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A taldlmdny eljaréds egy novény sejtjeinek transzfor-

médléséra.

A taldlmény szerinti eljdrdst az jellemzi, hogy

a) egy Agrobacterium fajba tartozd baktériumokat &llitunk
eld, amely baktériumokat olymédon transzformé&lfunk, hogy tartal-
mazzdk Ti plazmidjukban a ndvény-sejtek genomjédba beillesztendd
genetikai anyagot;

b) a baktériumokat mikrorészecskékre vissziik fel, és;

c) a kivalasztott szOvetet mikrorészecske bomb&zisnak vet-

jiik alé,’biyau MIkTOYESZEeCcskeket alkalmazva, ameiyekre—felvittik—
ennek kbvetkeztében a baktériumok képesek szbvetben 1évs

sejtekhez kapcsolddni, és &t tudjék adni a T-DNS-iiket, bele-

értve a beleépitett genetikai anyagot is, a sejtek genetikai

anyagénak.
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A jelen taldlmdny térgya Agrobacterium felhaszndldsa

ndovénvek transzformdldséra.



A ndvényi molekuldris bioldgia teriiletén jelenleg a
legtobb kutatds arra irdnyul, hogy rekombindns DNS technika
alkalmazédsdval megndvelijék a ndvények vdltozatossdgdt. TOrté-
nelmileg, a novénynemesitdk klasszikus genetikai technikdkat
alkalmaztak a keresett tulajdonsdgokkal rendelkezd vonalak azo-
nositdsdra, megdrzésére és keresztezésére. Ujabban Uj ndévény-
-varidnsokat kémiai vagy besugdrzdsos kezeléssel indukdlnak,
hogy mutdltassdk a novénysejteket, amelyeket azutdn szdvet-
tenyésztd technika alkalmazdsdval regenerdlnak. Ezeknek a vé-
letlenszerl vagy megjdsolhatatlan megkézelitéseknek nyilvén-
valdé hdtrédnyaik vannak. A rekombindns DNS technika alkalmazé-
sdval a specifikus fehérjéket termeld sepcifikus géneket, pél-
daul azokat, amelyek rovar-rezisztenssé teszik d&ket, bejuttat-
hatjuk a ndvénybe, hogy el8adllitsuk a kivant varidnst, amely a
keresett tulajdonsagokkal rendelkezik.

A novényeket kiilonb6z& médszerekkel transzformdltak
iddig. A kétszikd ndvények transzformdldsdnak 4ltaldnos mdd-
szere a hatdstalanitott Agrobacterium fajok alkalmazdsa, ame-
lyek viszonylag jéindulati, természetes kdérokozdi a kétszikd
névényeknek. Az Agrobacteriumok megfert8zik a ndvényeket, és
a fertbzés helyén egy tumorszbvet kallusz differencidlatlan
novekedését okozzdk. A tumort induk&ld anyag a Ti plazmid,
amely udgy mdkoddik, hogy a DNS-ének egy részét a ndvényi gazda-
szervezet genomjé&ba integridlja. Ez a plazmid idedlis vektor a
novények transzformdlasdra. A Ti plazmid DNS-nek azt a részét,
amelyet az Agrobacterium fertdzés sordn a gazdasejt kromoszd-

ma&jdba bevisz, transzformdld ("T") DNS-nek nevezik /Watson, J.D.



Tooze, J. et Kurtz, D.T., Rcombinant DNA: A Short Course, 169
(W. H. Freeman (1983)/

BAar az Agrobacterium korai vizsgdlatai azt sugalltdk,
hogy a kétsziklek teljesen érzéketlenek erre a patogénre, ezek
a kbvetkeztetések azon alapultak, hogy nem volt megfigyel-
hetd tumor-képzd&dés a beoltott ndvényeken. Ujabban azt taldl-
tdk, hogy a kétszikliekben a tumorképzd8dés a Ti plazmid &ltal
okozott auxin és citokinin tdltermelésnek kOszdnhetd, ennél-
fogva ez a szimptdma nem mindig megfeleld indikdtora a transz-
formédlasnak. Az Ujabb, érzékenyebb vizsgdlatokkal kimutattdk az
opalin és nopalin képz&dését Agrobacteriummal oltott egyikszd-
ekben, ami szintén a Ti plazmidnak tulajdonithatd, és génsebésze-
ti dton megvéltoztatott marker géneket, példdul a GUS és NPTII
géneket tal&dltdk az Agrobacteriummal transzformdlt kukoricand-
vényekben. Ennek a mdédszernek a sikeres és megbizhatdé alkalma-
zdsa azonban tovédbbra is genotipus specifikusnak tlnik, mind
a névényeket, mind az Agrobacterium fajokat illetden, valamint
tenyésztéptalaj specifikusnak is tlnik. Még megfeleld k&riilmé-
nyek k6zott is a transzformécid frekvencidja bizonyos fajokban
viszonylag alacsony.

Emellett, az Agrobacteriumok 4ltaldban sebkdrnyezetet
igényelnek ahhoz, hogy a transzformdldshoz sziikséges DNS-transz-
fert beinditsdk. Példdul levél-lukakat és szédr-szegmenseket hasz-
ndlnak 4ltaldban, mivel ezek a baktriumok szémdra egy vagott é&s
seb zett felliletet jelentenek, amelyek tartalmazhatnak a névény
regenerdlédsdra képes sejteket. Vannak azonban olyan esetek, ami-

kor a célterlilet egy szervezett, tObbrétegl szdvet, példédul a



merisztéma, ami nem férhetd kdnnyen hozzd az Agrobacterium fer-
t8zés és transzformdlds szdmdra, és nem kdnnyen sebezhetd anél-
kiil, hogy a szervez6dését és a funkcidjdt megsértenénk. Méqg
akkor is, amikor levél-lukakat és szdr-szegmentumokat haszné-
lunk, akkor is csak korlatozott régidkat haszndlhatunk, példéa-
ul egy levél-korong keriiletét, amely sériilt. Kivdnatos lenne a
korong teljes felliletét alkalmazni potencidlis transzformécids
felliletként.

Egy mdsik mdédszer a novények transzformdldsdra a nd-
vényi sejtek bombédzédsa genetikai anyagot, Ugymint DNS szekven-
cidkat vagy plazmidokat hordozdé nagyslrlségd mikroszkdépikus ré-
szecskékkel. Ez a médszer kevésbé genotipus specifikus, de a sta-
bil transzformdcié frekvencidja ezzel a médszerrel is alacsony.
Ez részben annak a kdvetkezménye, hogy nincs meg a természetes
mechanizmus a bevitt genetikai anyagnak a ndvényi genomba vald
integrdlédsdra. Ezzel szemben az Agrobacterium fajok aktivan be-
folydsoljédk ezéket a transzformldcids eseményeket, a névényi sejt
megfert8zése természetes folyamaténak részeként. Tehdt folyama-
tos szilikség van olyan transzformdcids mdédszerre, amely csdkkenti
a genotipus specifitédst és megndveli a megbizhatdsdgot, mind az
egyszikd, mind a kétszikd ndvényekben.

Az 1-4. adbrdkon a pPHIL58, pPHI167, pPHI419 és pPHI413

plazmidok térképét lathatjuk.

A jelen taldlmdny tdrgya eljdrds baktériumoknak mikro-
részecskékre vald felvitelére, olymdédon, hogy a baktériumok meg-
tartjdk életképességliket és virulencidjukat a mikrorészecske

bombdzdssal kapcsolatos leszdritdsi folyamat sorén.



A jelen taldlmdny lehetévé teszi egy javitott transz-
formdcids médszer gyakorlaténak alkalmazésédt, amely sordn a nd-
vényi sejteket Agrobacterium fajba tartozd mikroorganizmusokat
hordozd mikrorészecskékkel bombdzzuk, és a baktriumok a T-DNS-
tikben a szédmukra fontos genetikai anyagot hordozzék. Az Agro-
bacterium igy képes arra, hogy a sériilést nem szenvedett szdvetek
sejtjeihez k&t8djbn és ezekbe a célsejtekbe &llandd jelleggel
bejuttassa a genetikai anyagot, az esemény frekvencidja lénye-
gesen magasabb mint amit a szokvdnyos mikrorészecske bombdzéds
sordn el lehet érni. Ez a médszer lehetdvé teszi a szervezett
szGvetek transzformdcidjdt. Tehdt a jelen taldlmény targya el-
jards novényi sejtek stabil transzformdldsdra, azzal jellemez-
ve, hogy

(a) egy Agrobacterium fajba tartozd baktériumokat
4llitunk el6, amely baktériumokat olymdédon transzforméltunk,
hogy tartalmazzdk T-DNS-iikben a ndvény-sejtek genomjdba be-
illesztendd genetikai anyagot;

(b) a baktériumokat mikrorészecskékre vissziik fel,
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(c) a kivAlasztott szdvetet mikrorészecske bombdzés-
nak vetjiik ald, olyan mikrorészecskéket alkalmazva, amelyek-
re felvittiik a baktériumokat; ennek kovetkeztdben a szdvet-
be bejuttatott baktériumok &t tudjdk adni a T-DNS-iiket, bele-
értve a beleépitett genetikai anyagot is, a szdvetben 14v§
életképes sejtekbe.

Ez a mdédszer alkalmas arra, hogy 4llanddan, Ordkdl-
hetden transzformdlt ndvényi sejteket 41llitsunk eld, amelyek

alkalmasak teljes egész, termékeny ndvényekké regenerdlni.



A szakteriileten jéartas szakeﬂber szdmlra nyilvanvald, hogy az
emlitett médszer alkalmas arra is, hogy a ndvény-kutatdshoz
tranziens transzformdcidkat és tranziens vizsgdlati médszereket
hozzunk létre.

A jelen taldlmdny szerinti eljdréssal elB4llitott
transzformdlt sejtek azutdn a szakteriileten jirtas szakember
szdmdra ismert médszerekkel regenerdlhatdk teljes, termékeny
névényekké, amelyek sejtmagjuk genomjdban tartalmazzdk a bak-
tériumok hatdsdra bevitt genetikai anyagot. A jelen taldlmény
tdrgya tehadt eljarés teljes, termékeny, transzformdlt ndvények
elédllitédslra, amely a kovetkezd 1lépésekbdl 411:

a) a transzformdlanddé genotipusd fajt szdvettenyészetben
tenyésztijlik;

b) egy olyan Agrobacterium fajt készitilink, amely bak-
tériumot a novényi sejt genomjdba illesztendd genetikai anyagot
tartalmazd T-DNS-sel transzformdltunk;

c) a baktériumokat mikrorészecskékre vissziik fel;

a) a kivélasztott szbvetet mikrorészecske bomb&zésnak
vetjik ald, azokat a mikrorészecskéket alkalmazva, amelyek-
re felvittik azokat a baktériumokat, mikoris a baktériumok a
beépitett genetikai anyaggal egviitt bedpitik a T-DNS-iiket
a sejtek genomjédba, transzformdlt sejtek eldallitasa koz-

ben;

e) regenerdljuk a transzformdlt sejteket, igy &4111i-

tunk eld teljes ndvényeket.



Szémos esetben kivédnatos lenne, ha a ndvényeket olyan
tenyészetekb81l regenerdlnénk, amel?ek teljes egésziikben, vagy
tilnyomdé t&bbségiikben a transzformélt sejtekb8l &llnak, hogy ne
kapjunk kiméra névényeket. Ezt Ugy végezhetijiik el, hogy a bomba-
zott, Agrobacteriummal kezelt szOvetet a regenerdlds elétt olyan
szelekcids téptalajon névesztijiik, amelyen csak a transzformilt
sejtek nének ki. Ezt Ugy érhetjiik el, hogy egy szelekt&lhatdé gene-
tikai bélyeget, példdul kanamicin vagy Basta rezisz._tencidt bizto-
sité genetikai bélyeget épitiink be a sejtekbe, a 2. &bra szerint.
Amikor a kezelt sejteket az antibiotikumot vagy herbicidet tar-
talmazd téptalajban névesztjiik, akkor a vegyszer elpusztitja a
nem-transzformalt sejteket, és a tdléls tenyészet kizédrdlag a
transzformédnsokbdl 411, amelyeket azutdn transzformdlini lehet,

hogy olyan ndvények keletkezzenek, amelyek nem kimérék.

Jéllehet nem szandékunk, hogy korldtozzon benniinket
az elmélet, a ﬁormélis mikrorészecske bombdzdsi séma megkdvete-
1i, hogy a részecskék egyenként, vagy nagyon kis csoportokban
belépjenek a kivdlasztott sejtekbe, olymédon és olyan helyen,
hogy a sejtek képesek maradjanak az osztdéddsra. Ezzel szemben,
az az altaldnos vélemény, hogy az Agrobacterium transzformicid
akkor kovetkezik be, ha a baktériumok a kivélaztott sejt fel-
szinéhez tapadnak. A Ti plazmidbdl csak a bakteridlis T-DNS
"injektd1lddik" a sejtbe, ha egyszer a baktériumot a sériilt
kdrnyezet arra indukdlja, hogy aktivdlja a virulencia és transz-
fer funkcidt. EbbOLl nyilvdnvald, hogy a jelen taldlminy szerinti
bombazds célja ink&bb az, hogy bizonyos mértékig a sejtek sérii-

1ését és haldldt indukdlja, ahelyett hogy minimaliz&lnd a sé-
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riilést, amint az a tiszta plazmid DNS-sel boritott részecs-
kéket alkalmazd szokdsos kivitelben kivdnatos. Ha egyszer egy
teriilet megsérﬁlt; és kibocsdtja azokat a sejt-metabolitokat
és seb-nedveket, amelyeket az Agrobacteriumok felismernek,
akkor az ebben a seb-régidban 1lév8 megmaradt ép sejtek a
transzformdcid célsejtjei, ink&bb mint a részecskék &ltal el-
taldlt sejtek. Tehdt a jelen taldlmény megvaldsitdsi médja szerint
a részecskék 4ltal eltaldlt részecskéknek nem kell feltétleniil
tulélnilik a bombdzdsi 1épést, és nincs sziikség olyan techni-
kékra, amelyekkel felszabadithatdan kotjliik a tiszta plazmid
prepardtumot a mikrorészecskékhez.

Ez eldétt a transzformdldsi mdédszer elétt nem voltak
médszerek arra, hogy Agrobacteriumokat vigyenek fel mikroré-
szecskékre, de ezek fontosak a jelen taldlmdny szerinti transz-
formécids technika szempontjédbdél. Azt fedeztilk fel, hogy a Agro-
bacteriumok sikeresen felvihet8k a részecskékre olymdédon,
hogy megtartsdk aktivitdsukat akkor is, ha mikrorészecske bom-
badzédssal novényekbe juttatjuk Sket. Ez médszer a kdvetkezd 1&-
pésekbbl 411:

(a) a baktériumot lényegében teljes er8sségd tenyész-
té téptalajban ndvesztjik, amely bacto-peptont, éleszt8kivona-
tot és ndtrium-kloridot tartalmaz;

(b) a téptalajban 1évé baktériumokat k&riilbeliil 0,6
um = 2,0 pm 4tmérdjd arany-részecskékkel kombindljuk és;

(c) a kombindlt baktériumokat és részecskéket koériil-
beltl 10-15 percig levegdén szdritjuk. Az eldnyds teljes er8ssé-

gd téptalajok k&zé tartozik az LB és az YEP t4ptalaj, amint



azt az aldbbiakban ismertetjik. A legeldnySsebb a YEP téptalaj.
Az eldényds aranyrészecskék az Engelhardt A1570 Flakeless részecs-—
kék, amelyek részecskeeloszldsa kOrilbeliil 1,2 - 1,5 um koézott
van.

Noévények és ndévényi sejtek

Ezt a mdédszert bdrmely kivAdlasztott agrondmiai vagy
virdgkertészeti fajra alkalmazhatjuk, beleértve az egyszikie-
ket és a kétszikleket is. Amint azt a napraforgdval elért ered-
mények igazoljék, az ezzel a felfedezéssel elért magasabb transz-
formdcids frekvencidkat részben cstkkenti a sza&mos nehezen transz-
formdlhatdé genotipus vagy faj transzformdldsdnak alacsony frek-
vencidja. A kivédlasztott egyszikl faj eldnydsen lehet kukorica,
cirok, triticale, &rpa, a zabok, az olasz perje, buza, hagyma
és rizs, a kétszikd faj eldénydsen lehet szdéjabab és mas babok;
lucerna, dohéany, a kaposztak, példdul a repcemag, brokkoli és
a karfiol; napraforgd; a tokfélék, példdul a dinnyék, uborkdk
és a tdk; valamint a burgonyafélék, példdul a burgonyédk, bor-
sok és paradicsomok. A virdgokbdl, dgymint az orchidedbdl, rdé-
zsdbdl, szekfiib6l, petunidbdl, cinidbdl, 8szirdzsibdl, liliom-
bél, nagy biid6skébdl, nebdncsvirdgbdl, Afrikai és egyszerd vi-
0ldbdl és &rvécskdbdl, anthuriumbdl, giadiéluszbél, jdcint-
bél, gerdniumbdl, levenduldbdl, bazsardzsédbdl, tulipanbdl,
mékbdl, krizantémbdél, sdrga ndrciszbdl és begdnia variénsokbdl,
valamint méds disznovényekbdl, korldtozds nélkiil, de beleédrtve
a tiszafdt, a bordkafenydét, rododendront, filodendront, fikuszt,
repkényt, pothost, orgondt, kaktuszt, dizygothecdt, kutyatejet,

fatsidt, repk_ényféléket, coleust és mds varidnsokat, valamint
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flszereket, példdul a petrezselymet, zsdlydt, rozmaringot,
kakukkflivet, bazsalikomot, oregandt, fokhagymdt, mentolt,
édeskOményt, majoranndt, koriandert, kaprot és a hasonldkat, ki-
vett szbveteket is aldvethetjllk a jelen taldlmdny szerinti mdéd-
szernek.

A haszndlt szdvet barmely ndévényi részbdl jdhet, bele-
értve a gybkereket, a him portokokat, szdrakat, kotiledonokat,
hipokolitokat és virdgokat. Az eldnyls szdvetek kdzé tartoz-
nak a levél explantumok, a levéldarabok, a levélkorongok és é-
retlen embridk. Egy kiildnGsen eldényds szdvet a hasitott merisz-
téma explantum. Ez utébbi szbvetet a szakirodalomban B.Schrammei-
jer és munkatdrsai irtédk le /"Meristem Transzformation of Sunflo-
wer via Agrobacterium," Plant Cell Reports, 9, 55-60 (1990)/.

Agrobacterium fajok

A névények transzformidlésdban alkalmazhatd Agrobac-
terium fajok kézé tartozik az Agrobacterium tumefaciens és az
Agrobaceterium rhizogenies. Az eldnyben részesitett a nopalin,
bindris tipust Agrobacterium tumefaciens. Kiilén&sen eldnyds a
széles kOrben hozzdférhetd Agrobacterium tumefaciens EHA101 t&rzs.
Ez a tOrzs tartalmaz egy C58 baktérium kromoszémdt, és a Ti plaz-
midnak egy legyengitett vdltozatdt, amelyet a szakirodalomban
TiBO542-nek ismernek /Hood, E.E. Helmer, G.L., Fraley R. T. és
Chilton M-D., "The hypervirulence of Agrobacterium tumefaciens
A281 is encoded in a region of TiBO542 outside of T-DNA", Jour-
nal of Bacteriology, 168, 1291-1301 (1986)/.

Jéllehet az Agrobacterium szelektdldsa és transzfor-
ﬁélésa nem képezi alapvetd részét a jelen taldlménynak, egy

elényds megvaldésitdsi méd szerint az EHA10l t&rzset a pPHI158 és



pPHI167 plazmiddal transzformdljuk, amint az az 1. és 2.

dbrdn l4thatd, a fagyasztds-olvasztds transzformdcidt alkal-
mazva. A pPHI158 plazmidot (1. 4bra) tdgy &llitjuk eld, hogy

az EcoRI restrikcids enzimmel emésztett, linearizdlt pPHI419
plazmidot (3. &bra), amely a novényben expressz&lhatd NPTII
markert hordozza a 11,6 kb méretd bindris pPHI6 Jjobb oldala-
hoz k&6zel. A pPHI6 tartalmazza még az RK2 replikdcids origdt és
egy ampicillin rezisztencia markert. A pPHI167-et hasonld-
képpen 4llitjuk eld, azzal a kiilonbséggel, hogy a linearizdlt,
EcoRI restrikcids enzimmel emésztett pPHI413 fragmentet (4. abra)
amely a GUS gént hordozza, épitjlik be a pPHI6-ba. Ezt a szak-
irodalomban bindris vektor-rendszernek hivjdk /Hoekama A.,
Hirsch P.R., Hooykaas, P.J.J. és Schilperoort, R.A., "A Bina-
ry Plant Vecotr Strategy Based on Separation of Vir- and T-re-
gions of the Agrobacterium tumefaciens Ti plasmid", Nature,

303 179-180 (1983)/.

A baktériumok felvitele a részecskékre

1. példa

Az Agrobacterium tumefaciens EHA101l t8rzset, amelyet
50 ug/ml kanamicinnel és 100 ng/ml karbenicillinnel kiegészitett
YEP té&ptalajon ndvesztiink ODcgo = 0,5~1 értékig, friss YEP tdp-
talajban szuszpenddljuk kiildénbdz8 koncentrdcidékban (az OD érté-
kek alapjdn), és kiilonbdz8 erdsségli YEP téptalajban. A bakté-
riumokat Osszekeverjlik az aranyrészecskékkel (Engelhard A1570
Flakeless), és 1,5 ul-es cseppekben a mikrokildvékre vissziik,
ahol hagyjuk megszdradni &ket (koriilbeliil 10 perc a lamindrboxban),
majd a YEP lemezekre 1&jlik 8ket. A lemezeket inkubaljuk, majd a

visszanovd telepeket megszdmldljuk, ezzel hatdrozzuk meg a bak-

tériumok életképességét a kildvés utdn.



oD YEP koncentrdcid Telepek széma
0,5 1/10 2,5

1/4 1

1/2 88

teljes 337
2,0 1/10 144

1/4 136

1/2 431

teljes 468

Ezekbdl az eredményekbd8l az hatdrozhatd meg, hogy

teljers er8sségli leszaritd téptalajra van szilikség ahhoz,

hogy segitsilik a tdilélést, de e megfeleld erdsségii téptalaj-

ban a n&vekvd koncentrdcidéji baktérium nem adott ardnyos ndve-

kedést a tulélé telepek szaméban.

2. példa

Egy masodik kisérletsorozatban vizsgdltuk a lesz4-

rité pufferl és a részecske-tipus szerepét a baktériumok tdl-

é1lésében, miutdn kildttiik &ket a részecskeégyﬁbél. A téptala-

jok Osszetétele az aldbbi:
AB

3 g/liter K,HPO,

270,

0,3 g/liter MgSoO

1 g/liter NaH
4 X 7H2O
0,15 g/liter KC1

0,01 g/liter CaCl2

2,5 mg/liter FeSO4 X 7HOO



YEP

LB

10 g/liter élesztdékivonat
10 g/liter Bacto-pepton

5 g/liter NaCl

5 g/liter élesztdkivonat
10 g/liter Bacto-pepton
10 g/liter NaCl

PH nagyobb mint 7,0

Inokuldlé puffer

12,5 mmél MES pH = 5,7
1 g/liter NH4C1

0,3 g/liter Mgso,

Indukdld puffer

1/4 er6sségd AB taptalaj
3 % szachardz
20 mmél MES pH=5,5

200 umél acetosyringon

Az eredmények az aldbbiak:

“ase  wa
'3

Leszaritd tép- Részecske- Atlagos telepszém
talaj tipus
viz arany 0
wolfram 0
AB arany 8
wolfram 2,5
Inokulélés arany 26,5
wolfram 6



Leszarité téptalaj Részecske-tipus Atlagos telepszém
Indukdlés arany 53
wolfram 31
LB arany 668
wolfram 363
YEP arany 790
wolfram 384

A fentiekbdl azt lehet megdllaitani, hogy az arany
lényegesen kevésbé toxikus a baktériumokra a leszaritott &lla-

potban mint a wolfram, és a puffer Osszetétele is fontos.

3. példa

Az 1. és 2. példdk alapjédn egy harmadik kisérletsoro-
zatot is végeztilink, ahol vizsgdltuk a leszdritds idejének hatd-
sédt, teljes er8sségl YEP tdptalajt és arany részecskéket
(Engelhard A1570 Flakeless) alkalmazva. Az eredmények az

alébbiak:

A leszdritéds id&tartama A telepek széma

0 perc 884
5 nem szdmldlhatdan sok
10 457
15 489
20 252

30 223




A leszaritéds idS8tartama az az 1id6, ami alatt a lamindrbox-
ban a légdram éri a részecskéket a kildvés eldtt. A csdppeket
a makrokildvékben 1,5 ul térfogatban alkalmazzuk. 5 percnél a
cseppek ragaddsak és félszdrazak, mig 10 percnél teljesen szé-
raz pornak latszanak.

- Az eldbbi kisérlet az életképességet csak a leszdrités
fliggvényében vizsgédlta. Az nyilvénvald, hogy a leszaritds uténi
életképesség nem 411 kbzvetlen kapcsolatban a transzformdld
képességgel. M&s kisérletekben 10 percnél révidebb ideig széri-
tott baktériumokat alkalmazva, nem kaptunk transzformdlt sej-

teket, jéllehet a baktériumok latszdlag életképesek voltak.

4. példa
Napraforgd magvakat a felliletiikdn hig hipoklorit oldattal

sterilezziik, majd éjszakdn &t (18 dra) sbtétben, nedves szlrd-
papiron nedvesitijiik, hogy a sarjadzdst beinditsuk. A kdvetkezd
reggelen a kotiledonokat és a kinyild gydkérgydkdket eltidvolit-
juk, és a merisztémdt tartalmazd explantumot éjszakdn &t 374B-CA
tdptalajon ndvesztjiik, amely Murashige et Skoog &svényi sé-

kat, Shepard vitaminokat, 3 % szachardzt, 0,8 % agart (Phytagar)
és BAP (0,5 mg/liter), IAA (0,25 mg/liter) és GA (0,1 mg/liter)
hbrmonokat tartalmaz pH = 5,6-on. 24 déraval késdbb a primer le-
veleket eltdvolitjuk, ezzel az apikdlis merisztémdkat felszinre
hozzuk. A merisztémkat egy merev vizes agartéptalajt tartalmazd
Petri csésze kbzgpén egy 2 cm-es &tmérd&jl kérben elrendezziik,
Ugy, hogy a merisztémdk a bombdzds céljdra felfelé 41ljanak.
Agrobacterium tumefaciens EHA101/pPHI167 baktériumokat tenyész-

tlink kildn, teljes erdsségl YEP tédptalajban, majd Osszekeverijik,

az



aranyrészecskékkel, amelyek mérete 1,2 és 1,5 um k&zdtt val-
tozik. Ebb&l az elegybdl 1,5 ul-es cseppeket haszndlunk szok-
véanyos makroprojektilekben, majd 10-15 percig lamindrboxban
szédritjuk. Ezeknek a projektileknek a felhaszndldsaval a merisz-
témdkat kétszer bombdzzuk egy mikrorészecske bombdzé berende-
zésben /az &ltaldnos felépitését Sandord és munkatdrsai irték
le, Eurdpai szabadalmi bejelentés, publikdcidszéma 331 885,
prioritédsa az 1988. februdr 29-én bejelentett 161 807 sorszémid
Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi bejelentds, amelyre a
bejelentésben hivatkozunk/. A transzformdcidét ugy értékeljiik
ki, hogy megszd&mldljuk a festett szektorokat x-gluc-kal valéd

kezelés utédn. Az eredmények az aldbbiak:

oe

A merisztémdk szdma Transzformdlt szek-

torok

121 4 3,3

125 3 2,4
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SZABDALMI IGENYPONTOK

1. Eljdrds egy novény sejtjeinek transzformdédldsédra, azzal
jellemez v e , hogy

a) egy Agrobacterium fajba tartozd baktériumokat &11itunk
elé, amely baktériumokat olymdédon transzformdltunk, hogy tar-
talmazzdk Ti plazmidjukban a n6vény-sejtek genomjdba beillesz-
tendd genetikai anyagot;

b) a baktériumokat mikrorészecskékre vissziik fel, és;

c) a kivdlasztott szOvetet mikrorészecske bombédzdsnak vet-
jik aléa, 6lyan mikrorészecskéket alkalmazva, amelyekre felvittik
a baktériumokat;

ennek kovetkeztében a baktériumok képesek szdvetben 1évé
sejtekhez kapcsolédni, és &t tudjdk adni a T-DNS-iiket, bele-
értve a beleépitett genetikai anyagot is, a sejtek genetikai

anyagénak.

2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy

a szbvet egy merisztéma explantum.

3. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
a szbvetet a kovetkezd csoportbdl vdlasztjuk: teljes levél ex-

plantum, részleges levélhasitékok, és levélkorongok.

4. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
a szdvet éretlen embrid.

5. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy a ndvény egy egyszikd ndvény, melyet az aldbbi csoportbdl

valasztunk: kukorica, triticale, cirok, &rpa, zabok, olasz per-



je, biza, hagymdk és rizs.

6. Az 1. igénypont szerinti eljdréds, azzal jellemezve, hogy
a nbvény egy kétszikl névény, melyet az aldbbi csoportbdl va-
lasztunk; szdéjabab, lucerna, dohdny, k&posztafélék, napraforgd,

tOkfélék, burgonyafélék, borsok, és paradicsomok.

7. Eljéréds egész, termékeny ndvények el8dllitdsdra, amelyek-
nek sejtjeit transzformdltuk olymdédon, hogy genetikai anvagot épi-
tiink a genomjukba azzal jellemezve, hogy

a) egy Agrobacterium fajba tartozd baktériumokat &1litunk
el8, amely baktériumokat olymddon transzformdltunk, hogy tartal-
mazzdk T-DNS-Ukben a névény-sejtek genomjdba beillesztendd gene-
tikai anyagot;

b) a baktériumokat mikrorészecskékre vissziik fel;

c) a transzformdlandd fajui és genotipuggzévetet mikrorészecs-
ke bombdzédsnak.vetijlik ald, olyan mikrorészecskéket alkalmazva,
amelyekre felvittik a baktériumokat; ennek'kbvetkeztében a bak-
tériumok beépitik a T-DNS-liket, beleértve a beleépitett genetikai
anyagot is, a sejtek genomjdba, igy &llitva el transzformdlt
sejteket; és

d) a transzformdlt sejteket regenerdljuk feljes "novények elb-
4dllitdsa céljabdl.

8. A 6. igénypont szerinti eljdréds, azzal jellemezve, hogy
azt a tovdbbi 1épést tartalmazza, amely szerint a bombdzott sz6-
vetet szelekcids tédptalajon névesztjliik, amelyen csak a transz-

formlt sejtek életképesek a regenerdlds eldtt.
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9. Eljérds az Agrobactérium nemzetségbe tartozd mikro-
organizmusok mikrorészecskékre vald felvitelére olymddon, hogy
megtartsédk aktivitdsukat akkor is, ha mikrorészecske bombédzds-
sal bejuttatjédk Sket ndvényi szdvetekbe, azzal jellemezve,
hogy

a) a baktériumokat lényegében teljes er&sségd tédptalaj-
ban tenyésztijlik, amely bacto-peptont, élesztdékivonatot és nat-
rium-kloridot tartalmaz; | |

b) a tédptalajban 1év8 baktériumokat Osszekeverjik koriil-
bellil 0,6 - 2,0 um 4tmér8jd aranyrészecskékkel; és

c) a kombindlt baktérium-részecske keveréket koOriilbeliil
10-15 percig szdritjuk. |

Z

10. A 8. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve, hogy
a tdptalaj Osszetétele az aldbbi:

5-10 g/litér élesztb8kivonat

10 g/liter bacto-pepton

5-10 g/liter NaCl

pH = 7,0

11. A 8. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy a
kombindlt baktériumokat és csOppeket in situ szaritjuk macro-

projectileken.

A meghatalmazott
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