompakt, mint a
kontrolloké. Ez azzal a ténnyel magyarazhato,
hogy csak az antiapoptotikus gént hordozé
T-DNS-t kapé sejtek élik til a fertGzést, és az
egyenként transzformalt sejtek nem sziikségsze-
ren adjak at a szignalt a szomszéd sejteknek.
A szdveti névekedésnek ez a tipusa azt bizonyit-
hatja, hogy a sejthalal-szuppresszorgének a
pusztulasra itélt sejteket nagyon hatasosan meg-
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mentik, de a rovid ideig tartdé expressziojuk nem
biztosit teljes védelmet az Agrobacterium hatasa-
val szemben.

-~ A p35-re, iap-ra és dad-1-re transzgenikus emb-
riogén kallusz annak az eredménye, hogy az em-
litett, nGvényben expresszalhaté promoter aital
szabalyozott géneket mikrorészecskebombazas-
sal |. tipust kalluszba juttatjuk. A szerkezeteket
egyltt bombazzuk be a bar-génnel, a szoveteket
PPT-n szelektaljuk, és ezeknek a kalluszoknak a
transzformalt allapotat elészor PCR-rel igazoljuk
(9. tdblazat).

226 212 B1 2

A p35-re és iap-ra transzgenikus embriogén kallu-
szok nem mutatnak sejthalalt, amikor Agrobacterium-
inokulacionak vetjiik ala, mivel a nagyobb barnulasos
tiinetet a kontrollszéveteken figyeljik meg az egyitt te-

5 nyésztés utan. A dad-1 gén jelenléte késlelteti az apop-
tozis kitorését, de nem gatolja meg a sejthalalt ugy,
mint az iap és a p35. Az eredmények tébb flggetlen ki-
sérietben reprodukalhatok.

— A p35 és iap védbhatasa szintén nyilvanvalé oli-

10 gonukleoszomalis DNS-fragmentacios elektrofo-

rézissel mérve.

- Ugy tdnik, hogy a dad-1 hatasa akkor nyilvanva-

I6bb, amikor stabilan expresszalodik a szovetek-

9. téblazat ben.
L . 15 — Nyilvanvalo Gsszefliggés van az antiapoptotikus
Transzformacios kisérlet Pozitiv PCR-ek szama gének expresszidja és a sejthalal hianya kdzott.
UbiPAT 5 PAT+ A p35 és iap-gének kifejezodnek a transzg(?nllfljls
- kalluszban, ahogy azt a reverz transzkripcios
MTLp35, UbiPAT 9 PAT+, 3 p35+ PCR-rel (RT-PCR) igazoltuk. A kontroll egysége-
MTLiap, UbiPAT 7 PAT+5 iap+ 20 sen negativ volt.
MTLdad, UbiPAT 11 PAT+, 4 dad-1+ ) o .
9. példa Olyan Agrobacterium térzsek szdrése és

Az Agrobacteriummal szembeni érzékenységet ez-
utan fliggetlen eseteken vizsgdljuk meg. Kalluszt in-
okulalunk Agrobacterium LBA4404-gyel (10° sejt/mi).
Két fiiggetlen transzgenikus kalluszvonalat tesztelink.
Mindegyik kezelést kétszer megismételjik. A szdvete-
ket harom nappal az inokulalas utan ugyanolyan, de
cefotaximot tartalmazé tapkozegbe vissziik at. A kuko-
ricaszovetek tllélését az Agrobacterium-inokulacio
utan két héttel értékeljiik (10. tablazat).

10. tablazat

azonositasa, melyek nem véltanak ki sejthalalt a
kukoricasejtekben
25 Egy jol tanulmanyozott kukoricavonal (A188) és
egy sajat elit vonal (Elite 2) embriogén kalluszanak és
embridinak érzékenységét vizsgaljuk meg az Agrobac-
terium 40 vad tipusu térzsébdl allé panelt alkalmazva.
Ezeket a sejteket elészér az A188 és Elite 2 embriogén
30 Kkallusszal és embriokkal valé kompatibilitasukra tesz-
teljik. Ezek koztil, a 40-bél 6 nem teljesen gatolta a ku-
koricaszévetek novekedését, és ezeket tovabb tesztel-
jik kallusziniciaciés tapkdzegre helyezett, és 10°

. ] sejt/ml koncentracioban inokulalt Elite 2 embridkkal.
Transzforméaciés kisériet | Az LfA'f‘*O“-'e rezisztens | 35 A kallusziniciaciot 2 héttel az inokulalas utan értékeljik
alluszok széma ki, és a valaszreakciot adé embriok szazalékaban fe-
jezziik ki.
1. vonal 2. vonal Ezeket a tdrzseket hormonmentes tapkézegre he-
UbiPAT 1124 (4%) 1132 (3%) Iyezett Sjohanylgveleken toY‘ébb teszteljok vnrylenc:fara,
. - N 40 és megjegyezzik, hogy a térzseknek az a képessége,
MTLp35, UbiPAT 22/25 (88%) | 25/28 (89%) hogy programozott sejthalalt indukainak a kukoricasej-
MTLiap, UbiPAT 20/22 (90%) | 19/25 (76%) tekben, nincs Osszefiiggésben a virulenciaval. A 11.
MTLdad, UbiPAT 12127 (44%) | 9722 (41%) tal)'Iaz'atban Ia'a)/o szazalékok a tumoros levéllemezek
szamat mutatjak.
11. tablazat
A nem nekrotikus térzsek virulenciajanak dsszehasonlitasa
Torzsek Forras Opin Dohéanyon tesztelt 2DG4+5Chl (%)
virulencia

1 rozsa ? 100 37

2 Oszibarack nopalin 82 25

3 ezlstlevel(i nyar agropin 66 50

4 krizantém L,L Sap 100 63

A rézsa nopalin 92 66**
B nyirfa nopalin 76 58

** J4 I. tipusu kallusz

14
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Az A és B Agrobacterium torzset az ATCC-nél he-
lyeztik letétbe 1997. majus 2-an a Budapesti Szerzé-
désnek megfeleléen 55 964 illetéleg 55 965 nyilvantar-
tasi szamon.

10. példa Kukoricasejtekben apoptozist kivalto

Agrobacterium-gének

Egy BAC-kényvtarat (mesterséges baktériumkro-
moszoma) szerkesztlink hozzavetéleg 100-2000 kb-os
Agrobacterium genomi DNS-fragmentumokkal egy ki-
sérletben, hogy azonositsuk a kukorica-embriogénszo-
vetekben a sejthalélvalaszeért felelGs genetikai eleme-
ket. A kényvtarat Escherichia coliba vissziik be. Abbol
a célbol, hogy ellendrizziik, vajon egy ilyen hattér alkal-
mas-e a BAC-kényvtar szlrésére, csak BIBAC-vektort
tartalmazé E. colit visziink be kukoricaembridkba. Ugy
talaltuk, hogy az E. coli nem indukal jellegzetes apop-
totikus valaszt.

Megbecsiiltik, hogy koriilbeliil 2530, 150-200 kb-os
inszertumot hordozé BAC klon elegendd ahhoz, hogy le-
fedje a teljes Agrobacterium-genomot, feltételezve, hogy
genommeérete majdnem azonos az E. coliéval (4,6x108
bp). A kidnokat viszonylag nagy szamban (200) egy Ag-
robactenum-kromoszomadlis prébaval (chvD) hibridizaljuk
azért, hogy az E. colban készitett BAC-kdnyvtar az Ag-
robacterium-genomot teljesen reprezentalja. A 200 vizs-
galt klon kéziil 5 vildgosodott ki a chvD-probaval (adato-
kat nem mutatunk).

Az egyik megoldandé probléma az, hogy az Agro-
bacteriumbol szarmazo genetikai komponensek némak
lehetnek E. coliban. Ezenkivil tovabbi névényekbdl
és/vagy Agrobacteriumbdl szarmazo faktorok lehetnek
szitkségesek egy ilyen klon kifejezdéséhez. Ezért a
BAC-vektor tartalmaz egy Agrobacteriumban miikddo-
képes replikacios origét is, és kdnnyen transzformalha-
té Agrobacteriumba egy ilyen kisérletben.

Baktérium szaporitasa

Az Agrobacteriumot 3 napon at YP tapkozegben
(5g/! élesztokivonat, 10 g/l pepton, 5 g/l NaCl, 15 g/l
agar, pH=6,8) novesztjilk, melyet, amikor szlikséges,
100 mg/l kanamicinne! egészitlink ki. A baktériumokat
egy oltékaccsal dsszegydijtjik, és N6 folyékony tapkoé-
zegbe szuszpendaljuk 109-5xI09 sejt/ml s(rliségben.
Az Agrobacterium-sejteket egy egyéjszakas YP tapko-
zeges tenyészetbdl is dsszegyljthetjiik, és N6 folyé-
kony tapkozegben Gjraszuszpendalhatjuk.

Az E. coli DH10B-t LB tapkoézegben (1% Bakto-trip-
ton, 0,5% Bakto éleszttkivonat, 170 mM NaCl, pH=7,0)
ndévesztjik. Transzformalads utdn SOC-oldatban (2%
Bacto-tripton, 0,5% Bakto élesztokivonat, 10 mM NaCl,
2,5 mM KCI, 10 m MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM gli-
kéz, pH=7,0).

Genomi DNS készitése Agrobacteriumbé/

Az LBA4404 torzset hasznaljuk a konyvtar elkészi-
téséhez. Az alkalmazott eljaras, anyagok és reagensek
az Imbed kitbdl (Biol.abs, USA) szarmaznak. 4x10 mi
Agrobacterium-tenyészetet novesztiink egy éjszakan
at 28 °C-on. Egy odraval az Osszegydijtésik utan
180 mg/ml klér-amfenikolt adunk hozza, hogy a kromo-
szomakat sorba allitsuk. A sejteket 800 g-n 4 °C-on

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

15

15 percig centrifugaljuk, és a pelietet levegbvel meg-
szaritjuk. A sejteket 0,5 ml sejtszuszpenzios oldatban
(10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 100 mM EDTA,
pH=7,2) 42 °C-ra elémelegitjiik, miel6tt agarézba
agyaznank. Az Agrobacterium-sejteket agarézrudakba
agyazzuk, hogy a sejtfal lebontasat és a fehérjemente-
sitést agy hajtsuk végre, hogy elkeriiljiik a DNS elvesz-
tését. A sejtek agarozrudakba agyazasahoz a sejteket
42 °C-ra lehiitétt ddH,0-ban 1év8, 1%, alacsony olva-
daspontli agaréz azonos mennyiségével dsszekever-
juk, majd hagyjuk megszilarduini egy Gel Syringe prés-
ben. Az agar6z megszilardulasa utan a dugokat 3 tér-
fogat lizozimoldatba (1 mg/ml lizozim, 10 mM Tris/HCI,
50 mM NaCl, 100 mM EDTA, 0,2% natrium-dezoxiko-
lat, 0,5% N-lauril-szarkozin, pH=7,2) tesszik &t, és
2 6ran at 37 °C-on inkubaljuk 6vatosan razva. A lizozi-
moldatot eltavolitjuk, és a rudakat kétszer mossuk 3 mi
mosooldatban 15 percig. A rudakat ezutan 3 ml Protei-
naz K-oldatban (1 mg/mi proteinaz K, 100 mM EDTA,
1% N-lauril-szarkozin, 0,2% natrium-dezoxikolat,
pH=8,0) inkubaljuk 20 éran at 42 °C-on dévatosan raz-
va. A proteinaz K-oldatot kiszivassal eltavolitjuk, és a
rudakat kétszer 5 ml moscoldattal (20 mM Tris-HCI,
50 mM EDTA, pH=8,0) szemben dializaljuk 15 percig,
majd 3 ml PMSF-oldattal (20 mM Tris-HCI, 50 mM
EDTA, 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid, pH=8,0) szem-
ben egy oran at, ezt két mosas koveti moséoldattal.
A rudakat ezutan kétszer 5 ml taroldoldattal (2 mM
Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH=8,0) 15 percig mossuk,
majd uUjra GelSyringe-ekbe toltjik. 1 mm hosszisagu
(10-20 ml) mintakat vagunk egy borotvapengével, és
Notl restrikcios endonukleazpufferrel (Biolabs, USA)
szemben 30 percig 4 °C-on dializaljuk. A restrikcios en-
donukleazpuffert friss pufferrel helyettesitjiik, és inku-
balast hajtunk végre egy éjszakan at 37 °C-on 20 egy-
ség Notl enzimmel (Biolabs, USA). Az Agrobacterium-
DNS részleges emeésztését Notl-t, egy ritka hasitéenzi-
met alkalmazva hajtjuk végre. A Notl eiméletileg 18 kb
hosszusdgu fragmentumokat eredményez teljes
emesztés utan, feltetelezve, hogy az Agrobacterium-
genom 60%-0s G/C tartalommal rendelkezik (ezeket
az eredményeket kiilonb6z6 Agrobacterium-génbdl
extrapolaltuk). Aliquotokat terheliink a gélre egy leva-
gott hegyl pipettaval. A DNS-t pulzalomez6ji gél
(PFG)-elektroforézissel kiilonitjiik el 1%-os agardzgé-
len 0,5xTBE-ben 14 °C-on egy BioRad CHEF Mapper-t
alkalmazva 6 V/icm fesziltségnél 32 6ran at. A gélt
20 percig 1 mg/mi EtBr-ddH,0 fiirdében festjiik, a gél-
rél a 100-200 kb-nak megfelelé fragmentumokat tartal-
mazé agarézszeleteket kivagjuk. Az agarézszeleteket
kétszer TE-vel szemben dializaljuk egy éran at
4 °C-on, és keétszer agardzpufferral (Biolabs, USA)
szemben 1 6ran at 4 °C-on, majd 65 °C-on 10 percen
at megolvasztjuk, és 100 mg agarozonként egy egység
agarazzal (Biolabs, USA) emésztjiik. A DNS-koncent-
raciét fluorometrikusan becsiiljik meg DyNA Quant
200-at (Hoefer, USA) alkalmazva.

BIBAC-vektor készitése

A BIBAC-vektort Dr. Carol M. Hamilton (Cornell
University, Ithaca) volt szives rendelkezésiinkre bocsa-
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tani [Hamilton et al., Proc. Natl. Acad, Sci. (USA) 93,
9975-9979 (1996)]. A BIBAC-ot lgy tervezték meg,
hogy E. coliban és Agrobacteriumban is replikélodjon,
és a sacBIl gént is tartalmazza, mely lehet6vé teszi a
klonozott inszertumok kdzvetlen szelektalasat szacha-
roz tapkdzegen. A BIBAC-vektor az F-faktor episzé-
maorigét is hordozza, mely egy vagy két masolat stabil
fennmaradasat teszi lehetdvé a legfeljebb 300 kb-os in-
szertumokkal sejtenként [Shizuya et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA) 89, 8794-8797 (1992)]. A plazmidot
Wizard® Plus Maxiprep kitet (Promega, USA) hasznal-
va izolaljuk. Egy fenol-kloroformos extrakciét hajtunk
végre az izopropanolos kicsapas elétt. A plazmidot No-
tl-gyel emeésztjik, és 1 egység garnélarak alkalikus
foszfatazzal (Boehringer Mannheim) defoszforilezziik
37 °C-on egy 6ran at. A ligalast 40 ml-ben hajtjuk vég-
re, melyben 150 ng Agrobacterium-DNS-t inkubalunk
17 ng hasitott vektorral (a becsiilt mélarany 10:1 a fe-
leslegben lévS vektorral), 400 egység T4 DNS-ligazzal
(Boerhinger) 17 °C-on egy éjszakan at. Transzformalas
elétt a ligaciés elegyet TE-vel és Micro-Collodion zacs-
kokban (Sartorius, Németorszag) lévé 1/10 TE-vel
szemben dializaljuk 4 °C-on 2 oran at.
A DH10B transzformélésa pBAC-konyvtarral
Kompetens E. coli DH10B sejtek (F-, recA1; Elekt-
roMax, Gibco-BR) transzformalasat hajtjuk végre elekt-
roporaciéval elShitott Gene Pulser kiivettakban (Bio-
Rad, USA) Gene-Pulser™-mel (BioRad, USA) a kovet-
kez§ beallitasokat alkalmazva: feszliltség: 2,5 kV, ka-
pacitas: 25 mF, és ellenallas: 200 Q. A kompetens sej-
tek 25 ml-ét 1 ml ligacids oldattal keverjiik 6ssze mind-
egyik elektroporaciénal. Az elektroporacioé utan a sejte-
ket 0,5 ml SOC-oldatba vissziik at, és 37 °C-on inku-
baljuk egy forgdé korongon 45 percig. A sejtek
150 ml-es aliquotjait kanamicint (40 mg/ml) és szacha-
rézt (5%) tartalmazé LB tapkdzegre szélesztjik.
BAC-DNS izolalasa és a BAC-klénok DNS-
inszertum-méretének meghatarozdsa
BAC-klonokat névesztiink egy éjszakan at folyama-
tos mozgatas mellett 10 ml, kanamicint (50 mg/mi) tar-
talmazé LB-ben. DNS-t vonunk ki a lugos lizis mod-
szernek megfeleléen (Sambrook et al., 1989] a kdvet-
kez6 valtoztatasokkal: 30 mg/ml RN-azt adunk a
szuszpenzios oldathoz, és egy fenol-kloroformos tiszti-
tast hajtunk végre az izopropanolos kicsapas el6tt.
A nukleinsavpelletet 50 ml ddH,0-ban oldjuk fel.
A DNS-t PFG-elektroforézissel kilonitjik el egy 1%-0s
agardzgélen 0,5xTBE-ben 14 °C-on egy BioRad CHEF
Mapper-t alkalmazva 6 V/cm-nél 32 éran at.
Kukoricaembriék inokuldlasa Agrobacteriummal
Eretlen embriokat (0,8-2,5 mm hosszlsagu) hasi-
tunk ki fertdzésmentesen 12-15 nappal a beporzas
utan, és a sziklevelilkkel felfelé kallusziniciaciés tapko-
zegre (2DG4+5 Chloramben) (Duncan-féle ,D" tapko-
zeg gliikkézzal: N6 major, B5 minor, MS vas, 20 g/l sza-
chardz, 5 mg/l kioramben, 8 g/l tisztitott agar, G4 ada-
Iékok és 10 mg/l glikdz, pH=5,8) [Duncan et al. (1985)]
helyezzik. A baktériumsejteket 2N63SM-ben (3,97 g/l
N6 sok, N6 vitaminok, 30 g/l szachardz, 2 mg/l 2,4-D,
8 gll tisztitott agar, pH=5,8) szuszpendaljuk. Az emb-
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ri6kat Agrobacteriummal vagy E. colival inokulaljuk 10°
sejt/mi slrliségben 5 percig, majd kallusziniciacios tap-
kdzegen tenyésztjik 3 napig. A szdveteket ezutan
ugyanilyen, de cefoxaminnal (250 mg/l) kiegészitett
tapkozegre vissziik at. A szovetek tulélését 2 héttel az
inokulalas utan értékeljik ki.

Agrobacterium transzformélésa

Agrobacterium-transzformaciét hajtottunk végre a
korabban leirt médon [Wen-jun és Forde, Nucleic Acids
Research 20, 8385 (1989)] egy 0,2 cm-es elektropora-
ciés klvettaban (BioRad Laboratories Ltd., USA) egy
Gene Pulser™-t (BioRad) alkalmazva 10 kV/cm
(2,00 kV) térerésségnél, 25 mF kapacitasnal és 600 Q
ellenallasnal.

Vektorok a Biolistic-transzformaciéhoz

A Biolistic készlilékkel torténé kukoricatranszforma-
lashoz hasznalt vektorok mindegyike a pUC szarmazé-
ka. A pMTL a kukorica metallothioneinszer génpromo-
terét (MT-L) tartaimazé ndvénytranszformacios vektor
[de Framond (1991)]. A virB1 kddolérégidjat polimeraz-
lancreakciéval amplifikaljuk templatként a BAC-kiént al-
kalmazva az A torzsbél, a kovetkez6 primerekkel:
5'-GGAGAGGCGGTGTTAGTT-3' (11. azonositd sza-
mu szekvencia); 5-CATCATCGCATTCGAGAG-3' (12.
azonositd szamu szekvencia). A PCR-reakcickat Per-
kin-Elmer héciklizatorban hajtjuk végre, 55 °C-os an-
nedlasi hdmérsékleten 25 ul-es reakcio-térfogatban,
mely tartalmaz 1xPCR-puffert, 0,5 egység AmpliTag-ot,
200 uM-t mindegyik dNTP-bél, 0,2 uM-t mindegyik pri-
merbdl. A PCR-terméket elészor a TA-kibnozashoz vald
pPCR2.1 vektorba (Invitrogen, San Diego, USA) klénoz-
zuk. Majd egy Xbal-Spel kettés emésztéssel kihasitjuk,
és a pMTL-vektor Xbal-helyére klénozzuk szensz- és
antiszensz-orientacidban, mely a pMTL-virB1-et, illet6-
leg a pMTLvirBlas-t eredményezi. Hasonléan, az
A torzsbél amplifikalt PCR-terméket pMTL-be kidnozzuk
szensz- és antiszensz-orientaciéban, mely a pMTL-
virB1A-t, illetéleg a pMTL-virB1Aas-t eredményezi.

Az acvB-t a pMTLsense és pMTLantisense Xbal-
Xho! helyére kionoztuk, mely a pMTL-acvB és pMTL-
acvBas-t eredményezte.

A pGUS a p-glikuronidaz (GUS)-gént tartalmazza
egy intronnal a kédoldészekvencia N-termindlis kodonja-
nal, és melyet az oktopin- €s mannopinszintaz-gének-
bél szarmazé kimérapromoter (az oktopinszintaz-pro-
moter upstream aktivalé szekvenciadjanak trimerje a
mannopinszintaz-promoter egy domeénjével) [Ni et al.,
(1995)] iranyitja.

Kukoricaszuszpenziés sejtek

Zea mays cv Black Mexican Sweet (BMS) szusz-
penzios tenyészetét 30 g/l szachardzzal és 2 mg/l 2,4-
diklér-fenoxi ecetsavval (2,4 D) kiegészitett N6 tapko-
zegben (Chu et al. (1975)] (2N63S) tartjuk fenn. A bom-
bazasos kisérletekhez hasznalt kukoricasejt-szuszpen-
ziékat 3 napos, gyorsan névé tenyészetekbél vesszik.
A bombazas elbtt hozzavetbleg 0,5 ml pakolt térfogat
sejtet vakuumszlrink 7 cm-es sz(rékén (Whatman,
No.4). A szélesztett sejteket 4 6ran at 25 °C-on tartjuk
phytagarral szilarditott, 120 g/l szacharé6zt tartalmazo
2N6 tapkdzegen a bombazast megeldzden.
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A névénysejtek bombézésa: A széveteket olyan
aranymikrolévedékekkel bombazzuk, melyekre a plaz-
midok keverékét precipitaltuk. A pGUS-plazmid-DNS-t
alkalmaztuk bels6 kontrollként az atmeneti expresszios
vizsgalatokban. A kotranszformacios kisérletekhez az
aranyrészecskék mindegyik plazmid DNS azonos
mennyiségét (0,5 ng mindegyik plazmid DNS-bél célle-
mezenként) hordozza. Mindegyik DNS megfelels
mennyiségét elegyitiik 10 ul-es Gssztérfogatban, és
50 pl 2,5 M CaCly-vel és 20 pl 0,1 M spermidinmentes
bazissal 50 ul 0,3 um-es aranymikrohordozéra
(60 mg/ml) csapjuk ki. Mikrolovedékbombazast hajtunk
végre PDS-1000 He Biolistic készlilékkel (DuPont) a
mintat tartalmazé 1100 psi robbantasi lemezeket alkal-
mazva, melyeket a leallitéerny6 polca alatt 8 cm-re he-
lyeziink el.

Atmeneti expressziés vizsgélatok: B-glikuronidaz-
aktivitast hatarozunk meg egy kemilumineszcens as-
say-vel GUS-Light kittel (Tropix). A B-gliikuronidaz-akti-
vitasokat fényegységekként fejezziik ki, melyet egy
Analitical Luminescence model 2001 Luminometerrel
mutatunk ki, mely 10 masodpercenként 6sszegezve
25 °C-on.

Telephibridizalas: Egynapos BAC-klénokat nejlon-
filterekre (Hybond-N, Amersham Lie Sciences, UK)
emeliink at a radioaktivan jeldlt Agrobacterium-eredetti
probakkal térténé hibridizalashoz. A DNS-prébakat
[a-32P)dCTP-vel jeldljiik a Pharmacia oligojeléls kitjét
alkalmazva. A chvG-préba és a virD1-préba egy PCR-
amplifikaciés fragmentumnak felel meg. A konyvtarfilte-
reket elShibridizaljuk a hibridizacios oldatban 65 °C-on
2 6ran at (5xSSPE, 5xDenhardt-oldat, 0,5% SDS,
0,1 mg/ml lazacsperma-DNS). A hibridizaciét ugyaneb-
ben a pufferben hajtiuk végre 65 °C-on egy éjszakan
at. A szlr6ket 1xSSC-vel, 0,1% SDS-sel Gblitjik
15 percig 65 °C-on, ezt kdvetéen 0,1xSSC és 0,1%
SDS elegyében 15 percig inkubaljuk 65 °C-on. A sz(i-
réket gyorsan szarazra leitatjuk, és a filmet egy éjsza-
kan at exponaljuk -70 °C-on egy erdsitéernyé6t alkal-
mazva.

A PCR-amplifikalashoz egy oltokacsnyi LBA4404-t
szuszpendalunk ddH,0O-ban, 15 percig 95 °C-ra mele-
gitjuk, lecentrifugaljuk, és 1 ml-t hasznalunk fel a
PCR-reakciéhoz a kdovetkez6 korlilményeknél: 5 perc
95 °C-on, és ezutan 30 ciklus: 45 masodperc
95 °C-on, 45 masodperc 55 °C-on, és 45 masodperc
72 °C-on.

Eredmények

— Hozzavetbleg 20 kukoricaembriét inokulalunk a

BAC-konyvtar egy kiénjaval, és kallusziniciacios
tapkdzegre helyezziik. Az egyiitt tenyésztést ko-
vet6en az embridkat ugyanilyen, 250 mg/ml cefo-
taximmal kiegészitett tapkdzegre visszik at. Az
embridkat ez utan megvizsgaljuk, hogy a rekom-
binans baktérium altal okozott karosodast felbe-
cstljik. 160 szlirt klon kdzil 4 fiiggetlen BAC-
klént azonositunk (BAC1, BAC2, BAC3, BAC4).
A kukoricaszdvetek sejthalalaért felelés BAC-kl6-
nokon lévé terdilet tovabbi lokalizalasahoz a BAC-
klénok Hindlll fragmentumait egy Bluescript-vek-
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torba alklénozzuk. Ezeknek a klonoknak mind-
egyikét kukoricaszéveteken teszteljiik, hogy
meghatarozzuk melyik az az egy, ami megébrizte
a sejthalalkivalto képességet.

— A DNS-szekvenciakat alklénok és oligonukleoti-
dok alkalmazasaval meghatarozzuk. A BAC1-2,
BAC2-2 és BAC3-2 szekvenciak homoldgiat mu-
tatnak a virB1-gyel xylA-xy/B-vel, illetbleg az
acvB-vel. A BAC-4 azonos a BAC3-2-vel.

— Az acvB-t (BAC3 és BAC4), virB1-t (BAC1) és xy-
IA-xyB-t (BAC2) hordozé BAC-kldnokat A torzs-
be vissziik be, ami A(acvB), A(virB1) és A(xylA)
térzseket eredményezi. Ezeket a térzseket hasz-
naljuk Kkukoricaszdvetek inokuldlasara. Az
LBA4404-gyel inokulalt szovetek egy jellemzd
sejthalalmintazatot mutatnak, mig az A térzzsel
valo fert6zés nem tud ilyen tiineteket létrehozni.
Az A(acvB), A(virB1) és A(xylA) kiilbnb6z6 mér-
tékben indukal sejthalalt, az A(acvB)-vel a legerd-
sebb. Ezeknek a géneknek a jelenléte igy az
A torzs és a kukorica koz6tti kdlcsdnhatast atala-
kitja, és a kukoricaszdveteket érzékenyebbé teszi
a fert6zéssel szemben (12. tablazat).

12. tablazat

Torzsek 1. kisérlet | 2. kisérlet | 3. kisériet
Nincs baktérium|19/22 (86%)|15/18 (83%)|16/18 (88%)
LBA4404 2/20 (10%) | 1/17 (6%) | 3/20 (15%)
E. coli 17/20 (85%)|16/19 (84%){17/21 (81%)
A torzs 19/20 (95%)|17/21 (81%){17/20 (85%)
E. coli (BAC1) | 5/20 (25%) | 5/17 (30%) { 4/18 (22%)
E. coli (BAC2) [10/19 (52%)|10/20 (50%); 9/19 (47%)
E. coli (BAC3) | 3/18 (16%) | 4/17 (24%) | 3/20 (15%)
E. coli (BAC4) | 4/19(21%) | 3/19 (16%) | 2/21 (9%)
A torzs (BAC1) | 5/19 (26%) | 6/17 (35%) | 8/25 (32%)
A torzs (BAC2) | 9/22 (41%) {10/23 (43%)| 8/19 (42%)
A torzs (BAC3) | 3/20 (15%) | 2/18 (11%) | 3/21 (14%)
A torzs (BAC4) | 2/20 (10%) | 3/19 (16%) | 4/20 (20%)

A Southern-analizisbhen A136, LBA4404, LBA4402,
A és B Agrobacterium térzsek Hindlll-mal emésztett
genomi DNS-ét probazzuk mérsékelten szigoru koérul-
meények koézott a xyl/A-t vagy az acvB-t hordozo frag-
mentummal. Xy/A-val homolog fragmentumok vannak
jelen az Osszes vizsgalt térzsben. Az acvB-vel hibridi-
zalé szekvenciak talalhatéak az LBA4404-ben,
LBA4402-ben és az A136-ban, melyek sejthalalt indu-
kalnak a kukoricasejtekben. Erdekes modon az acvB
hianyzik az A és B Agrobacterium torzsekbél. Az acvB
tehat korlatozott eloszlasu. Ahogy korabban beszamol-
tak rola, az acvB viszonylag kevés Agrobacterium
térzsben van jelen [Wirawan et al., Biosci. Biotech. Bio-
chem. 60, 44-49 (1993)]. A xylA-t és az acvB-t nem a
Ti plazmid hordozza, mivel azok jelen voltak a Ti-men-
tesitett LBA4402 torzsben.
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— Annak meghatarozasara, hogy az acvB és
vicB1 expresszidja a kukoricasejtekben letalis-e,
ezeket a géneket egy nbvény-expressziosvektor-
ba klonoztuk, és a 8-glikuronidazt (GUS) kifejez6
pGUS-vektorral egylitt transzformaljuk. Abban az
esetben, amikor a tesztgén letalis, a GUS-aktivi-
tas lecsékken vagy megszUnik [Mindrinos et al.
(1994)]. A két gén kodolorégidjat szensz- és anti-
szensz-orientacidoban egy MTL-promotert tartal-
mazo noveényi expressziés vektorba alklénozzuk,
és biolisztikusan kukoricasejtekbe juttatjuk a
pGUS-vektorral egyiitt. 30 6ra mulva a GUS-akti-
vitast mérjik a kukoricasejtekben. Az eredmé-
nyeket a 13. tablazatban mutatjuk be. A GUS-ak-
tivitas kérulbelll felére csdkkent, amikor a
virB1-et egyltt bombaztuk be a pGUS-sal. Az
acvB-vel és pGUS-sal egylittesen bombazott ku-
koricasejtek kbvetkezetesen egy 35-sz6ris csok-
kenést mutatnak a GUS-aktivitdsban. Ez azt jelzi,
hogy az acvB nagymértéki expresszidja a kuko-
ricasejtekben artaimas.
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13. tablazat
A plazmidszerkezeteket a kukoricasejtekbe Biolistic
késziilékkel juttatjuk be. 30 perces inkubalast

kovetden a széveteket homogenizaljuk, és a GUS-

aktivitdsokat meghatarozzuk. Az aktivitasokat

fényegyseg/ug fehérjeként fejezziik ki. Fliggetien
bombazasokat elemeztik, és az adatokat az 6t
megismételt kisérlet atlagértéke +SD-ként mutatjuk be.

Szekvencialista

(1) Altalanos informaciok:
(i) Bejelentd:

(A) Bejelentd: NOVARTIS AG
(B) Utca: Schwarywaldallee 215.
(C) Véros: Bazel
(E) Orszag: Svajc
(F) Postai iranyitoszam: 4058
(G) Telefon: + 41 61 324 11 11
(H) Telefax: + 41 61 322 75 32

(i) A talalmany cime: Novénytranszformacids eljarasok

(iii) A szekvencidk szama: 12
(v) Szamitégéppel feldolgozhaté forma:
(A) Hordoz6 tipusa: flopilemez
(B) Szamitogeép: IBM PC kompatibilis
(C) Operaciés rendszer: PC-DOS/MS-DOS
(D) Szoftver: Patentin Release #1.0,
Version #1.25 (EPO)
(2) Informacio az 1. azonosité szamu szekvenciahoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Hossza: 19 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iif) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
(vii) Kdzvetlen forras:
(B) Klén: PAT1

(xi) A szekvencia leirasa: 1. azonosité szamu szekvencia:

TGTCTCCGGA GAGGAGACC

(2) Informacio a 2. azonosité szamu szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzok:
(A) Hossza: 20 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
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Plazmid+pGUS Atlag +SD (Fényegy-
ség/ug fehérje)

puc 2082+199
pMTL-virB1 1014+106
pMTL-virB1as 2543176
pMTL-virB1K6 17384330
pMTL-virB1K6as 2168+282
pMTL-acvB 6119

pMTL-acvBas 23781292

19
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(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topologia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(i) Antiszensz: nem
(vii) Kbzvetlen forras:
(B) Klén: PAT2
(xi) A szekvencia leirasa: 2. azonositd szami szekvencia:

CCAACATCAT GCCATCCACC

(2) Informécié a 3. azonositd szamu szekvenciahoz:
(i) Szekvenciajellemzék:
(A) Hossza: 20 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
(vii) Kbézvetlen forras:
(B) Kién: MTL (P)
(xi) A szekvencia leirasa: 3. azonositd szamu szekvencia:

AGGTGTCCAT GGTGCTCAAG

(2) Informacié a 4. azonosité szamu szekvenciahoz:
(i) Szekvenciajellemzok:
(A) Hossza: 20 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
(vii) Kdzvetlen forras:
(B) Klén: iap (1)
(xi) A szekvencia leirasa: 4. azonositd szamu szekvencia:

ACAATCGAAC CGCACACGTC

(2) Informacio az 5. azonositd szamu szekvenciahoz:
(i) Szekvenciajellemzok:
(A) Hossza: 20 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
(vii) Kdzvetlen forras:
(B) Klén: P35 (35)
(xi} A szekvencia leirasa: 5. azonosité szamu szekvencia:

CCAGGTAGCA GTCGTTGTGT
(2) Informacié az 6. azonositd szamu szekvenciahoz:
(i) Szekvenciajellemzék:

(A) Hossza: 20 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
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(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(i) Antiszensz: nem
(vii) Kbzvetlen forras:
(B) Kién: dad-1 (D)
(xi) A szekvencia leirasa: 6. azonositd szami szekvencia:

CCTTGTTTCC TTTGTTCACT

(2) Informacid a 7. azonosité szamu szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Hossza: 19 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linearis
(i} Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
(xi) A szekvencia leirasa: 7. azonosité szamu szekvencia:

GGTCCTATAC GAAGCGTTAC

(2) Informacié a 8. azonosité szamu szekvenciahoz:
(i) Szekvenciajellemzék:
(A) Hossza: 20 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topolégia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
(xi) A szekvencia leirasa: 8. azonosité szamu szekvencia:

CCACGTAGCA GTCGTTGTGT

(2) Informacio a 9. azonosité szamu szekvenciahoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Hossza: 19 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topologia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
(xi) A szekvencia leirasa: 9. azonosité szama szekvencia:

CATGTCTGAC TTGCGATTGG

(2) Informacié a 10. azonositd szamu szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Hossza: 20 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
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(xi) A szekvencia leirasa: 10. azonosité szamu szekvencia:

ACAATCGAAC CGCACACGTC

(2) Informacié a 11. azonosité szamu szekvenciahoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Hossza: 18 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topolédgia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS (genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(i) Antiszensz: nem

20

(xi) A szekvencia leirasa: 11. azonosité szamu szekvencia:

GGAGAGGCGG TGTTAGTT

(2) Informacié az 12. azonositd szamu szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemz6k:
(A) Hossza: 18 bazispar
(B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topolégia: linearis
(i) Molekulatipus: DNS {genomi)
(iii) Hipotetikus: nem
(iii) Antiszensz: nem
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(xi) A szekvencia leirasa: 12. azonosité szamu szekvencia:

CATCATCGCA TTCGAGAG

SZABADALM! IGENYPONTOK

1. Eljaras novényi sejt egy kivant génnel vald
transzformalasara, azzal jellemezve, hogy

i) az emlitett névényi sejtet Agrobacteriummal
egyitt tenyésztjlik olyan korilmények kozott, amelyek
gatoljak az Agrobacterium &ltal indukalt nekrézist
(AIN), ahol az Agrobacterium egy, az emlitett kivant
gént tartalmazo vektort foglal magaban, és ahol az em-
litett ndvényi sejt Agrobacteriummal egyutt valo te-
nyésztését ezen novenyi sejt hdsokk-kezelése utan
hajtjuk végre, majd

i} kivalasztjuk az igy transzformalt sejtet.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a hdsokk-kezelést 40-50 °C-on végezziik.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a hdsokk-kezelést 42-48 °C-on végezziik.
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4. A 2. vagy 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a hdsokk-kezelést 2-10 percen at végez-
ziik.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az emlitett noveényi sejt egy
Gramineae sp.-be tartozé névény sejtje.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a sejt kukorica- vagy blzasejt.

7. Eljaras fertilis transzgenikus névény el6allitasara,
azzal jellemezve, hogy noveényi szbvetet transzformalunk
oly médon, hogy a szdvetet Agrobacteriummal egyitt te-
nyésztjlik az Agrobacterium altal indukalt nekrézist (AIN)
gatlé korlilmények kdzott, és az igy transzformalt széve-
tet regeneraljuk, ahol az emlitett Agrobacterium egy, a ki-
vant gént tartalmazé vektort foglal magaban, és ahol az
emlitett szévet Agrobacteriummal egyiitt vald tenyészté-
sét ezen szdvet hdsokk-kezelése utan végezziik.
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