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(54) Eljaras névények parazita fonalférgekkel szembeni védelmére

KIVONAT

A talalmany targya eljaras fonalférgek (nematodak) irta-
séra.

A taldlmény szerinti eljarast az jellemzi, hogy azo-
nositunk egy gént, amely gén promotere egy taplalkoza-
si helyen vagy annak szomszédsagaban, egy nemato-
daval sikeresen megfert6zott névényben indukalédik

A leirads terjedelme 8 oldal

de nem konstitutivan a gén promoterrégidjat egy tovab-
bi régidéval kombinaljik, amely tovabbi régié egy, a fo-
nalféreg tdmadasat megszakito terméket kodol, az igy
kapott szerkezettel egy novényi sejtet transzformainak,
és az igy transzformalt sejtb6l novényeket regene-
ralnak.
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A taldlmény targyat ndvényparazita fonalférgekkel
szembeni védekezés, killondsen egy gyokércisztaképzd
fonalférgek elleni védekezésre szolgalo eljaris képezi.
A taldlmany fonalféreggel szembeni rezisztencia bevite-
lére is vonatkozik a gyokércisztaképz fonalférgekkel
szemben fogékony novényfajok széles korében, pél-
déul burgonyanévényekben (Solanum tuberosum,).

A cisztaképzd fonalférgek (elsBdlegesen Hetero-
dera és Globodera fajok) a legjelent8sebb haszonndvé-
nyek kulcskartevdi. Ezek kozvetlen termésveszteségért
€s olyan kozvetett veszteségekért is felel6sek, melyeket
a peszticidekre forditott koltségek, és az okoz, hogy ve-
tésforgot nem optimdlisan alkalmazzak. A burgonya-fo-
nalférgek (Globodera rostochiensis és Globodera
pallida) a burgonya legjelentGsebb kértevdi az Egye-
siilt Kirdlysagban, Eurdpa szdmos mas részén és mas
vezetd burgonyatermeszt6 térségekben. A Heterodera
glycines (szojabab-fonalféreg) altal okozott gazdasagi
kér a szojababnal meghaladhatja az 500 milli6 dollart
évente csak az Amerikai Egyesiilt Allamokban. A cu-
korrépa-termelGk korében Eur6paban és az Amerikai
Egyesiilt Allamokban a Heterodera schachtii (répafo-
nalféreg) okozza a 6 problémat. A Heterodera avenae
(gabona-fonalféreg) vilagszerte kiros gazdasagi jelents-
séggel bir.

A cisztaképz6 fonalférgek gazdasagilag jelentds sii-
rliségben 4dltaldban a haszonnévények visszamaradt fej-
16d6sét okozzak. A gyokérrendszer kisebb, mint a nem
fert6zott ndvényeknél, és emiatt dsvanyiso-hidnyos tii-
netek mutatkoznak a levelekben, és megndvekedik an-
nak a kockdzata, hogy széraz talajkoriilmények kozott
elhervadnak. A termésveszteség egyenes ardnyban all a
vetéskor jelen 1évé cisztaképz6 fonalférgek szdmaval,
és sulyos esetekben a haszonn6vényeknél, mint példaul
a burgonyénél és szdjanal 1ényegében meghaladja az
50%-ot.

Jelenleg a védekezés a vegyszerektdl, termelési
modszerektdl és a rezisztens fajtaktol fiigg, melyeket
egyiittesen is alkalmazhatnak. Ezeknél hatékonyabb vé-
dekezési modra van szukség. A nematicidek a legkevés-
bé elfogadhatd novényvéds szerek kozé tartoznak a szé-
les kort alkalmazasban. Példaul az Aldicarb és ennek
bomléastermékei er8sen toxikusak az emldsokre, és
szennyezik a talajvizet. Ennek eredményeként az
USA t6bb allamaban a korményzatok korlatoztak en-
nek a nematicidnek a hasznélatat. Hollandidban 6t éve
csokkentik a nematicidek alkalmazasit. A termesztés
szabalyozasa nem jelent idealis megoldast a fonalfér-
gek elleni védekezésre, mivel az olyan miivelési 1épé-
sek, mint a vetésforgd, rejtett veszteségeket okoznak,
ez a specialis novényeket termeszt6k szdmara és azok
szaméra, akik részére kevés alternativ gazdasagi no-
vény all rendelkezésre, elfogadhatatlan.

Egy novény fonalféreggel szembeni rezisztenciajat
az okozhatja, hogy a fonalféreg a gazdandvényfaj
egyik genotipusan képtelen szaporodni, és egy vagy né-
hény n6vényi génen alapulé dominans, részben domi-
nins és recessziv 6rokl6dés fordulhat eld. Azonban
ezeknek a ndvényeknek korlatozott a piaci értéke a no-
vénytermesztSk és a gazdalkodok korében. Példaul bur-
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gonyénal kiilonbdzé rezisztenciaforrasok léteznek, és
ez az eurdpai populacié megosztottsagat okozza, igy
van ez az egygénes 6rokl8désti Hl dominéns gén eseté-
ben, mely rezisztenciat okoz G. rostochiensis Rol-gyel
és Ro4-gyel szemben, de ennek a fajnak mas formaival
szemben (Ro2, Ro3 és RoS5) nem.

A Maris Piper burgonyafajta expresszalja a H1-t, és
széles korben alkalmazzak az Egyesiilt Kiralysagban a
G. rostochiensis-szel szemben, de az alkalmazasival
parhuzamosan a H1 jelenlétében is szaporodni képes
G. pallida elterjedése megnovekedett. A rezisztencit
megsziintetd patotipusok kapcsan felmeriilt probléma
mds cisztaképzd fonalférgeknél is el6fordul, és a rezisz-
tencia forrasai ismertek. Néhany esetben a rezisztencia
poligénes, mely a névénynemesitd szamara még tobb
nehézséget jelent. Tovabba a rezisztencia néhany fajta-
ban inkabb mennyiségi és nem minGségi tulajdonsag,
¢és igy az ilyen fajtdk gyakori alkalmazasara adott va-
laszként idGvel a patogén fokozott szaporodasa fordul-
hat elg.

A novény és a patogén kozotti érintkezési feliilet
kulcsfontossagu hely a fertézéssel szembeni érzékeny-
ség vagy rezisztencia meghatarozasaban. A fert6zési fo-
lyamat korai meghatérozo szakasza folyaman az érintke-
zési feliilet a ndvényi sejtek kis szamara korlatozodik a
fert6zés helyén. A meglévo novényi sejtek késGbbi (jra
differencidloddsa egy szinciciumot (t6bbmagvii Oridssej-
tet) hoz létre, az éllat ebbdl taplalkozik. A szincicium ki-
alakulasat a 2. stadiumban 1évé larvak valtjak ki, miu-
tan a gazdandvény gyokereibe vandoroltak, valdszind-
leg az allat 4ltal egy kezdeti taplalékul szolgalo sejtbe ki-
bocsatott szekrétumra adott valaszreakcioként. Egy ér-
zékeny ndvény esetében a szincicium mennyisége meg-
nd, és ez a fonalféreg taplalkozasi idGszaka alatt egész
végig fennmarad. NGstényeknél ez néhany hétig tart.
A szincicium sejtbiolgiajat jol ismerjiik.

A taldlmany célja olyan eljaras biztositasa fonalfé-
reg elleni rezisztencia létrehozasira egy ndvényben,
mely univerzalis, hosszi ideig fennmaradé védelmet
nyujt a cisztaképz6 fonalférgekkel szemben. A talal-
many szemben azokkal az eljarasokkal, melyek egy is-
mert rezisztencia gént alkalmaznak, olyan gének alkal-
mazasin alapul, melyek specifikus részét képezik a fo-
nalféreg-fert6zéssel szembeni érzékenységnek.

A talalmény olyan, korabban ismeretlen gének azo-
nositasara vonatkozik, melyek egy cisztaképzG fonalfé-
reg taplalkozasi helyén, a fonalféreg kotGdése utan spe-
cifikusan expresszalodnak. A gének azonositdsat poli-
merdz lancreakcié (PCR) alkalmazasaval lehet végre-
hajtani. Az érintkezési feliilet molekuléris biologiaja-
nak megértését korabban az gétolta, hogy a novény és
a patogeén kozotti érintkezési sejtfeliilet kisméretd. A ta-
lalmany tovabba ezeknek a géneknek az (1j alkalmaza-
sdra vonatkozik abb6l a célbol, hogy a gének a fonalfé-
reg tdmadasakor, specifikusan a taplalkozasi helyen
olyan anyagok kibocsatasat iranyitsdk, melyek toxiku-
sak a ndvényi sejtekre vagy a fonalférgekre. Ezeknek
az anyagoknak a specifikus kibocsatasa lehetvé teszi
olyan vegyiiletek hasznalatat, melyek ha a novényben
konstitutiv mdédon expresszalodnanak, karositandk a
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ndvény novekedését vagy egy elfogadhatatlan toxikolo-
giai vesz¢élyt eredményeznének. Sokféle ilyen vegyiile-
tet ismeriink, és ismert biotechnolégiai médszerek All-
nak rendelkezésre a taldlményban torténd alkalmaza-
sukhoz.

A megfelelé fonalféregre specifikus gének a nové-
nyek széles korében kimutathatoak, és igy barmely
olyan haszonndvény védelme lehet6vé valik, mely ge-
netikailag agy manipulathatd, hogy a téplalkozési hely-
re jellemz6 gének promotereihez kapcsolt, a fonalféreg
szaporoddsat megakaddlyozni képes szekvencidt exp-
resszaljon. Néhany bemutato jellegi példa a korlatozas
szandéka nélkiil: burgonya, paradicsom, cukorrépa és
dohéany.

Ismeretes, hogy a kiilonb6z8 cisztaképzd fonalfér-
geknél a szincicium kialakuldsa hasonlé. Egy specifiku-
san indukalt gén tehdt univerzalisan alkalmazhat6 az
Osszes cisztaképzd fonalféregnél. Ezek kozé tartozik,
de nem kizérdlag: Globodera pallida és Globodera
rostochiensis (burgonya-fonalférgek), Heterodera
glycines (szojabab-fonalféreg), Heterodera shachtii (ré-
pafonalféreg), Heterodera avenae (gabona-fonalféreg),
Heterodera orizae (rizsfonalféreg) és Globodera taba-
cum (dohéanyfonalféreg).

A leirisban a ,,gén” kifejezés egy olyan DNS-szek-
venciara vonatkozik, mely magéaban foglal: (1) up-
stream (5°) szabalyozo szignalokat, ezek kozé tartozik
a promoter, (2) a terméket, a fehérjét, a gén RNS-ét
meghatarozé kodolorégiot és (3) downstream (3°) régio-
kat, ide tartoznak a transzkripcids terminator és poliade-
nilcids szignalok, ¢s (4) ehhez kapesolddo, a hatékony
és specifikus expresszidhoz sziikkséges szekvencidkat.

A ,promoter” kifejezés egy DNS-szekvencidnak
arra a teriiletére vonatkozik, mely a kédolé szekvencia
hatékony expresszidjahoz sziikséges szignalokat foglal-
ja magdban. Ez olyan szekvencidkat foglalhat maga-
ban, melyhez egy RNS polimeraz kotdik, de nem kor-
latozédik csak ezekre a szekvencidkra, és magdban fog-
lathat olyan régidkat is, melyekhez mas szabdlyozo fe-
hérjék kotédnek, egyiitt a fehérjetranszlacio szabalyoza-
sdban részt veve régiokkal, valamint kodol6 szekvenci-
at is tartalmazhat.

A taldlméany elsd targya fonalférgek elleni védeke-
zésre szolgalé eljards, mely soran azonositunk egy
olyan gént, mely a fonalféreg altal sikeresen fert6zott no-
vényben indukalodott, és ugy modositjuk a gént, hogy
az fonalféreg-rezisztencit biztositson a névénynek.

Az eljaras soran el6nydsen a novény fonalféreg-fer-
t6zése éltal a taplalkozasi helyen indukélt géneket azo-
nositjuk, mely emlitett gének a fonalféreg-fert3zésre jel-
lemz&ek.

A gének eldnyos azonositasi eljarasa a kovetkezd 16-
pésekbdl all.

polimeréz lancreakcid (PCR) alkalmazasival egy
cDNS-konyvtarat hozunk létre;

az emlitett konyvtarat fert6zott és nem fert8zott né-
vények cDNS-ével hasonlitjuk 6ssze; és

azonositunk egy taplalkozasi helyen expresszalodo
gént képvisel6 cDNS-kléont, és a cDNS-klént arra hasz-
néljuk fel, hogy a megfeleld genomialis klont izolaljuk.
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A gén vagy része lényegében a kovetkez6 szekven-
cidk valamelyikébdl all6 DNS-szekvenciat tartalmaz-
hatja:
GCCCAAACTTTCCGGTGTACTCCTTGTCCTTGT
TTTTTGTAGTCTTTTACCTATCCAAC
AAAAATTTCTCGCCAAAAAAGGGTTATAACAC
CGCGATAAAGCTCTTAAATAATG (1. képlet)
AACATCGGGTCCAAGAGAGGAAAAGGCACGA
AGAATGGACAATTTTACCAAAAGCATTT
CCTTAGGCTCATAAAGCATTTTAAACCCCGAT
GCTGTTGTTGTTTTGAAGG (2. képlet)
GTATCCACGCCTCTGAATAGCACAGAAACAGA
GTCTACAAGAAAAGCACACATATTTTTG
CAGTTGGAGAAATAACGAGCCATTGTAATTGN
CGGTTCTAAGNNTCGAAGCGATCAAAAT
TAAATTAAAGTTAGCAACGG (3. képlet)
CATGACGATGGACAAAATCATTGAGGAACTGG
ATAACACCGNNCGGCTGCCGGGGCTGGC
GAATCTGTGGGTNCCGCCAATTCGTAACCGTAT
CGATATGCTCTCAACCGGCATTAAAA (4. képlet)
CAGCATTACACTGGCCCAGGTGCAGTACAGCA
TGTGGGTGACGNGGAAANANNNCCTGGT
ACTTTTCGGAACTATGCACACCGGCTGCTATC
AAAGCCTGAAGGCCTGCATA (5. képlet)
GTCGCTACCTTTCGGGACGCAATACCGTATTG
CTGCGCTTCCAGAGAGTCACCTACCGCT
TTGAATGAC (6. képlet)
GCGCCGCGGCACATCGGGGGCTCGGNGGCTA
CGGCTACGGAGGTTGCACAACTTGCGGAC
GCAAATAAACGCGCAACAATCGG (7. képlet)
CGTGAGTCAGTNAGTCGTATTACAATTCACTG
GCCGTCGTTTTACAACGTCGTCGTGACT
GGGAAACCC (8. képlet),

ahol A jelentése adenin, C jelentése citozin, T jelen-
tése guanin, és N jelentése nem meghatarozott nuklein-
sav.

A fentebb emlitett vagy a taldlméany kovetkezd tar-
gyaiban szereplé DNS-szekvencia lényegében a fen-
tebb emlitett szekvencidk (1-8. képlet) barmelyikébdl
allhat, vagy ezeknek a géneknek az alléljeit vagy poli-
morf valtozatait képvisel6 ekvivalens nukleotidszekven-
ciakbol allhat.

A talalmany masik targya egy fonalféregre rezisz-
tens névény, mely egy olyan gént vagy annak egy ré-
szét foglalja magaban, mely gén lényegében a kovetke-
z6 szekvencidk valamelyikébdl 4116 DNS-szekvenciat
tartalmazza:
GCCCAAACTTTCCGGTGTACTCCTTGTCCTTGT
TTTTTGTAGTCTTTTACCTATCCAAC
AAAAATTTCTCGCCAAAAAAGGGTTATAACAC
CGCGATAAAGCTCTTAAATAATG (1. képlet)
AACATCGGGTCCAAGAGAGGAAAAGGCACGA
AGAATGGACAATTTTACCAAAAGCATTT
CCTTAGGCTCATAAAGCATTTTAAACCCCGAT
GCTGTTGTTGTTTTGAAGG (2. képlet)
GTATCCACGCCTCTGAATAGCACAGAAACAGA
GTCTACAAGAAAAGCACACATATTTTTG
CAGTTGGAGAAATAACGAGCCATTGTAATTGN
CGGTTCTAAGNNTCGAAGCGATCAAAAT
TAAATTAAAGTTAGCAACGG (3. képlet)
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CATGACGATGGACAAAATCATTGAGGAACTGG
ATAACACCGNNCGGCTGCCGGGGCTGGC
GAATCTGTGGGTNCCGCCAATTCGTAACCGTAT
CGATATGCTCTCAACCGGCATTAAAA (4. képlet)
CAGCATTACACTGGCCCAGGTGCAGTACAGCA
TGTGGGTGACGNGGAAANANNNCCTGGT
ACTTTTCGGAACTATGCACACCGGCTGCTATC
AAAGCCTGAAGGCCTGCATA (5. képlet)
GTCGCTACCTTTCGGGACGCAATACCGTATTG
CTGCGCTTCCAGAGAGTCACCTACCGCT
TTGAATGAC (6. képlet)
GCGCCGCGGCACATCGGGGGCTCGGNGGCTA
CGGCTACGGAGGTTGCACAACTTGCGGAC
GCAAATAAACGCGCAACAATCGG (7. képlet)
CGTGAGTCAGTNAGTCGTATTACAATTCACTG
GCCGTCGTTTTACAACGTCGTCGTGACT
GGGAAACCC (8. képlet),

ahol A jelentése adenin, C jelentése citozin, T jelen-
tése guanin, és N jelentése nem meghatérozott nuklein-
sav.

A taldlmany harmadik targya az el6zd, talalmany
szerinti eljarassal azonositott novényi gén promoter ré-
gidjanak alkalmazasa arra, hogy gyokércisztaképzd fo-
nalféreggel szembeni rezisztenciat biztositsunk egy né-
vénynek.

Az eljaras a kovetkez3 1épéseket tartalmazhatja: a
korabban emlitett, taldlmany szerinti gének promoterei-
vel modositjuk vagy transzforméljuk a ndvényt, és to-
vabb mddositjuk a novényt a promotert olyan eszk6zok-
héz kapcsolva, melyek elpusztitjdk az olyan novényi
sejtet, mely egy fonalféreg stimulacidjat kovetGen meg-
probal a szinciciumma redifferencialodni.

A taplilkozasi helyen expresszalodoé génklon pro-
moter szekvenciajat promoterként alkalmazhatjuk a ko-
vetkez8 anyagoknal :

i) egy toxikus fehérje, peptid vagy enzim, igy DN-
4z, RN-az vagy egy proteaz,

ii) tobbgénes toxikus tiinetegytittes, mely soran pél-
daul a promoter egy olyan fehérjét vagy peptidet exp-
resszdlhat, ami inaktiv mindaddig, mig egy masik
olyan promoterhez kapcsolt gén altal termelt fehérje
nem aktivalja, mely promoterrél megallapitottuk, hogy
a taplalkozasi helyre specifikus. Az elsé gén A terméke
inaktiv lehet mindaddig, mig a mésodik gén B terméke
olyan hatassal nincs ra, hogy az (ij A’-t kialakitsa, mely
egy aktiv toxin vagy protedz. Alternativ lehet8ségként
A B nélkiil inaktiv, és csak az A-B molekula aktiv.

1ii) Antiszensz RNS, ezek koz¢ egy vagy tobb olyan
gén antiszensz RNS-e tartozik, mely azonos a talal-
mény szerinti génszekvenciakkal vagy mas tiplalkoza-
si helyre specifikus génnel. A promoter arra alkalmaz-
hatd, hogy a sajat antiszensz RNS-ének termelését ira-
nyitsa. Ez dramaian lecsokkenti a normalis termék
mennyiségét. Alternativ lehet8ségként a promotert alta-
lanos cellularis gének, igy példaul a sejt életképessége
szempontjabol létfontossagi ATP szintetiz gén anti-
szensz RNS-e expresszidjanak iranyitasara hasznal-
hatjuk.

A cisztaképzd fonalféreggel szembeni rezisztencia
gy is biztosithaté a ndvényben, hogy az specifikusan
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csak a taplalkozasi helyen fejez6djon ki. Az eljaras so-
ran a kdvetkezd 1épéseket hajtjuk végre: egy novényt a
talalmany szerinti korabban emlitett gének promoterei-
vel és egy olyan ehhez kapcsolt génnel modositjuk
vagy transzformaljuk, melynek terméke elfogyasztisa
utan kozvetleniil letalis vagy erds szubletélis hatisu a
fonalféregre (azaz egy fonalféreg ellenes géntermék).
A taldlmanyban alkalmazhat6 potencialisan hasznos gé-
nek lehetnek példaul a kovetkez6k :

a) Bacillus thuringiensis (vagy egy hasonlo organiz-
mus) fonalféreg-ellenes aktivitassal rendelkezé fehérje
toxinja.

b) A 0502730 szamt publikalt eurdpai szabadalmi
leirasban ismertetett fonalféregre toxikus fehérje.

c) egy olyan antitest, mely a taplalékfelvételre vagy
az emésztésre hatva megszakitja a taplalkozast, ilyenek
példaul a szojafonalféregre leirt antitestek, ezek kozé
tartozik a dorzalis garatmirigy elleni antitest is [Atkin-
son et al., Annals of Applied Biology 112, 459469
(1988)], melyek elballitasara Hiatt A., Cafferkey R. C.
¢és Bowdish K. 4ltal leirt, az antitestek novényekben tor-
ténd transzgénikus expresszidjara szolgald eljarasok al-
kalmazhatjuk [Production of Antibodies in Transgenic
Plants, Nature 342, 76—78 (1989)].

d) egy olyan fehérje vagy peptid, mint példaul egy
neuropeptid, mely elfogyasztisa utén toxikus hatds( a
cisztaképzd fonalférgekre.

Nyilvanvaléan a rezisztencianak nem kell abszolut-
nak lennie, de altaldban olyan mértékinek kell lennie
az adott ndvényben, mely mezbgazdasagi vagy gazdasa-
gi szempontbol jelentds.

A taldlmany a fonalféreggel szemben olyan rezisz-
tencia biztositasara nyujt eszk6zoket, mely rezisztencia
a fonalféreg taplalkozasi helyére vagy azzal szomszé-
dos helyre lokalizalodik. Ez kikiiszoboli annak sziiksé-
gességeét, hogy a novény konstitutiv médon allitson el
egy fonalféreg ellenes génterméket (példaul a talal-
many harmadik targyanal példaként felsorolt terméke-
ket). Ez lecsokkenti azokat a novényre kéros hatasokat,
melyek a konstitutiv expresszié sordn felléphetnek.
A taladlmannyal szamos haszonndvény megvédhetd, és
ebbdl a célbol ezek genetikailag ugy manipulalhatdk,
hogy a szinciciumra jellemz6 gének promotereit és
ezekhez kapcsolt olyan szekvencidkat fejezzenek ki,
melyek megszakitjak a novényi sejtek redifferencialod-
dasat szinciciumma, vagy egy fonalféreg ellenes génter-
méket expresszaljanak a szinciciumban. Ezek kozé
azok a ndvények tartoznak, melyeket példaul a kovetke-
z0 cisztaképzd fonalférgek fertdzik: Globodera pallida
és Globodera rostochiensis (burgonya-fonalférgek),
Heterodera glycines (sz6jabab-fonalféreg), Heterodera
shachtii (répafonalféreg), Heterodera avenae (gabona-
fonalféreg), Heterodera carotae (sargarépa-fonalfé-
reg), Heterodera orizae (rizsfonalféreg) és Globodera
tabacum (dohanyfonalféreg). Néhany bemutatast szol-
g4lo és nem korlatozo jellegl példa azokra a haszonné-
vényekre, melyek a talalmany szerinti megold4ssal a fo-
nalférgekkel szemben megvédheték: burgonya, paradi-
csom, szdja, cukorrépa, olajrepce, bliza, zab, arpa, rizs,
sargarépa, kaposztafélék és dohany.
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A talalmanyt a tovabbiakban nem korlatozo jellegii
példékon keresztiil mutatjuk be.

Az 1. példa burgonyagének azonositasara, jellemzé-
sére és manipulalasara szolgalé eljarasokat ir le rezisz-
tens transzgénikus burgonyanovények létrehozisa cél-
jabol.

1. példa

Ebben a példaban egy Globodera rostochiensis
Ro2 patotipusra érzékeny burgonyafajta alkalmazasat
mutatjuk be abbdl a célbél, hogy lehetvé tegyiik a fo-
nalféreg taplalkozasi helyén expresszalddott gének azo-
nositasat. Az 1-5. részekben a fert6zott gyokérszovet
elBéllitasat részletezzitk. A kis mennyiség(i lokalisan
fert6zott szovet olyan mennyiségli RNS-t biztositott (6.
rész), melybdl legalkalmasabban PCR amplifikicids
mddszerrel tudtunk ¢DNS-kényvtarat létrehozni
(7.1.-7.4. rész). A taplalosejtre specifikus cDNS-kl6-
nok izoldlasat megkiilonboztet6 hibridizacios sziréssel
hajtottuk végre olyan cDNS-probakkal, melyek fertd-
zott és nem fert6zott szovetekbdl szarmaztak (7.5.
rész). A pozitiv cDNS-klénokat DNS-szekvenalassal
elemeztitk (10. rész), és a kovetkezs 1épésekben az in-
szertumokat hasznaltuk probaként. A gének exp-
resszidjanak idobeli és térbeli lefolyasanak vizsgalatat
Northern-analizissel hajtottuk végre (8. rész) kiilonbo-
z6 novényi szovetet és fert6zési idGtartamot alkalmaz-
va. A génexpresszio helyének tovabbi meghatarozasara
in situ hibridizacids vizsgalatokat hajtottunk végre (12.
fejezet). A taplalo sejtre specifikus cDNS-klénoknak
megfelelé genomidlis kldnokat egy genomialis cDNS-
konyvtarbol izolaltuk (11. rész). A fonalféreggel szem-
beni rezisztenciat a taplalkozasi helyen lokalisan exp-
resszald novények (13. rész) létrehozéasara alkalmas
szerkezetek kifejlesztéséhez a promotereket DNS-szek-
vencia-analizissel azonositottuk (11. fejezet).

1. Névényi anyagok

Maris Piper fajtdji Solanum tuberosumot (A oszta-
lyt skot vetémag burgonya) 24 napon at csirdztattuk
[Hammond-Kosack K. E., Atkinson H. J., Bowles D.
J., Changes in abundance of translatable mRNS speci-
es in potato roots and leaves following root invasion by
cyst-nematode G. rostochiensis pathotypes, Physiol.
Mol. Plant Pathol (1990)]. A kiilénallé csirakat levag-
tuk a zacskdban novesztett gumokrol, vagy a cserép-
ben ndvesztett anyag esetében a teljes gumot hasznal-
tuk fel.

2. fonalférgek

Rol és Ro2 patotipusi Globodera rostochiensis
tuk fenn 4 °C-on. A cisztakat csapvizben ztattuk 7 na-
pig 4 °C-on. Burgonyagyokér-diffuzatumot adtunk hoz-
za [Shepherd A. M., Southey J. F. (szerk), Laboratory
methods for work with plant and soil nematodes:
MAFF reference book 402, 6. kiadas (1986)] és a lar-
vak szobahémérsékleten 4-7 nap millva keltek ki.

3. Fertdzés

Zacskos anyag: A kiilonalld csirdkat készen vett
zacskokba (Northup-King, Minnesota) tettiik.
1 cmx0,5 cm-es Whatman GFA papircsikokat helyez-

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

tink egyenként a gydkércsucsok ald. Mindegyik gyo-
kércsticsra 10 pl gyokérdiffuzdtumban 1€v6 50 fonalfér-
get pipettaztunk, majd egy masodik GFA papircsikkal
lefedtiik. A fert6zés utin 24 6raval a fert6zések szinkro-
niz4lasa érdekében a GFA sziirfpapirt eltavolitottuk.
A zacskok aljat levagtuk, és a zacskokat csapvizben
tartva ontoztiik.

Cserepes anyag: A kicsirdzott gumokat 25 cm-es
cserepekben talajba iiltettiik, melybe kikeletlen cisztdkat
helyeztiink olyan mennyiségben, hogy 50 pete/gramm
talaj populaciostirtiséget kapjunk.

A nem fert6zott kontrollzacskokat és cserepeket
ugyanilyen koriilmények kozott tartottuk, csak ezek
nem tartalmaztak cisztat.

4. Tenyésztesi koriilmények

A fert6z6tt burgonyédkat olyan rendszerben novesz-
tettilk, mely a kovetkezGkbd] allt: 18 éra megvilagitas
22 °C-on, és 6 oOra sotétség 18 °C-on.

5. Begyiijtés és feldarabolas

A zacskdban novesztett szovetet a fert6zés utani 4.
7., 15. és 24. napon gy;jtottik be. A szintelen lokalisan
fert6zott gyokereket kivagtuk és azonnal foliazacskok-
ba, folyékony nitrogénbe helyeztiikk. A fert6zott teriile-
tekkel kozvetleniil szomszédos gyokérszoveteket szin-
tén levagtuk, és elkiilonitve lefagyasztottuk.

A cserépben névesztett szovetet 26 nappal az
Ro2 fert6zés utan gyijtottiik be. A megjelend ndsténye-
ket és cisztdkat egy finom ecsettel eltavolitottuk, és a
helyileg fert6zott szovetet kivagtuk és azonnal folyé-
kony nitrogénbe, kiilonallé foliazacskdkba helyeztik.

6. Ossz-RNS izoldldsa

A foliazacskokat egy mozsartordvel dvatosan Ossze-
zuztuk, hogy egy szovetport kapjunk, melyet felhaszna-
lasig —70 °C-on taroltunk. A porra tort szdvetet
(12 mg) elShitott 20 ml-es eldobhatdé midanyag Sarstedt
csovekbe vittiik 4t folyékony nitrogénben, majd hozza-
adtuk a 0,5 ml fenol/CH;Cl/izoamil-alkohol elegyét
(25:24:1) és a 0,5 ml GuHCI puffert (8 M guanidi-
nium-HCl, 20 mM MES (4-morfolino-etanol-szulfon-
sav), 20 mM Na,EDTA, a pH-t 7-re bedllitva NaOH-
val, és a merkaptoetanolt kozvetleniil a felhasznalas
¢l6tt hozzdadva 50 nM végkoncentracioban). Amikor a
csovek jégen kiolvadtak, a szovetet egy Politron keverd-
vel (Kinematica, Svéjc) 15 16kettel homogenizéltuk.
A vizes fazist még haromszor fenollal Gjra extrahaltuk,
majd —20 °C-on egy €jszakan at hagytuk kicsapodni,
ezutan 0,2 térfogat 1 M ecetsavat és 0,7 térfogat hideg
96%-0s etanolt adtunk hozzd. A hozzavetSleg
13000 x g-n 15 percig végzett centrifugaléssal kinyert
RNS-t 4 °C-on 400 pl 3 M natrium-acetattal (pH=5;5),
majd 70%-os hideg etanollal mostuk, végezetiil
30-50 pl DEPC-cel kezelt H,O-ban feloldottuk, és
—70 °C-on taroltuk.

7. PCR-en alapulé cDNS-kényvtar létrehozdsa

7.1. cDNS-szintézis

G. rostochiensis Ro2 patotipusdval végzett fert6zés
utdn 26 nappal Osszegytjtott burgonyagyokérbdl szar-
mazd 1 pg 0ssz-RNS-t 5 percen 4t 70 °C-os vizfiirds-
ben denaturaltuk, majd jégen gyorsan lehiitottik.
A mintat a kovetkez8kbdl allo reakcidelegyhez adtuk
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hozza: 4 pl 5xAMVRT puffer (250 mM Tris-HC],
pH=8.3, 250 mM KCl, 50 mM MgCl,, 5 mM DDT,
5 mM EDTA, 50 pg/ml marha-szérumalbumin), 2 pl
oligo(dT;;) (100 pg/ml), 2 ul dANTP elegy (10-10 mM
ATP, dCTP, dGTP, dTTT), 1 pl 10 mM spermidin-
HCI, 1 pl 80 mM natrium-pirofoszfat és 125 egység hu-
mén placenta ribonukledz inhibitor (HPRNI). 10 egy-
ség madar mioblasztoma virus (AMV) reverz transz-
kriptait adtunk hozza, és a végsd reakciotérfogatot
20 pl-re allitottuk be, miel6tt 1 6ran at 42 °C-on in-
kubéltuk. A reakciét 20 pl 0,1 M NaCl és 40 mM
EDTA hozz4adasaval allitottuk le. A termékek hosszat
€s mindségét egy 50 pCi 32P-vel jelolt dCTP-t
(3000 Ci/mmol) tartalmaz6 parhuzamos reakcio felalli-
tasaval allapitottuk meg. A jelolt reakcidtermékeket
egy alkalikus gélen frakcionaltuk, melyet ezutdn auto-
radiografaltunk. A jelolt termékek zome 200—2000 bp
mérettartomanyba esett, a nagyobb termékek tisztan lat-
szottak.

Az oligo-dT primert szelektiv precipitacioval tavoli-
tottuk el. 0,5 pg polil-poliC-t (Pharmacia) és 3 pl 10%
(tomeg/térfogat) CTAB-ot adtunk a reakcidelegyhez,
majd egy mikrocentrifugdban szobah8mérsékleten
20 percig centrifugaltuk. A feliiliiszot 6vatosan eltavoli-
tottuk, és a pelletet 14 ul 1 M NaCl-ben Gjra szuszpen-
daltuk, ehhez 25 pl H,O-t és 1 pul 10%-0s CTAB-ot ad-
tunk hozza, és a mintat Gjra pelletaltuk mikrocent-
rifugiban. A pelletet végiil 10 ul 1 M NaCl-ben ujra
szuszpendaltuk, és 2,7 térfogat etanolban kicsaptuk
—20 °C-on egy éjszakan at. A pelletet 70%-os etanol-
ban mostuk, és 7 ul H,O-ban oldottuk. A dG-farok kép-
zési reakciot ugy hajtottuk végre, hogy a mintahoz a ko-
vetkezGket adtuk: 4 pl Sxfarokképzd puffer (1 M
kalium-kakodilat, 125 mM Tris-HCl, pH=7,2), 1 pl
2 mM DTT, 2 ul 5 mM kobalt-klorid, 5 pul 20 M dGTP
és 25 egység termindlis transzferaz (Boehringer), és
37 °C-on 20 percen 4t inkubaltuk, majd 4 pl 100 mM
EDTA-val és 2 ul 1 M NaCl-lel éllitottuk le a reakciot.
A nukleotidok feleslegét ugy tavolitottuk el, hogy 1 pl
10%-o0s (tomeg/térfogat) CTAB-ot adtunk hozza, és
4 °C-on 20 percen at mikrocentrifugaban centrifugal-
tuk. A pelletet 10 ul 1 M NaCl-ben feloldottuk, majd
0,25 pg glikogént és 30 pl hideg etanolt adtunk hozza,
és —20 °C-on egy €jszakan at Ujra kicsaptuk. A pelletet
70%-os etanolban mostuk, majd Gjra feloldottuk 20 pl
50 mM NaOH ¢és 2 mM EDTA elegyében, és 65 °C-on
60 percen at inkubéltuk, hogy hidrolizaljuk az RNS-t.
A c¢DNS-t etanollal ismét kicsaptuk, mostuk, és a csapa-
dékot 20 pl H,0-ban feloldottuk.

7.2. PCR amplifikacio

A homopolimer farokkal ellatott egyszali cDNS
PCR amplifikécidjéhoz a kovetkezd amplimereket hasz-
naltuk:

A (oligo-dT;,-Notl): GCGGCCGCTTTTTTTTTT-
TTTTTT

B (oligo-dCl4-EcoRI): AAGGAATTCCCCCCC-
cceeecece

A PCR reakcidelegyeket, melyek 10 pl 10xPCR
puffert (100 mM Tris-HCI, pH=8, 3, 500 mM KCl,
40 mM MgCl,, 0,1% zselatin), 10 pl 10 x ANTP elegyet
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(5-5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 100 pmol
A amplimert, 100 pmol B amplimert, 2 egység Taq
polimerazt és 1-10 ng oligo-(dG)-farokkal ellatott
cDNS-t tartalmaztak 20 pl teljes reakcidelegyben,
20 pl asvanyi olajjal felilrétegeztiik. Ezutan a reakciot
a kovetkez6 hdciklusokkal hajtottuk végre: 1 kétperces
ciklus 96 °C-on a termékek denaturildsara; 96 °C
2 perc, 58 °C 2 perc, 72 °C 3 perc, hogy lehetdvé valjon
a masodik szal szintézise; 1 ciklus (96 °C 2 percig,
40 °C 2 percig, 72 °C 2 percig), hogy az oligo-(dT)-r6l
biztositsuk a lancinditast; 15 ciklus (96 °C 2 percig,
58 °C 2 percig, 72 °C 3 percig) a termékek ampli-
fikalasara. A reakcidelegyet egy NuSieve GTG LMP
(FMC Bioproducts) gélen végzett elektroforézissel frak-
cionaltuk méretmarkerként 123 bp-os DNS-létrat alkal-
mazva, és a <500 bp, 500—1500 bp, 1500—2000 bp és
2000 bp< méretosztalyoknak megfeleld gélteriileteket
kivagtuk, és igy nyertiik ki a gélbdl, hogy —20 °C-on
fagyasztottuk, majd mikrofugdban 10 percig centrifu-
galtuk Spin-X filterteken (Costar). A PCR termékeket
Southern blottoltuk, és 3 olyan klénhoz hibridizaltuk,
melyekrd] tudtuk, hogy konstitutivan expresszalodnak
a burgonyagyokerekben. A PCR termékekhez hossza
és rovid valamint nagy és kis mennyiségben 1évd
transzkriptumok ¢cDNS-probai hibridizaltak, mely arra
mutatott 14, hogy a kiilénb6z6 transzkriptumok megfe-
lelGen képviseltetik magukat a konyvtarban.

7.3. Konyvtar szerkesztése

A kinyert DNS-t (200 bp-nal nagyobbat) EcoRI-val
és Notl-gyel emésztettiik, és az ugyanigy emésztett
lambda-Zap-ba ligaltuk, majd in vitro Stratagene Giga
Plus pakoloelegyét alkalmazva a gyartd Gtmutatisainak
megfelelGen pakoltuk. A konyvtdrat E. coli XL1-Blue
torzson titraltuk 12,5 mM IPTG-t és 6,25 mg/ml X-gal-
t tartalmazd 1%-os feddagarbol allo LB lemezeket al-
kalmazva.

7.4. A kényvtar értékelése

A PCR-en alapulé cDNS-koényvtar mindségét két
moédon allapitottuk meg, (i) hozzavetSleg a tarfoltok
96%-10l igazoltuk, hogy rekombinéansak, melyet a béta-
galaktozidaz alfa-komplementacio inszercids inaktiva-
lasaval mutattuk ki; (ii) a plakkokrol, melyeket random
modon felszirtunk és PCR pufferbe helyeztiink, majd
komplementer M13 amplimereket alkalmazva ampli-
fikaltunk, egyetlen 230-1000 bp méretd, atlagosan
470 bp méretil inszertumot mutatunk ki.

7.5. Megkiilonboztetd szirés

A konyvtérral 3,5 x 105 rekombinans fagot hoztunk
létre, melybdl 6 x 104 mennyiséget sziirtiink 32P-dCTP-
vel jelolt probaval. A probat olyan egyszali cDNS-bdl
szintetizaltunk, mely 26 nappal az Ro2 fertdzést koveto-
en a fert6zott gyokérszovetbdl vagy azonos kori egész-
séges gyokerekbdl készitett 10 pl 6ssz-RNS-bbl szarma-
zott [Gurr S. J., McPherson M. J., PCR-based cDNA
libary construction. McPherson M. J., Quirke P., Taylor
G. R. (szerk.): Polymerase chain reaction: A practical
approach (1991) IRL Press at Oxford University Press,
Oxford]. A beépiiletlen izotopot ammonium-acetatos ki-
csapassal tavolitottuk el, és a probakat ugy allitottuk be,
hogy ekvivalens cpm/pg ¢cDNS/ml hibridizacios fo-
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lyadékértéket adjon a szcintillacidés szamlalds utan.
Tarfolt-lenyomatokat készitettiink két példanyban, és
0,5 M NaOH és 1,5 M NaCl elegyében denaturaltuk, és
1,5, 0,5 M Trisben (pH=7,2) és 1 mM EDTA-ban sem-
legesitettiik, és kiszaritottuk (80 °C, 2 6ra). A sziirGket
elkiilonitett ,,egészséges” és ,,fert6zott” elShibridizacios
folyadékban (5xSSPE, 6% PEG 6000-t, 0,5% Marvelt
(sovany tejpor), 1% SDS, 0,1% natrium-pirofoszfat és
250 pug/ml ultrahanggal kezelt és denaturalt hering sper-
ma DNS) 65 °C-on 6 6rdn 4t elShibridizéltuk. 24 6rén
at 65 °C-on hibridizaltunk, miutdn a megfeleld radioak-
tivan jelolt egyszala probat hozzaadtuk. A hibridizaci6
utdn a szlirGket egymas utan 5xSSC és 0,1% SDS ele-
gyében, majd 1xSSC és 0,1% SDS elegyében mostuk
65 °C-on, mindegyik oldatban 2x20 percig. A lenyo-
matokat rontgenfilmre exponaltuk erdsitéernydkkel
—70 °C-on. Azokat a tarfoltokat, melyek az Ro2 26 na-
pos probéival hibridizaltak, de az egészséges 26 napos
probaval nem, homogenitasig tisztitottuk 2 tovabbi
plakksziirést végrehajtva.

szitése

Pélyanként 10 pg RNS-t vittiink fel 0,6 M formalde-
hidet tartalmaz6 agar6zgélre, és 7,5 Vem-!-nél meg-
futtattuk. A gélt lefényképeztiik, és 2x20 percig
10xSSC-ben aztattuk, majd Hybond-N membranra
(Amersham) blottoltuk 10x SSC-vet. A szlirSket kisza-
ritottuk (80 °C, 2 6ran at), és 12 6ran at 42 °C-on 50%
formamid, 5xSSC, 1xDendhards, 100 pg/ml hering
sperma DNS és 250 mM foszfatpuffer elegyében
(pH=6,5) el6hibridizéltuk. A hibridizaciot friss el6hib-
ridizacios pufferban hajtottuk végre 42 °C-on 24 dran
at hédenaturalt 32P-hexaprimerrel jelolt pPSR2-4 pro-
baval (25 ng) [Feinberg A. P. és Vogelstein B., Nucleic
Acids Research 74, 2229 (1983)]. A sziréket egymas
utan 5xSSC és 0,1% SDS elegyében, majd 42 °C-on
2xSSC és 0,1% SDS elegyében, végill 65 °C-on
2xS88C ¢s 0,1% SDS elegyében mostuk. A lenyo-
matokat rontgenfilmre expondltuk, erdsitGernydkkel
—70 °C-on. PMR1 inszertumot készitettink oly mo-
don, hogy egy kiilonallo tisztitott tarfoltot felszirtunk,
¢s PCR pufferbe helyeztiink, és komplementer
M13 amplimerrel amplifikiltuk Gussow D. és Clack-
son T. eljarasa szerint [Nucleic Acids Research 17,
4000 (1989)].

Fiatal burgonyalevelekbdl (Maris Piper fajta) szar-
mazo sejtmagokbol genomialis DNS-t készitettiink oly
moédon, ahogy Jofuku K. D. és Goldberg R. B. leirta
[Plant Molecular biology: A Practical Approach (C. S.
Shaw szerk.), 37-66 (1989)]. A nagy molkulatomegii
DNS-t 0,6%-0s agardzgélen meéret szerint frakcio-
naltuk, miutan restrikcids enzimekkel emésztettiik.
A génexpresszio egész novényben torténd elemzésére
RNS-t vontunk ki a fert6zott és fertGzetlen hajtasok-
bél, levélnyelekbdl, levelekbdl, viragokbol és gyodke-
rekbdl is. Abbdl a célbdl, hogy analizaljuk a sériilésre
adott valaszt, a ndvénygyokereket vagy leveleket szét-
morzsoltuk, és RNS-t vontunk ki a kezelt szovetbdl
egy adott idGtartam milva (3, 6, 9 és 12 Ordval a szét-
roncsolds utan). A mintdkat Northern-analizis soran
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olyan RNS-sel hasonlitottunk dssze, melyet fonalféreg-
gel fert6zott gyokerekbdl extrahaltunk. A géleket purin-
mentesitettilk, denaturaltuk és Hybond-N membranra
blottoltuk [Sambrook, J., Fritsch, E. F. és Maniatis T.,
Molecular Cloning: A laboratory manual, 2. kiadas,
Cold Spring Harbour Press (1989)]. A sziirét kiszaritot-
tuk (80 °C-on 2 6ran at), és 6 oran at 65 °C-on a tarfol-
tok megkiilonboztetd szlirésénél leirt elhibridizacios
folyadékban elGhibridizaltuk. A homogén hibridiza-
cifs és a mosasi koriilmények olyanok voltak, melyet a
northern blot sziir6knél leirtunk. Heteroldg hibridiza-
ci6t 56 °C-on hajtottuk végre, és a szlir6ket 5x SSC-
ben 56 °C-on mostuk.

9. A pBluescript kivagdsa a lambda ZAP-bol és a
plazmid tisztitdsa

A PMRI pBluescript klont, mely az 1-8. képlet va-
lamelyikében bemutatott szekvenciat tartalmazza, kiha-
sitottuk a pozitivan hibridizal6 lambda ZAP klonbdl, és
kimentettiik a Stratagene kézikdényv Gtmutatasainak
megfeleléen. A plazmid DNS-t cézium-kloridos siirG-
ség gradiens centrifugélassal tisztitottuk [Davis L. G.,
Dibner M. D,, Batey J. F., Basic methods in molecular
biology, Elsevier Science Publishers, New York
(1986)].

10. Szekvenciaanalizis

A DNS-szekvencia analizisét lugosan denaturalt
plazmid DNS-en hajtottuk végre a Sequenase (2.0 ver-
z10) reakcidelegyek (United States Biochemical Corp.)
gyartmanyismertetjében leirt eljarasoknak megfeleld-
en. A DNS-szekvencia adatokat 6sszehasonlitottuk az
EMBL adatbazissal és a GenBank adatbazissal (23. val-
tozat) QUICKN programot alkalmazva, mely Lipman
¢és Pearson algoritmusat hasznéalja [Lipman D. J. K.,
Pearson W. R., Rapid and sensitive protein similarity
searches, Science 227, 1435-1441 (1985)], egy VAX
11/750 szamitogépes VMS operédcios rendszeren fut-
tatva.

11. Genomialis klon izoldlasa

Lambda EMBL genomialis DNS-kényvtarat hoz-
tunk létre EcoRI-val részlegesen emésztett Maris Piper
fajtaji novény genomidlis DNS-ét alkalmazva
Sambrook és munkatarsai (1989) altal (fentebb) leirt
modszereket alkalmazva. A konyvtarat gy sziirtik,
hogy hozzévetleg 1,8x105 klont szélesztettiink, két
példanyban plakklenyomat filtereket hoztunk létre, eld-
hibridizaltuk, majd hibridizaltuk és mostuk lényegében
ugy, ahogy a 7.5. részben leirtuk, azzal a killonbséggel,
hogy a probat tigy hoztuk létre, hogy a pPMRI, pPMR2
vagy pPMR3 cDNS-klénokbo! egy hexaprimerrel jeldl-
tilk 2 DNS-inszertumot, majd PCR-ral amplifikaltuk
[Gussow D., Clackson T., Direct clone characterization
from plaques and colonies by the polymerase chain
reaction, Nucleic Acids Res 17, 10 (1989)].

A pozitivan hibridizalé klonokat harom kor hibridi-
z4ci0s sziirés utan tovabb elemeztilk DNS-analizissel és
DNS-szekvenalassal [Sambrook et al. (1989) fentebb],
hogy meghatarozzuk a promoter szekvenciahelyét.

12. In situ hibridizdcio6

Fert6zott és nem fert8zott gyokerekbdl szarmazo sz6-
vetet gyantaba dgyaztunk, metszeteket készitettiink, el6-
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hibridizaltuk, majd a pPMRI, pPMR2 és pPMR3 szensz
és antiszensz probaihoz hibridizaltuk ugy, ahogy
Jackson D. leirta [Molecular Plant Pathology: A prac-
tical Approach (S. J. Gurr, M. J. McPherson és D. J.
Bowles, IRL Press, Oxford (1991)].

13. Transzgénikus névények eléallitasa és regenerd-
lasa

Transzgénikus burgonyakat allitottunk el Hars et
al. altal leirt médszerekkel [Science 227, 1229-1231
(1985)] olyan GV3101 Agrobacterium torzzsel, mely a
fenti leirds bevezetésben emlitett roncsolo gének koziil
egy megfeleld gént és ehhez fuzionalt taplalosejtspecifi-
kus promotereket hordozé pGV3850-t tartalmazott, €s
a csirandvényeket regeneraltuk, majd a fonalféreggel
szembeni rezisztenciara megvizsgaltuk.

2. példa: Ekvivalens gének jelenléte mas

novényfajokban

Egy névényfajbol szarmazé géneket idében és tér-
ben akkor is helyes modon expresszalhatjuk egy maso-
dik fajban, ha a fajok eltéré novénycsaladokba tartoz-
nak. Mivel a gyokérképz8 fonalférgekben szamos kii-
16nb6z8 csaladba tartozé ndvényben hasonlé a szin-
ciciumképzés fiziologidja és patologiaja valamint az
életciklusuk, egy ndvény szinciciumaban expresszalo-
dott gén helyesen fog expresszalodni akkor is, amikor
azt egy eltérd novényfajba vissziik be.

Ezt ugy igazoljuk, hogy ekvivalens géneket azonosi-
tunk mas novényfajokban. Dohany, paradicsom és cu-
korrépa genomialis DNS-emésztményeket vizsgaltunk
meg ugy, hogy pPMR1-hez hibridizaltuk (a 8. rész mod-
szerét kovetve). Mindegyik esetben kereszthibridizalo-
dast figyeltiink meg, mely azt mutatja, hogy ezekben a
novényekben ekvivalens gének vannak jelen. A pPMRI
altal képviselt gén promoterét tartalmazé szerkezet te-
hét képes egy megfeleld fonalféreg-ellenes gén exp-
resszidjanak helyes lokalizdldsdra a haszonndvények
széles korében. Ezek a kisérletek arra is modszert bizto-
sitanak, hogy més novényfajokbdl szarmazé ekviva-
lens géneket izolaljunk, hogy benniik egy fonalféreg-
ellenes védekezési mechanizmust fejezziink ki.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras fonalférgek (nematodak) elleni védekezés-
re, azzal jellemezve, hogy azonositunk egy gént, amely
gén promotere egy taplilkozéasi helyen vagy annak
szomszédsagaban egy nematodaval sikeresen megfertd-
zOtt ndévényben indukalodik, de nem konstitutivan, a
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juk, amely tovabbi régié egy, a fonalféreg tamadasat
megszakito terméket kodol, az igy kapott szerkezettel
egy novényi sejtet transzformalunk, és az igy transzfor-
malt sejtbdl novényeket regeneralunk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a fonalféreg egy taplalkozasi helyén indukalédott
gént azonositunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras fonalférgek elleni
védekezésre, azzal jellemezve, hogy egy cDNS-kényv-
tarat készitiink polimeraz lancreakci6 (PCR) alkalmaza-
saval; a konyvtarat osszehasonlitjuk fertdzott és nem
fert6zott novények cDNS-ével; egy, a taplalkozasi hely-
nél indukalodott gént képviselé cDNS-klont azonosi-
tunk, és ennek a cDNS-klonnak az alkalmazasaval elkii-
16nitjik a megfelelé genomialis klont.

4. Az 1., 2. vagy 3. igénypontok szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy a tovabbi régioé olyan anyagot ko-
dol, amely a taplalkozasi hely kialakulasa céljabol re-
differencialodo sejt elpusztitdsara alkalmas.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy sejtpusztitast eldidézé eszkozként a kovetkezok
valamelyikét alkalmazzuk:

i) DNaz, RN4az vagy proteaz, toxikus fehérje vagy to-
xikus peptid;

i) egy tobbgénes toxikus tiinetegyiittes;

i) a redifferencialodott sejtek elleni antiszensz RNS.

6. Az 1., 2. vagy 3. igénypontok szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy a tovabbi régio olyan terméket ko-
dol, mely letalis vagy kifejezett szubletalis hatash, ha a
fonalféreg elfogyasztja a terméket.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a terméket a kovetkez6k valamelyike:

i) egy fonalférgekre toxikus fehérje;
i) egy, a fonalférgek taplalkozasat megszakité antitest;
iii) egy, a fonalférgekre toxikus neuropeptid.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a gyokereken cisztat képzd fo-
nalférgek ellen alkalmazzuk.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti eljards,
azzal jellemezve, hogy a novény, amelyben a fonalfér-
gekkel szembeni rezisztenciat kialakitjuk, a kovetke-
z0k valamelyike: burgonya, paradicsom, szdja, cukor-
répa, olajrepce, buza, zab, arpa, rizs, répa, kaposztafé-
1€k, dohany.

10. fonalférgeknek ellenallé novényi sejt, amely az
1-9. igénypontok barmelyike szerinti eljarassal eléalli-
tott médositott gént tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti névényi sejt, ahol a né-
vény a kovetkezdk valamelyike: burgonya, paradicsom,
szdja, cukorrépa, olajrepce, biza, zab, arpa, rizs, répa,
kaposztafélék, dohany.

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Torécsik Zsuzsanna foosztalyvezetS-helyettes
Windor Bt., Budapest
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