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(57) KIVONAT b) foszfinotricin vonatkozasédban acetil-transzferaz

A taldlmany targya eljaras foszfinotricin herbicid hata-
saval szemben tolerans vagy rezisztens ngvényi sejtek
eldallitasara oly médon, hogy a kiindulasi novényi sejt
nuklearis genomjdba egy, a kovetkezoket magdba fogla-
16 rekombinans DNS-t épitenek be:

a) az emlitett ndveényi sejt polimerdza altal felismer-
hetd promotert tartalmazé promoter-régiot, €s

A leirds terjedelme: 39 oldal (ezen beliil 17 lap abra)

aktivitasu proteint kodolo heterolog DNS-t magaba fog-
1al6 kodolo szakasz.

A talalmany vonatkozik tovabba foszfinotricin herbicid
hatasaval szemben tolerans vagy rezisztens novények és
novényiszaporitdanyagok, valamint transzformalt névényi
sejtek tiszta tenyészetének el6dllitdsara, valamint az igy
eloallitott novények szelektiv védelmére glutamin-szin-
tetaz-gatlokkal végzett gyom és gombakartevo irtas esetén.
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A talalmany targya eljaras glutamin-szintetaz-gatlok ha-
tasaval szemben ellenallé névények és névényi szapori-
toanyagok eldallitasara.

A taldlméany targya tovabba ennek az eljarasnak az
alkalmazasa kiilénosen meghatarozott nvények ellenal-
lasanak kialakitasara herbicidekkel szemben.

A taldlmdny vonatkozik tovabba nem bioldgiai uton
transzformalt novényi sejtekre és novényekre is, ame-
lyek ellenallast tanusitanak glutamin-szintetdz-gatlokkal
szemben, valamint olyan DNS-fragmentumok és rekom-
binansok eléallitdsara, amelyek a glutamin-szintetaz-
gatlokkal szemben megnyilvanulé ellenallast kodold
nukleotid-szekvenciakat tartalmazzak.

A glutamin-szintetaz enzim (ezt az alabbiakban révi-
ditve ,,GS”-nek jeloljiik) a legtdbb névényben életfon-
tossagu enzim a névényi sejtek fejlédésében és életében.
Ismert, hogy a GS katalizdlja a glutamat glutaminna vald
atalakulasat. A GS szerepet jatszik egy hatékony reak-
ciésorban (jelenleg egyediil ezt ismerik) a legtobb né-
aminosavak bomlasabdl vagy a fotolégzésbol eredé am-
monia detoxifikalodik. Ennek kovetkeztében a GS enzi-
met hatdsosan gatlé anyagok a novényi sejtekre igen
toxikusak.

Kidolgoztak a herbicideknek egy kiilonleges csoport-
Jjat, amelyek hatasanak az alapja a névényekben 1évo GS
gatlasanak tulajdonithato toxikus hatas. Ezeknek a her-
bicid szereknek a hatéanyaga valamilyen GS-gatlo
anyag.

Legalabb két ut lehetséges, amelyeken haladva a GS
hatasat gatlé anyagokkal szemben ellenallé novények-
hez juthatunk: (1) a célvegytilet megvaltoztatasa; varha-
t6, hogy a GS enzim mutécidi a herbiciddel szemben valo
érzéketlenséget idézhetnek eld; és (2) a herbicid inakti-
valasa: a herbicidnek névényen beliili lebomlasa vagy
valtoztatasa rezisztenciahoz vezethet.

A bialaphos és foszfinotricin (ez utobbit PPT-vel
roviditjik) két ismert GS-gatld hatdanyag [Mol. Gen.
Genet. 205, 42 (1986); J. Plant Phys. /23, 135 (1986)],
amelyek kivalo herbicid sajatsagokat mutatnak (részle-
tesebben lasd: Proc. 1982, British Crop Protection Con-
ference, 439-450). A bialaphos szerkezetét az (I) képlet,
a PPT szerkezetét a (IT) képlet abrazolja.

Mint lathatd, a PPT és a bialaphos k6z6tti szerkezeti
kiilonbség abban all, hogy a PPT molekuldja két alanin-
csoporttal kevesebbet tartalmaz.

E két herbicid hatéanyag nem szelektiv: az adott tala-
jon 1évd valamennyi névényfaj novekedését gatoljak, és
ennek megfelelden teljes pusztulasukat idézik eld.

Ezért szamos kisérlet tortént mar arra, hogy a ndvé-
nyek ellenallo képességét biotechnologiai iton fokozzak
e herbicidekkel szemben.

A 0173 327 sz. eurépai szabadalmi leiras a glutamin-
szintetdzinhibitor bialaphost k6dold DNS-fragmenst is-
merteti, amelyet egy S. hygroscopicus torzsbdl nyertek,
valamint ismerteti mas S. hygroscopicus térzsek transz-
formalasat e DNS-fragmenssel. A leiras szerint a nové-
nyek bialaphos-szal szembeni rezisztenciaja 2-5-sz6-
rosére emelhetd, amit egy a pMSB12-1 plazmidban
Jelenlévd rezisztencia génnek tulajdonitanak. Ennek bi-
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zonyitasara, valamint arra vonatkozdan, hogy ez a gén
hogyan fejti ki hatésat, a leiras semmiféle kitanitdst nem
tartalmaz.

A Journal of Mol. and Appl. Gen. 2.6, 1984, 621-634
publikdciéban a szerz6k bizonyos lucerna-sejtvonalak
izolalasat ismertetik, amelyek ellendllébbak a foszfi-
notricin herbiciddel szemben mint a vadlucerna. Ezek-
ben a lucerna-sejtvonalakban glutamin szintetaz tlter-
melést hoznak létre egy endogén DNS-fragmens kifeje-
zbdése altal. Ismertetik a glutamin szintetazt kodold
cDNS-szekvenciat is.

A Nature, 317, 1985, p 668 publikdcidban névények
modositott EPSP-szintazt kddold heterolég DNS-sel
végzett transzformacidjat ismertetik, amikor is a transz-
formalt novények tiirdképessége a glifoszfattal szemben

A WO 84/02913 szamu a szabadalmi leirasban névé-
nyek transzformalasara alkalmas kiméra gént ismertet-
nek, amely egy promotert, egy heterol6g strukturgént —
amely a novény herbicidrezisztenciajat biztosité fehérjét
kodolja — és egy 3'-nem-transzlacids szakaszt tartalmaz.
A példik alapjan a heterolog struktirgén egy az E.colibdl
szirmazd EPSP-szintazt kodold gén, amely lehet6vé te-
szi, hogy a transzformalt névényben EPSP-szintaz tdl-
termelés menjen végbe €s igy biztositja, hogy a ndvény
glifoszfattal szemben ellenallobb legyen.

A bialaphosrél elébb az antibiotikus sajatsagait is-
merték fel, amelyek peszticidként vagy fungicidként va-
16 alkalmazasat tették lehetdvé. A bialaphos a3 832 394
szamua amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras
szerint allithatd eld, s erre a leirdsra a tovabbiakban
hivatkozunk. Az eldallitds soran a Streptomyces hygro-
scopicus-t (amely az ,,American Type Culture Collec-
tion” gylijteményben ATCC 21, 705 sorszamon talalhato
az 1982. évi katalogus 205. oldalan) tenyésztik, majd a
bialaphost a tenyészfolyadékbdl elkiilonitik. E vegyiilet
mas torzsekbol — példaul a Streptomyces viridochromo-
genes torzsbdl — is eldallithatd (Helv. Chim. Acta 1972;
1. még DSM 40736 szam alatt az 1983. évi DSM katalo-
gus 149. oldalan).

A PPT szerkezeti egységet egyéb, a természetben
talalhato tripeptid antibiotikumokat is tartalmazzak: pél-
daul a phosalacin [J. of Antibiotics 37, 939 (1984)].

A PPT kémiai uton is eldallithatd; a Hoechst-cég
hozza forgalomba.

Szamos Streptomyces-fajt fedeztek fel, amelyek igen
aktiv antibiotikumokat termelnek: ezek a prokariota-sej-
tek funkcidit vagy enzimeit gatoljak. Az ilyen antibioti-
kumot termeld Streptomyces-fajok elpusztulnanak, ha
nem rendelkeznének &nvédelmi mechanizmussal ezen
antibiotikumokkal szemben. Szamos esetben ugy talal-
tak, hogy ez az 6nvédelmi mechanizmus olyan enzim,
amely az antibiotikum hatasat gatolni képes, és igy az
antibiotikumnak a termel$ Streptomyces-torzsre kifej-
tett toxicitasat kivédi.

Szamos antibiotikum-termel6 Streptomyces-fajban —
példaul az S. fradiae, S. azureus, S. vinaceus, és S.
erythreus fajokban, amelyek neomicint, tiostreptont,
viomicint és MLS-antibiotikumot (makrolid-linkoz-
amid-sztreptogramint) termelnek — olyan gén jelenlétét
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mutattak ki, amely képes olyan enzimet kédolni, amely
az antibiotikumot médositja (elvéltoztatja), és igy gétol-
Jja a gazdaszervezettel szemben megnyilvanulo antibio-
tikus hatast [Nature 286, 525 (1980); J. Bacteriol, 1982,
678; Gene 20, 51 (1982)]. Chater és munkatarsai [Curr.
Top. Microbiol. Immunol. 96, 69 (1982)] olyan mdd-
szert irtak le, amely e hatdsok kimutatasara alkalmas.

Azt talaltuk, hogy a Streptomyces hygroscopicus
ATCC 21,705 mikroorganizmusnak olyan génje van,
amely a bialaphos antibiotikus sajatsagainak inaktivala-
saért felelds enzimet kddolja. Kisérleteink soran izolal-
tunk egy ilyen gént, és eljarast dolgoztunk ki PPT-re és
rokonvegyiileteire alapozott GS-gatlok hatasanak kiol-
taséra.

A taldlmany egyik célja uj eljaras kidolgozasa GS-
gatlok hatdsanak kioltdsara névényi sejtekben és nové-
nyekben.

A talalmany egy masik célja olyan DNS-fragmentu-
mok és DNS-rekombinansok — kiilondsen az ilyen DNS-
fragmentumokat tartalmazo, médositott vektorok el8al-
litasi eljarasanak — kidolgozasa, amely DNS-fragmentu-
mokban tartalmazott nukleotid-szekvencidk a novényi
sejtekbe és novényekbe dgyazva képesek azokat megvé-
dent a GS-gatlok hatasatol.

A talalmany tovabbi célja olyan, nem bioldgiai uton
transzformdlt névényi sejtek és ndvények létrehozasa,
amelyek képesek GS-gatlok kozombositésére vagy in-
aktivalasara.

A taldlmanynak még tovabbi célja eljaras kidolgoza-
sa novényfajok szelektiv megvédésre GS-gatld tipusu
herbicidek ellen.

Kozelebbrol, a talalmany egyik célja olyan DNS-
fragmentum kidolgozasa, amely névényi sejtekre és tel-
jes novényekre atvihetd, és amely képes azokat a biala-
phos és szerkezetileg rokon herbicidek hatdsaval szem-
ben megvédeni.

A taladlmany egy masik célja olyan ndvényi sejtek
kialakitasa, amelyek a bialaphos-tipusu termékekkel
szemben — amelyek szerkezetiikben PPT-egységet tar-
talmaznak — ellenallok.

A talalmany értelmében GS-gatld anyagokkal érintkez6
novényi sejtekben és egész novényekben a GS-gatld hatd-
sat ugy kiiszoboljiik ki, hogy ezeket a novényeket olyan,
idegen nukleotid-szekvenciat tartalmazo, heterolég DNS-
fragmentummal latjuk el, amely képes fehérje alakjdban
torténd kifejezodésre az adott ndvényi sejtekben és teljes
novényekben olyan kériilmények kozott, amelyek kovet-
keztében a heterolog DNS-fragmentum generaciokon at
stabilan integralodik (beépiil) a névénynek a sejtjeibe; és
az igy kifejezett fehérjének az enzimhatasa képes a GS-gat-
16 anyag inaktivalasdra vagy kozombositésére.

Elényds DNS-fragmentum az antibiotikum-termeld
Streptomyces-térzsbol szarmazo6 egyik olyan fragmen-
tum (vagy olyan nukleotid-szekvencia, amely azonos
aktivitast kodol), amely a GS-gatlokkal szemben muta-
tott ellenallast kodolja.

A talalmany megvaldsitdsaban elénydsen alkalmaz-
haté nukleotid-szekvenciak olyan fehérjét kodolnak,
amelyek a GS-gatlokkal szemben acetil-transzferaz ha-
tassal rendelkeznek.
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A taldlmany szerint egyik legelénydsebb DNS-frag-
mentum egy olyan nukleotid-szekvenciat tartalmaz,
amely a PPT-vel szemben acetil-transzferaz hatassal biro
polipeptidet kodol.

Egy kiiléndsen elényos talalmany szerinti DNS-frag-
mentum a novényi sejtek atalakitasa céljabol olyan nuk-
leotid-szekvenciat tartalma, amely a kovetkezd szekven-
cidt tartalmaz, amely a kovetkezd szekvenciat tartalmazo
polipeptidnek legalabb egy részét kodolja:

X SER PRD GLU

ARG ARG PRD ALA ASP ILE ARS ARG ALA THR GLU ALA ASP MET PRO

2z8

ALA VAL CYS THR ILE VAL ASN HIS YYR ILE GLU THR SER THR VAL

273

ASN PHE ARG THR GLU PRO GULN GLU PRO GLN GLU TRP THR ASF ASP

3| N
LEY VAL ARG LEU ARB BLU ARG TYR PRD TRP LEU VAL ALA BLU VAL

353

ASP BLY GLU VAL ALA SLY ILE ALA TYR ALA GLY PRD TRP LYS

<08

AR3 ASN ALA TYR ASP TRP THR ALA GLU SER THR VAL TYR VAL SzR

253

PRO ARS HIS BLN ARS THR GLY LEU GLY SEZR THR LEU TYR THR

478

LEU LEY LYS SER LEU GLU ALA GLN GLY PHE SER VAL VAL Ala

T3

val ILE GLY LEU PRO ASN ASP PRO SER VAL HMET HIS GLU ALA
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633

HIS GLY ASN TRP KIS ASP VAL PHE TRP GLN LEU agP PHE SER
573

LEY PRD VAL PRE PRO ARG PRO VAL LEU PRO VAL THR By

723 ) - -

Itt X jelentése MET vagy VAL, a polipeptidnek ez a
része elegendd hosszusagh ahhoz, hogy a névényi sej-
teknek bialaphos-szal szemben védelmet biztositson, ha
ezt a szekvenciat genetikusan beépitjiik, és abban kife-
jezziik; ebben az esetben a bialaphos-szal szemben no-
vényveédo képességet nyujt.

Egy elényos DNS-fragmentum az alabbi nukleotid-
szekvenciabol —

BTG AGC CCA GAA
183 .
CGA CGC CCB GAC ATC CBC CGT 6CC ACC GAG GCO GAC ATS CCO
228 - :

6CB 6TC TGC ATC GTC AAC CAC TAC ATC GAG ACA AGC ACG GiC
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BLC CCC CBC 85C ATS

CAC GG5 AAD TTC TGS CAS CTB BAG TTC AGC
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CCC CBY £08 GTL CT6 CTC GTC ACC GAG ATC
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vagy annak egyik részébol all, amely olyan polipep-
tidet fejez ki, amelynek a bialaphos-szal szemben né-
vényvédo képessége van.

A taldlmany vonatkozik tovdbba barmilyen DNS-
fragmentumra, amely a fenti elényds DNS-fragmentum-
t6l abban kiilonbozik, hogy barmely nukleotid-egységét
mas nukleotid-egység helyettesiti, azonban a fentebb
emlitett, elényos DNS-szekvencia genetikai informdci-
6janak modosulasa nélkil (normaélisan az egyetemes
genetikai kodon beliil marad); tovabba a taladlmany vo-
natkozik barmely egyenértékii DNS-szekvenciara is,
amely olyan polipeptidet kodol, amelynek azonos sajat-
sagai vannak, kiiléngsen a bialaphos elleni rezisztencia
szempontjabol.

Nyilvanvalo, hogy a tapasztalt szakember kénnyen ki
tudja értékelni a nukleotid-szekvencidknak azon részeit,
amelyek barmely taldlmany szerinti DNS-fragmentum
barmelyik oldalarél eltavolithatok, példaul ugy, hogy a
DNS-fragmentum barmelyik oldalanak terminalis részét
eltavolitjuk, példaul egy exonukleolitikus enzimmel —
igy a Bal31 segitségével — majd a megmarad6 fragmen-
tumot megfeleld plazmidban Ujraklonozzuk, és megalla-
pitjuk a médositott plazmidnak a képességét a megfelel
sejtek transzformalasara és bialaphos antibiotikummal
vagy herbiciddel szembeni megvédésére, megfeleld mé-
rémadszer segitségével.

A rovidség kedvéért ezeket a DNS-fragmentumokat
az aldbbiakban ,bialaphos-rezisztencia-DNS”-nek ne-
vezzik. Ugyanigy a megfeleld polipeptidet ,,bialaphos-
rezisztencia-enzim”-nek jeléljiik.

Jollehet a fenti lefrasban kiilénds hangsilyt helyez-
tiink azokra a DNS-fragmentumokra, amelyek a névényi
sejtekbe vagy a novényekbe bevezetve védelmet bizto-
sitanak azoknak a bialaphos vagy PPT ellen, nyilvanva-
16, hogy a taldlmany semmiképpen sem korlatozhatd
azokra.

Ugyanigy, a talalmany olyan DNS-fragmentumokra
is vonatkozik, amelyek ilyen novényi sejtekbe bevezetve
mas GS-gatlokkal szemben ezeknek a sejteknek védel-
met biztositanak: példaul olyan kézbenst termékekkel
szemben, amelyek a PPT természetes bioszintézisében
szerepelnek, és amelyeket MP101 jeloléssel [lasd a (III)
képletet] vagy MP102 jeldléssel roviditenek [lasd a (IV)
képletet].

A taldlmény altaldnos vonatkozasban megnyitja az utat
olyan DNS-fragmentumok el6allitisahoz, amelyek nové-
nyi sejtekbe és névényekbe alkalmas médon beépitve azo-
kat a veliik érintkezd GS-gatlokkal szemben megvédeni
képesek; ezt az aldbbiakban a bialaphos és PPT vonatkoza-
saban a példakban részletesen ismertetjiik.

Ennek megallapitasa utan nyilvanvalo, hogy barmely
fragmentumot, amely olyan enzimaktivitast kodol,
amely novényi sejteket &s novényeket a fentebb emlitett
GS-gatlokkal szembeni inaktivalas utjan megvéd, a fen-
tiekben kifejtett, elényds fragmentumokkal egyenérté-
kiinek kell tekinteni. Ez kiilonosen érvényes barmely
DNS-fragmentumra, amely baktériumtorzsek, kiilono-
sen antibiotikum-termeld torzsek genomjdban 1évé
DNS-k genetikai sziirgvizsgalatabdl szarmazik, és valo-
sziniileg olyan géneket tartalmaz, amelyek — bar szerke-
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zetileg kiilénbéznek — a bialaphos vagy PPT vonatkoza-
saban hasonlé aktivitast kddolnak; s6t olyanokra is, me-
lyek mas GS-gatlok vonatkozasaban kodolnak hasonld
aktivitast. Ez érvényes tovabba mas, valamilyen PPT-
szarmazékot termel6 torzsek barmely génjére is. Nyil-
vanvalo tehat, hogy a ,bialaphos-rezisztencia-DNS” és
..bialaphos-rezisztencia-enzim™ kifejezések, amelyeket
rovidség és célszerliség okabol hasznalunk az alabbiak-
ban, nemcsak azokra a DNS-ekre és enzimekre vonat-
koznak, amelyek specifikusak a PPT vagy kozvetlen
kozeli rokonai elleni rezisztencia szempontjabol, hanem
ltalanosabban mas olyan DNS-ekre és enzimekre is
vonatkoznak, amelyek azonos koriilmények kdzotta GS-
gitlok hatdsat novényekben inaktivalni képesek.

A taldlmdny tovabba olyan DNS-rekombinansokra is
vonatkozik, amelyek a fentickben definialt bialaphos-re-
zisztencia-DNS fragmentumokat heterolég DNS-val re-
kombinaltva tartalmazzak tigy, hogy a heterolég DNS
szabélyz6 elemeket tartalmaz, és a bialaphos-reziszten-
cia-DNS e szabalyzo elemeknek a kontrollja alatt all
olyan mddon, hogy az ezen szabalyzé elemekkel ssze-
egyeztethetd, idegen sejtkdrnyezetben kifejezddésre ké-
pes. Kiilondsen lényeges, hogy a fentebb emlitett biala-
phos-rezisztencia-DNS fragmentumok, amelyek a DNS-
rekombinansokban jelen vannak, nem tartalmaznak
olyan DNS-szakaszt, amely a bialaphos bioszintézisében
részt vesz, ha a bialaphos-rezisztencia-DNS fragmentum
bialaphost termeld torzsb6l szarmazik.

A, heterolég DNS” megfogalmazas azt jelenti, hogy
a DNS mas eredetii, mint a bialaphos-rezisztencia DNS,
példaul nem a Streptomyces hygroscopicus-bdl vagy
Streptomyces viridochromogenes-b6l ered, vagy még
elénydsebben a Streptomyces-DNS-t61 eltérd. A fentebb
emlitett szabalyzo elemek olyan szerkezeti egységek,
amelyek képesek az idegen kormyezetben a DNS-szek-
vencidk atirdsanak (transzkripcidjanak) és leforditasa-
nak a szabalyzasara. ,,Cellularis” megjeldlés mind mik-
roorganizmusokra, mind sejttenyészetekre vonatkozik.

A heterolog DNS lehet baktérium-eredetti DNS, kii-
lonosen akkor, ha nagyobb mennyiségli rekombinans
DNS eldéllitasa sziikséges, példaul amplifikacié céljara.
Ebben a vonatkozéasban egy elony6s heterolog DNS az
E. coli DNS vagy az E. coli DNS-val 6sszeegyeztethetd
DNS. Ez a DNS lchet azonos eredetli az illetd sejtek
DNS-ével vagy egyéb DNS, példaul virusbdl szarmaz6
vagy plazmid-DNS, amelyekr6l ismeretes, hogy a meg-
feleld sejtekben replikaciora képesek.

Az elényds rekombinans DNS a novényi sejtekkel
osszeegyeztethetd heterolog DNS-t, kiilonosen Ti-plaz-
mid DNS-t tartalmaz.

Kiilongsen elénydsek azok a rekombinansok, ame-
lyek GS-gatld anyagokat inaktivalé DNS-t tartalmaznak
a novényi sejtek altal felismerheté promoter anyag sza-
balyzésa alatt, kiiléndsen azon névényi sejtek vonatko-
zé4saban, amelyekre a GS-gatlok inaktivalasi képességét
atvinni kivanjuk.

A taldlmany szerinti elényos rekombinansok tovabba
modositott vektorok, kiloénésen plazmidok, amelyek a
GS-gatlokat inaktivalo DNS-t a szabalyzo egységek,
kiilondsen a promoter elemek szempontjabol olyan hely-
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zetben tartalmazzak, hogy lehetdvé teszik a GS-gatlokat
inaktivaldo DNS atirasat és leforditasat (transzkirpciojat
sejtkornyezetbe. Elonydsek azok a vektorok, amelyek
stabilan beépiteni képesek a GS-gatlo anyagokat inakti-
valo DNS-t idegen sejtekbe, kiilondsen azok genomja-
ban tartalmazott DNS-ba. Elonyosek az olyan, modosi-
tott vektorok, amelyek lehetévé teszik a novényi sejtek
stabil 4talakulasat, és a megfelel sejteket GS-gatlokat
inaktivald képességgel ruhazzak fel.

Amint a késobbiekben leirjuk, tgy latszik, hogy a
Streptomyces hygroscopicus torzs bialaphos-reziszten-
cia génjének az inditd kodonja egy GTG kodon; az
elényds rekombinans DNS-ben vagy vektorokban azon-
ban a bialaphos-rezisztencia gént médositjuk ugy, hogy
egy ATG indit6 kodonnal helyettesitjiik a GTG indit
kodont; ezaz ATG teszi lehet6vé a leforditas megkezdé-
sét a novényi sejtekben.

Azalabbikovetkez példaban az alkalmazott ndvényi
promoter-szekvencia 35 S kelvirag-mozaikvirus promo-
hogy a tapasztalt szakember mas novényi promoter-
anyagokat is ki tud vélasztani, ha ezek az illetd névény-
fajtak szempontjabdl alkalmasabbak.

A talalmany egy masik elényds megvalositasi médja
szerint — kiilonosen akkor, ha kivanatos a bialaphos-re-
zisztencia-DNS dltal kédolt enzim atvitele a kloroplasz-
tokba — a heterolog DNS-fragmentumot olyan génbe
vagy DNS-fragmentumba épitjiik, amely egy tranzit-
-peptidet kodol, és ezt kévetden ezt a fragmentumot a
(GS-gatld anyagokat inaktivalo gén és a valasztott ndvé-
nyi promoter kozé épitjiik be.

Az emlitett kémiai egységek és szerkezetek felépité-
sére alkalmas mddszerek vonatkozasaban a kovetkezd,
tudomanyos kézleményekre hivatkozunk: Nature 313,
358 (1985); Embo. J. 4, 401, 25.

Emlékeztetiink tovabba arra, hogy a ,tranzit-pepti-
den” olyan polipeptid-fragmentumot értiink, amely alta-
laban egy kloroplaszt-fehérjéhez vagy kloroplaszt-fe-
hérje alegységekhez kapcsolodik egy olyan prekurzor-
fehérjében, amelyet a névényi sejt mag-DNS-¢ kodol.
A tranzit-peptid azutan levalik a kloroplaszt-fehérjérol,
vagy proteolitikus Uton lehasad a fehérjének a kloro-
plasztra vald dthelyez6dése soran. Alkalmas tranzit-pep-
tidek példaul a kisméretii ribuléz-1,5-bifoszfat-karboxi-
laz alegységgel kapcsolt tranzit-peptidek vagy klorofil
a/b-vel kapcsolddo kotofehérjék.

A fentiek alapjan adva vannak azok a DNS-fragmen-
tumok és DNS-rekombinansok, amelyek az aldbbiakban
részletezett eljaras soran alkalmazhatok.

Kozelebbrél, a taldlmany olyan eljarasra vonatkozik,
amelynek segitségével teljes altalanossdgban névénye-
ket, valamint ezeknek a novényeknek reprodukcios
anyagat allitjuk el6 heterolog genetikai anyaggal, amely
stabilisan integralddik, és képes az adott névényekben
vagy reprodukciés anyagban valé kifejezddésre olyan
fehérje alakjaban, amely a GS-gatlok hatasat inaktivalni
vagy kozombositeni képes. Az eljaras abban all, hogy
nem bioldgiai lépésekben névényi sejteket vagy névényi
szovetet allitunk el6, amely olyan heterolog genetikai
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anyagot foglal magaban a kiindulé ndvényi sejtekbdl
vagy novényi szovetbol, amelyek nem képesek a gatlo
vagy kozombositd aktivitas kifejezésére, majd a nové-
nyeket vagy a novények reprodukcids anyagat vagy
mindkettdt a névényi sejtekbdl vagy névényi szovetbdl
a genetikai anyaggal egyiitt regenerdljuk, és adott eset-
ben a ndvényeket vagy a reprodukcids anyagot vagy
mindkettot bioldgiai Gton replikédljuk; ennek soran a
novényi sejtek vagy névényi szovet — beleértve a hete-
rolog genetikai anyagot is — el6allitdsdnak nem biologi-
ai lépései abban allnak, hogy a kiindulé névényi sejteket
vagy ndvényl szovetet olyan DNS-rekombinanssal
transzformaljuk, amely tartalmazza a fehérjét kddolod
nukleotid-szekvenciat, valamint a szabalyzo egységeket,
kozottiik azokat is, amelyek lehetévé teszik a nukleotid
szekvencia kifejez6dését a novényi sejtekben vagy nové-
nyi szovetben, és a nukleotid-szekvencia stabilis integra-
l6dasat a névényi sejtekbe és szdvetbe, valamint azokba
a novényekbe ¢és reprodukcids anyagba, amelyeket az
eldbbiekbd! tobb generacion at létrehozunk.

A taldlmany vonatkozik tovabba bialaphos-reziszten-
cia-DNS-t tartalmazo sejttenyészetekre, vagy még alta-
lanosabban GS-gdtlo anyagokat inaktivalé DNs-re,
amely sejttenyészetek sajatsaga, hogy GS-gatl6 anyagot
tartalmazd készitménnyel szemben rezisztensek, ha
olyan taptalajon tenyésztjiik, amely egy ilyen készit-
ményt a nem transzformalt sejtek elpusztitdsara képes
mennyiségben tartalmaz.

Még kozelebbrdl, a talalmany olyan névényi sejtekre
vagy sejttenyészetekre vonatkozik, amelyekben a biala-
phos-rezisztencia-DNS stabilisan integralédott, és meg
is marad a névényi sejtek egymast kévetd nemzedékein
at. Ilyen értelemben a GS-gatldé anyagokkal szemben
mutatott rezisztencia, kozelebbrdl a bialaphos-val vagy
PPT-vel szemben mutatott ellenall6 képesség ugy tekint-
hetd, mint a talalmany szerinti névényi sejtek jellemzé-
sének modszere.

Adott esetben hibridizalasi kisérleteket végezhetiink
a novényi sejtekbdl nyert genominalis-DNS és egy GS-
gatlo anyagokat inaktivalé DNS-szekvenciat tartalmazo
minta segitségével.

Altalanosabb formaban a talalmany olyan névényi
sejtekre, reprodukcidés anyagra, kiiléndsen magvakra,
valamint novényekre vonatkozik, amelyek genomialis-
DNS-cikben stabilisan beépitett, idegen vagy heterolog
DNS-fragmentumot tartalmaznak, és ez a fragmentum a
novényi sejtek, reprodukcids anyag, magvak és nové-
nyek nemzedékein 4t megmarad; ahol a DNS-fragmen-
tum olyan fehérjét kodol, amely a fajtajara nézve nem
specifikus enzimaktivitast hoz létre, amely képes GS-
gatlo anyagok — kiilonosen bialaphos és PPT — inaktiva-
lasdra vagy kozémbositésére, kiilondsen egy megfeleld,
fajtara nézve nem specifikus GS-gatlé anyagokkal szem-
beni rezisztencia-fenotipus biztositasara a névényi sej-
tekben, reprodukcids anyagban, magvakban és nové-
nyekben.

A | fajtdra nézve nem specifikus” kifejezésen olyan
enzimaktivitast vagy fenotipust értiink, amely arra a
tényre utal, hogy ezek nem jellemzdk specifikus névényi
génekre vagy fajokra, amint ez az alabbi, nem korlatozo
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jellegii példakbol ki fog tiinni. Ezek a névényi anyagok-
ban lényegében nem biologiai folyamatok tjan jonnek
Iétre, €s olyan névényekre alkalmazhatok, amelyek egy-
massal rokonsagban nem allé fajokhoz tartoznak; a kife-
jezés tovabba arra utal, hogy a névényi anyagba hete-
rolog DNS, példiul baktérium-eredetii DNS vagy kémiai
uton szintetizalt DNS épiil be, amely normalis kériilmé-
nyek kozott a novényi anyagban nem fordul eld, vagy
normalis kortilmények kozott, természetes terméfolya-
matok soran abba nem épiil be, és azoknak koz6s feno-
tipust (példaul a herbicidekkel szemben mutatott rezisz-
tenciat) kolcsonoz.

A taldlmany kiilonés elénnyel alkalmazhatd olyan
eljarasokban, amelyek soran szabadfoldén termesztett
novényfajokat gyomok ellen kivinunk megvédeni, s
amidon a teriiletet valamilyen herbiciddel — példaul bia-
laphos-szal vagy PPT-vel —a gyomok irtdsara megfeleld
dézisban kezeliink, s aminek soran a termesztett novény-
faj genomjaban olyan DNS-fragmentumot tartalmaz,
amely egy fehérjét kodol, és ennek a fehérjének az
enzimaktivitasa képes a GS-gatlé anyag k6zombositésé-
re vagy inaktivalasara.

Csupan példaként megemlitjiik, hogy egy ilyen elja-
ras sordn hatasos adagként kortlbeliil 0,4 kg/hektartdl
koriilbeliil 1,6 kg/hektarig terjedé mennyiségben alkal-
mazzuk a bialaphos-t vagy PPT-t.

Az alabbiakban leirjuk a fentickben emlitett, elényos
DNS-fragmentum izolalasat abbol a Streptomyces hyg-
roscopicus torzsbél kiindulva, amely az,,American Type
Culture Collection” gytjteményben ATCC 21,705 sor-
szam alatt van elhelyezve.

Az alabbi leirasban olyan médszertadunk meg, amely
mas, PPT-egységet tartalmazd vegyiileteket termeld tér-
zsekre is alkalmazhato.

A kovetkezokben leirjuk tovabba egy olyan elényds
DNS-fragmentum beépitését, amely a transzformalt sej-
tek szamara a bialaphos-t és PPT-t inaktivalé hatést
biztosit. Az alabbiakban a bialaphos-t inaktivald DNS-
fragmentumot bialaphos-rezisztencia génnek vagy ,,sfr”
génnek nevezzik; ezt a fentiekben leirt eljarassal plazmi-
dokban izolaltuk, amelyek felhasznélhatok névényi sej-
tek transzformalasara, és rezisztencia biztositasara biala-
phos-szal szemben. Ezt az eljarast csupan nem korlatozo
példaként kozoljik.

A csatolt rajzok magyarazata a kovetkez6:

— Az 1. dbra olyan plazmid restrikcids térképe, amely
a bialaphos-rezisztenciat koédoloé Streptomyces hygro-
scopicus DNS-fragmentumot tartalmazza; ezt a plaz-
midot — amelyet az alabbiakban pBG jelzéssel rovidi-
tiink, a késdbbiekben leirt mddszer szerint hoztuk létre.

— A 2. abra a pBG;-bél nyert, kisebb méretili nukleo-
tid-szekvenciat mutat, amelyet egy masik plazmidba
(pBG39) szubklonoztunk, s amely a rezisztencia-gént
tartalmazza.

— A 3. dbra mutatja egy sorozat plazmid konstrukci-
ojat példaként; ezek a plazmidok lehet6vé teszik a meg-
feleld adaptaciot a bialaphos-rezisztencia gén, azaz , sfr”
gén beépitésére.

— A 4A dbra egy sorozat plazmid felépitését mutatja,
amely olyan alkalmas névényi promoter anyagokat tar-
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talmaz, amelyek lehetévé teszik a transzkripcié megkez-
dését s a szabalyozasuk hatdsa alatt a plazmidokba be-
épiilt idegen gén kifejez6dését.

— Az 5A ébra a 3. &bra szerint nyert plazmid nukleo-
tid-szekvenciajanak egy meghatdrozott fragmentumat
mutatja.

— Az 5B dbra egy bialaphos-rezisztencia gén elsd
kodonjanak a rekonstrukcidjat mutatja, amely pBG39-
bol nyert FokI/BgIII fragmentumbdl szdrmazik, lathaté
tovabbd egy ATG indit6 kodon behelyettesitése a termé-
szetes ,.efr” gén GTG inditd kodonjanak a helyére.

— Az 5C dbra mutatja a teljes ,,sft” gén rekonstrukei-
0jat, azaz az utols6 kodonokat, és beépiilését a 4A és 4B
dbrakban bemutatott plazmidba.

~ A 6A 4bra mutat egy kifejezé vektort, amely tartal-
mazza a ndvényi sejt-promoter szabalyz6 hatdsa alatt
elhelyezkedt ,,sfr” gént.

— A 6B dbra egy masik kifejezd vektort mutat, amely
a 6A 4bran bemutatott egyik vektorbdl szarmazik néhany
nukleotid cseréjével.

— A 7. abra mutatja a plazmidoknak egy sorozatat,
amikor végiil olyan plazmidokat éllitunk el8, amelyek egy
meghatarozott névényi gén promoter-szakaszat és tranzit-
peptid szekvencidjat tartalmazza az ,,sfr”” gén beépitésének
szamara a promoter-szakasz szabalyzo hatasa alatt, és mu-
tatja az tranzit peptid szekvencia leszallo agat.

— A 8. dbra egy masik bialaphos-rezisztencia gént
tartalmazé pJS1 plazmid restrikcids térképét mutatja.

— A 9. dbra a rezisztencia gént tartalmaz¢ ,,sfrsv” gén
nukleotid szekvencidjat mutatja.

— A 10. bra az ,sfrsv” és ,,sft” gén aminosav-homo-

~ A 11. dbra példaként bemutatja egy plazmid felépi-
tését, amely az ,sfrsv” gént tartalmazza, és alkalmas
novényi sejtek transzformalasara.

A 12-15. abrakat a leiras 29., 37-38. oldalain ismer-
tetjik.

Az alabbi kisérletet végeztiikk bialaphos-rezisztencia
gén S. Hygroscopicus-bol valo izoldlasa céljabdl Strep-
tomyces klonozasara standard eljaras szerint.

A kisérletek soran alkalmazott ismert géntechnoldgiai
miveletek leirasa, valamint az itt kzelebbrdl nem spe-
cifikalt, ismert tapkozegek, reagensek stb. dsszetétele
példaul az alabbi irodalmi helyen talalhat6: Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Laboratory,
1982.

S. lividans kivonatokbdl szarmazd, dsszekapcsolt at-
iro-lefordité rendszer in vitro alkalmazasaval (J. Bac-
teriol. 7982, 678) kimutattuk, hogy a pBG39 (DSM
3607, 1985) plazmidban 1év6 1,65 kb PstI-BamHI frag-
mentum irdnyitja a 22 kD fehérje szintézisét. Az alabbi-
akban ez az 1,65 kb inszertum magaban foglal egy olyan
fragmentumot, amely a 22 kD fehérjét kodolja, s ezt ,,sfr”
génnek nevezziik.

A gén részletes térképezése és a szekvencia

megadllapitdsa

625 bp Sau3A fragmentumot pBG39 plazmidbél
(DSM 3607) pUC19 plazmid BamHI helyére szubkl6-
noztunk: ezéltal még biztositani tudtuk az E. coli W3110
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befogad6 szamara a bialaphoz-rezisztenciat. Az orientacié-
nak megfeleléen a pBG93 és pBG94 klonokat kaptuk.

Az Sau3A fragmentumban 1évé gén orientacidjat
olyan kisérletekkel timasztottuk ald, amelyek megmu-
tattdk, hogy a bialaphos-rezisztencia IPTG-vel indukal-
haté a pUC19 promoterrél a pBG93 plazmidban 0,5 mM
IPTG jelenlétében a pPBG93/W3110 rezisztencidja biala-
phos-t tartalmazé M9 kézegben 5 pg/ml-roél 50 pg/ml-re
novekedett. A W3110 gazdaszervezet a pBG93 hianya-
ban 5 pg/ml bialaphos-t tartalmazé M9 kézegben nem
szaporodott. Ezek a kisérletek igazolték, hogy a Sau3A
fragmentum az aktivitas elvesztése nélkiil szubklonoz-
hat6; tovabba ramutattak a megfeleld orientaciéra, amint
ezta 2. dbraban illusztraltuk. Az ezen kl6nok dltal kodolt
fehérjét 6sszekapcsolt atird-leforditd rendszerek segitsé-
gével detektaltuk, amelyek S. lividans kivonataibél szar-
maztak [Mol. Gen. Genet. 7195, 39 (1984)]. A Sau3A
fragmentum orientaci6jatdl figgden kiillonbdzd méretii
transzlacids (leforditasi) termékeket figyeltink meg,
amelyek: 22 kD a pBG94 esetében és +28 kD a pBG93
esetében. Ez a megfigyelés arra utalt, hogy a Sau3A
fragmentum nem tartalmazza a teljes rezisztencia-gént,
¢s olyan fuzios fehérje képz6dott, amely a pUC19 szek-
vencia leforditasabol ered6 polipeptid-szekvenciat tar-
talmazott.

Abbdl a célbol, hogy ebbdl a fehérjébsl nagyobb
mennyiséget kapjunk, a pPBG1-b6l szarmazo 1,7 kb Pstl
fragmentumot a nagy expresszioképességii plJ385
Streptomycetes replikon PstI helyére klénoztuk. Az igy
kapott pBG20 plazmidot hasznaltuk fel az S. hygrosco-
picus (ATCC 21703) transzformaldsara. Az ezen plaz-
midot tartalmazé transzformansok PPT-acetilez6 aktivi-
tasa tobb mint 6tszords volt, és natrium-dodecil-szulfa-
tos géleken nagyobb mennyiségii 22 kD fehérjét tartal-
maztak. Tovabba, mind az acetil-transzferdz enzim,
mind a 22 kD fehérje megjelent, amidoén a bialaphos
termelédése megkezd6dott. Az in vitro adatok korrela-
cidja, a szintézis kinetikdja és a pBG20 transzforman-
sokkal kapcsolatos amplifikélt kifejezddés arra enged
kovetkeztetni, hogy ez a 22 kD a géntermék.

Meghataroztuk a 625 bp Sau3A fragmentum teljes
nukleotid-szekvenciajat, valamint az oldalt elhelyezke-
d6 szekvenciakat is. Szamitogépes elemzés az Sau3A
fragmentum teljes hosszaban nyitott leolvasasi keret je-
lenlétét mutatta ki.

Az, sfr” géntermek jellemzése

Kisérletsorozatot végeztiink annak meghatarozasara,
hogy az ,,sfr” gén nyitott leolvasasi kerete felels-¢ a
bialaphos-rezisztencia enzim kédolasaért. A reziszten-
cia-gén 5'-végének megallapitisa céljabol meghataroz-
tuk az enzim NHj-termindlisanak a szekvencijat.
E szekvencia megéllapitdsa soran J. Vandekerckhove
modszerét alkalmaztuk [Eur. J. Bioc. 152, 9 (1985)].

Az idézetben ismertetett eljaras lehet6vé teszi a Poly-
brene® markanévvel forgalomba hozott polikvaterner
aminnal bevont iivegrost-lapokon torténdé immobiliza-
last olyan fehérjék és nukleinsavak esetében, amelyeket
eldzoleg poliakrilamid-gélt tartalmazo natrium-dodecil-
-szulfaton kiilonitettiink el. Az atvitelt 1ényegében gy
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végeztiik, mint nitro-cellul6z-membranokon rogzitett fe-
hérje esetében [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 4350
(1979)]. Ez lehetévé tette az immobilizalt fehérjék
aminosavosszetételének és részleges szekvenciajanak a
megdllapitasit. A lemeznek azt a részét, amely az S.
hygroscopicus pBG20 altal termelt immobilizalt 22 kD
fehérjét hordozta, kivagtuk, és a lemezt gazfazisa szek-
venator reakciokamréjaba helyeztiik, hogy az Edman-fé-
le lebonto eljarast elvégezhessiik az iivegroston megks-
tott 22 kD fehérjével. Ennek eredményeként az alabbi
aminosav-szekvenciat kaptuk: Pro-Glu-Arg-Arg-Pro-
-Ala-Asp-Ile-Arg-ARg.

Ez a szekvencia Osszeegyeztethet$ volt egy olyan
aminosav-szekvenciaval, amelyet a 625 bp Sau3A frag-
mentum nyitott leolvasasi keretéb6l vezettiink le; meg-
felelt a 3. kodon-t6l a 12. kodonig terjedd szakasznak.

Igy beigazolodott, hogy a 22 kD fehérje NH,-termi-
nalisa a szekvencia felszallo végén helyezkedik el. Meg-
allapitottuk, hogy a szdban forgé fehérje leforditasa va-
l6szintileg a GTG indité kodonnal 2 aminosavval elébb
indult el. A GTG-t gyakran alkalmazzak indit6 kédon-
ként a Streptomyces-ben, és leforditdsa metioninként
torténik. A GTG indité kodonrél leforditott fehérje 183
aminosav hosszusagu, és molekulatdmege 20550. Ez j6
egyezést mutatott a megfigyelt, megkozelité 22000 mo-
lekulatémeggel.

Tovabbd, a befejezé (zar6) TGA kodon a Sau3A
helytdl szamitva lefelé helyezkedett el. Ha a 625 bp
Sau3A fragmentumot BamHI-val emésztett pUC19-ben
klénoztuk, akkor a zar6 kodon rekonstrukcidja nem ko-
vetkezett be. Ezzel megmagyarazhattuk azokat a fuzios
fehérjéket, amelyeket az in vitro kisérletekben végzett
atiro-leforditd elemzés soran megfigyeltiink.

A PPT-rezisztencia mechanizmusa

Miutan definidltuk a rezisztencia-gén és géntermékének
els6 fenotipusat és néhany fizikai jellemzojét, kisérletsoro-
zatot végeztiink a rezisztencia kifejlédése mechanizmusa-
nak a felderitésére. Fentebb leirtuk, hogy a PPT a bialaphos-
nak olyan része, amely a GS-enzimet gatolja, és megallapi-
tottuk, hogy az N-acetil-PPT nem idéz el6 gatlast. Standard
vizsgalat segitségével (,Methods of Enzymology”, V.
XLIIL kot. 737. old. 1982.) kimutattuk, hogy az S. hygro-
scopicus ATCC 21 705 leszarmazottai olyan PPT-acetil-
-transzferdz enzimet tartalmaznak, amelyet az S. lividans-
ban nem talaltunk. Ez az enzim a bialaphos-tripeptidet nem
acetilezte. A pBG20-ban vagy pBG16-ban (itt arr6l a plaz-
midrol van sz6, amely egy masik pIJ680 Streptomycetes
vektorban klénozott 625 bp Sau3A fragmentumot tartal-
maz) kldnozott rezisztencia-gént hordozd S. lividans is
tartalmazta azt az enzimet, amely képes volt a PPT ace-
tilezésére, de nem acetilezte a bialaphos-t.

A pBG20/S. lividans kivonatai altal termelt PPT-re-
akcidterméket elkiilnitettiik annak igazolaséra, hogy az
valoban acetil-PPT. A tomegspektroszkdpias elemzés
megmutatta, hogy a termék molekulatémege éppen egy
acetilcsoporttal nagyobb, mint a PPT molekulatémege.
Ebbol azt kovetkeztettiik, hogy a 625 bp Sau3 A fragmen-
tum olyan szekvencidkat tartalmaz, amelyek a PPT-ace-
til-transzferaz enzim kodolasaért felelések.
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E kisérleteink végrehajtasa soran az alabbi kériilmé-
nyeket és reagenseket alkalmaztuk.

Az alkalmazott kozegek és pufferelegyek eléallitdsa

és dsszetétele

1) P kézeg: 10,3 g szachardz, 0,025 g K,S0;, 0,203 g
MgCl,.6H,0 ¢és 0,2 ml nyomelemeket tartalmazo oldat
80 ml desztillalt vizzel késziilt elegyét autoklavoztuk, majd
sorrendben hozzaadtunk 1 ml 0,5%-0s KH,PO, oldatot,
10 ml 3,68%-0s CaCl,.2H,0 oldatot és 10 m1 0,25 molos,
7,2 pH értékli TES-pufferoldatot. A nyomelem-oldat lite-
renként a kdvetkezé komponenseket tartalmazta: 40 mg
ZnCl,, 200 mg FeCl;.6H,O, 10 mg CuCl,.2H,0, 10 mg
MnCl,4H,0, 10 mg Na,B,0,.10H,0 és 10 mg
(NH4)6M0707_4.4H20.

2) R2YE taptalaj: 10,3 g szacharoz, 0,025 g K,SO0,,
1,012 g MgCl,.6H,0, 1 g glukodz, 0,01 g Difco Kas-
aminosav és 2,2 g Difco-agar 80 ml desztillalt vizzel
késziilt elegyét autoklavoztuk, majd hozzatettiink 0,2 ml
nyomelemoldatot, I ml 0,5%-0os KH,PO, oldatot,
8,02 ml 3,68%-0s CaCl,.2H,0 oldatot, 1,5 ml 20%-0s
L-prolin oldatot, 10 ml 0,25 mélos 7,2 pH-értékli TES-
puffert, 0,5 ml 1 mélos natronligoldatot és 5 ml 10%-os
¢élesztdkivonatot a fenti sorrendben.

3) TE elegy: 10 mM TRIS HCl, | mM EDTA (pH
8,0).

4) YEME elegy: 0,3% Difco-élesztékivonat, 0,5%
Difco-pepton, 0,3% oxoid malatakivonat és 1% glu-
koz.

Az S. lividans protoplasztok transzformdcidja

1.25 ml YEME elegyet, 34% szachar6zt, 0,005 mélos
MgCl, oldatot és 0,5% glicint tartalmazd tenyészetet 250
ml térfogati lombikban 30-36 6ran 4t centrifugaltunk.

2. Az igy kapott pelletet 10,3%-0s szachardzoldatban
szuszpendaltuk, és centrifugaltuk, majd ezt a mosastmég
egyszer ismételtiik.

3. A micéliumot 4 ml lizozimoldatban szuszpendal-
tuk (1 mg/ml olyan P kézegben, amelyben a CaCl, és
MgCl; koncentracigjat 0,0025 molra csokkentettiik),
majd 30 °C-on 15-60 percig inkubéltuk.

4. Az oldatot 5 ml-es pipettaval haromszor felszivva
Osszekevertiik, és tovabbi 15 percig inkubaltuk.

5. 5 ml P kozeget adtunk hozza, és a 4. 1épés szerint
pipettizassal osszekevertiik.

6. Az oldatot vattdn sziirtik, és a protoplasztokat
800xG sebességgel 7 percig centrifugalva enyhén iilepi-
tettiik.

7. A protoplasztokat 4 ml P k6zegben szuszpendaltuk,
¢és ismét centrifugaltuk.

8. A 7. 1épést megismételtiik, és a protoplasztokat a
feliiliiszd ledntése utan visszamaradt P kozegben szusz-
pendaltuk (transzformacio céljara).

9. DNS-t adtunk hozza 20 pul-TE-ben szuszpendalva.

10. 0,5 ml PEG 1000 oldatot (2,5 g PEG feloldva
7,5 ml 2,5%-0s szacchar6zoldat, 0,0014 K,SO4, 0,1 M
CaCl,, 0,05 M TRIS-maleinsav (pH 8,0) és nyomelemek
elegyében kozvetlentil hozzaadtunk, és egyszeri pipettd-
zassal osszekevertiik.

11. 60 mésodperc elteltével 5 ml P kézeget adtunk
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hozza, és a protoplasztokat enyhe centrifugalassal tilepi-
tettiik.

12. Az igy kapott pelletet 1 ml P kozegben szuszpen-
daltuk,

13.0,1 ml-t R2YE lemezekre adagoltunk (a transzfor-
mécio6 céljara a lemezeket friss tomegiik 85%-4ara szari-
tottuk, példaul egy lemezes aramlasu fiilkében).

14. Inkubalast végeztiink 30 °C hdmérsékleten.

A— Az, sfr” génkazetta megszerkesztése

,»sfr”” génkazettat szerkesztettiink, amely lehetévé tet-
te novényekben a kifejezd vektor kldnozasat.

Az sfr” génfragmentumot tartalmazé pBG39 plaz-
midbdl szarmazo 520 bp FokI-BglIl fragmentum (1. 2.
abra) elkiilonitése az elsé kodonok elvesztésével jart,
beleértve az indito kodont; tovabbé az utolsé kodonok
elvesztését idézte eld, beleértve a zard kodont (stop-
kodont).

Az sft” génkazetta szerkesztése érdekében pGSFR 1
plazmidot konstrudltunk a kovetkezd restrikcios frag-
mensek ligalasaval (1. 12. dbra).

— egy 520 bp FokI-BgllI fragmens, amely a pBG39
plazmidbdl izolalt sfr kédold szekvencia C-terminalis
felét tartalmazza,

— két komplementer szintetikus oligonukleotid, ame-
lyek 5'-“CATGAGCCCAGAAC-3'és
5-CGTCGTTCTGGGCT-3' szekvencidkat tartalmaz-
nak. A két oligonukleotid szekvencia dsszekapcsolasa-
val egy DNS fragmenst nyeriink, 5'-kinyl6 végekkel,
amelynek 5'-vége megfelel az Ncol hasitdsi helynek és a
3'-vége a FokI-helynek:

5'-CATGAGCCCAGAAC-3'
5'-TCGGGTCTTGCTGC-3'

—egy pLK56.2 plazmid vektor, amelyet a Botterman és
mtarsai altal leirt pLK vektorbdl szarmaztattunk (1. 32.
oldal) és amely Ncol és BglII helyeket tartalmaz6 polilinker
szakaszt hordoz. A plazmid vektor mindkét restrikcids
enzimmel végzett emésztésével 2,98 kb linearizalt vektort
nyeriink 5-kinytl6 BgllI és FokI végekkel.

A szintetikus fragmens és az sfr fragmens ligalasaval,
majd az egyesitett fragmens emésztett pLK56.2 vektorba
valo ligalasaval nyerjiik a pGSFR1 plazmidot, amely a
rekonstrualt sfr gént tartalmazza a pLK56.2 polilinker
szakaszba klénozva. A pGSFRI1 plazmidban 1évé sfr
génben egy ATG kodont GTG kodon helyettesit és a
stopkodont egy polilinker szakasz kéveti.

Az sfr” génhez kapcsolt oligonukleotidokat tartal-
mazo DNS-fragmentumot ezt kovetden megfeleld plaz-
midba épitettiik be (inszertaltuk) [PGSH150, (1. A4 &bra
és 33. oldal], amely meghatarozott nukleotid-szekvenci-
at tartalmazott; ez utobbi szekvenciat az alabbiakban
,-adapter” fragmentumnak nevezziik.

Az adapter fragmentum a kévetkezdket tartalmazia:

— egy TGA befejez6 (zard) kodont, amely lehetdvé
tette az ,,sfr”” gén utolsoé kodonjainak a reformalasat;

— megfeleld restrikcios helyeket, amelyek lehetévé
tették a részben szintetikus oligonukleotidokkal refor-
malt ,sfr” gént tartalmazé nukleotid-szekvencia frag-
mentum beépitésct (inszertaldsat); ez a beépitést intakt
,,sft”” gén rekonstrukcidjat eredményezte;
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— megfeleld restrikcios helyeket a teljes ,sfr” gén
izolalasara.

Ezutin az ,sfr” gént egy plazmidba inszertéltuk,
amely alkalmas novényi promoter szekvenciat tartalma-
zott (lasd 35. oldal). Ez a novényi promoter szekvencia
a kelvirdg-mozaikvirus promoter szekvencidja volt
(p35S). A taldlmany természetesen nem korlatozodik
ennek a kilonleges promoternek az alkalmazasara: no-
vényekben alkalmazhatd promoterekként mas szekven-
ciat is alkalmazhatok, példaul a TR 1'-2' promoter sza-
kasz, valamint a Rubisco (ribul6z-1,5-bifoszfat-karboxi-
laz) kis terjedelmii alegységbdl all6 génjének a promoter
fragmentuma, amely az Arabidopsis thaliana-bdl ered, s
amelyet az alabbiakban leirunk.

1° A plK56.21 plazmid felépitése (lasd a 3. abrat)

A pLK56.2 konstrualasa arra iranyult, hogy az alabbi
restrikcios helyeknek megfeleld szekvenciat tartalmazé
adaptert kapjunk: Smal, BamHI, Ncol, Kpnl, BgllI,
MIul, BamHI, HindIII és Xbal.

A felépitéshez alkalmazott kiindulé plazmidokat —
azaz a pLK56, pJB64 és pLK33 plazmidokat — eléz6leg
Botterman leirta (Doktori értekezés, Ghent-i Allami
Egyetem, 1986. februar).

Az aldbbiakban leirt DNS-fragmentumokat alacsony
olvadasponti agardzrdl izolaltuk, és elkiilonitettiik.

A pLK56 plazmidot BamHI és Ndel enzimekkel ha-
sitottuk. A pJB64 plazmidbdl kapott Ncol-Ndel frag-
mentumot (ez a rajzban ,,a” szaggatott vonallal van meg-
jelolve) a pLKS6 plazmidban a rajzon ,b”-vel jelzett
BamHI-Ndel fragmentum helyére vezettiik be. A ligalast
a BamHI és Ncol kiugroé végeinek E. coli DNS-poli-
meraz [ enzimmel (Klenow-fragmentum) val6 betoliés
utan tudtuk végrehajtani.

A T4 DNS-ligaz alkalmazasa soran kiilénés médon
recirkularizalas ment végbe, s igy az 4j pLK56.3 plaz-
midot kaptuk. E plazmidot Xbal és Pstl enzimekkel
hasitottuk.

A pLK33 (c) BamHI-Pstl fragmentumat (lasd a 3.
abrat) behelyettesitettiik a pLK56.3 (d) Xbal-Pstl frag-
mentumanak a helyére, miutdn a Klenow-fragmentum-
mal ismét helyreallitottuk a megfelelé végzddéseket.

A T4 DNS-ligazzal elért recirkularizalas utan a kapott
pLK56.2 plazmid olyan nukleotid-szekvenciat tartalma-
zott, amely magaban foglalta a sziikséges restrikcids
helyeket az ,,sfr” gén soron kovetkezd beépitésére.

2°a pGSHI150 plazmid felépitése (lasd a 4A abrat)

A legutobb leirt felépitéssel parhuzamosan olyan
plazmidot képeztiink, amely a novényi sejt polimerazai
szdmara felismerhetd promoter szekvencidkat tartalmaz-
tak, kozottiik a megfeleld restrikcios helyeket is az atiras
irdnyaban a promoter szekvenciatol lefelé; amely a rest-
rikcids helyek teszik lehetévé PGSFR1 plazmidbol kap-
haté ,.sfr”” gén alkalmazkodasan az emlitett novényi pro-
moter szabalyzo6 hatasa alatt.

A pGV825 plazmidot Deblaere és munkatérsai irtak
le [Nucl. Acid. Res. /3, 1477 (1985)]; a pJB63 plazmidot
Botterman ismertette (doktori értekezés, Ghent-i Allami
Egyetem; 1986. februar).

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

A pGV825 plazmidot Pvull alkalmazasdval linea-
rizéltuk, majd T4 DNS-ligazzal recirkularizaltuk, s igy
az (e) helyen jelzett belsd Pvull fragmentumot toroltitk
(pGV956 plazmid).

Ezutdn a pGV956 plazmidot BamHI és BgllI alkal-
mazésaval hasitottuk.

A BamHI-BglII (f) fragmentumot — amelyet pJB63
plazmidbél kaptunk — borjubél-foszfatizzal defoszfori-
leztiik, és a pGV956 BamHI-BglIl fragmentumanak a
helyére épitettiik be.

A pGV1500 plazmidot T4 DNS-ligézzal végrehajtott
recirkularizalas utan kaptuk.

A pGSHS50 plazmidbdl kapott egyik EcoRI-HindIII
fragmentumot tisztitottuk. Az utébbi plazmid egy Velten
¢és munkatarsai altal leirt Tr 1'-2' kettds promoter frag-
mentumot hordozott [EMBO J. 3, 2723 (1984)]. Ezt a
fragmentumot a pGV1500-ba inszertaltuk, amelyet Hpal
¢s HindIIl alkalmazasaval emésztettiik, és gy a
pGSH150 plazmidhoz jutottunk. Ez a plazmid tartalmaz-
ta egyrészt a T-DNS transzkriptum 7,3'-végz6désének
frontdlis promoter fragmentumat, mésrészt egy kléno-
zéasra alkalmas BamHI és Clal helyett.

A pGSJ260 plazmidbol (DSM 3606) kiinduldan né-
vényi sejtek soronkévetkezd transzformaélasa céljabol
kétféle plazmidot épitettiink fel:

— egy olyan plazmidot, amely lehetévé tette az ,,sfi”
gén kifejezodését nsvényi sejtek citoplazmajiban; és

— egy masik plazmidot, amelynek médositadsaval el-
érhettitk a bialaphos-rezisztencia enzimek transzportjat
(atvitelét) novényi sejtek kloroplasztjaiba.

Elsé eset:

Annak a plazmidnak a felépitése, amely lehetdvé teszi
az ,sfr” gén kifejezédését novényi sejtek citoplazmaja-
ban

Az, sfr” génkazetta klonozasa novényi kifejezd vek-
torban (pGSR2 vektor) (1asd az 5. dbrat)

A pLK56.2 adapter nukleotid-szekvencidjat az SA
abraban mutatjuk be. Lathaté a BamHI, Ncol és Bglll
restrikcids helyek elhelyezddése.

Ezt az adapter fragmentumot Ncol és Bglll enzimek-
kel hasitottuk.

Az 5B dbramutatja a pBG39-bol kapott (j) FokI-BglII
fragmentumot. A 2. dbra mutatja a két restrikcids hely
elhelyezkedését.

Szintetikus oligonukleotidok alkalmazasival meg-
valtoztatjuk az ,sfr” gén elsé kodonjait, kézelebbrol a
génnek az 5'-végzodését, ahol az ATG indité kodont
vittiik be a GTG indité kodon helyére (1asd 5B. dbra)

A szintetikus oligonukleotidokkal kiegészitett FokI-
BglllI fragmentummal a pLK56.2 plazmidban az adapter
Ncol-Bglll fragmentumat helyettesitettilk. gy tehat a
gén 3'-végzddését is megvaltoztattuk a T4 DNS-ligdzzal
végzettrecirkularizdlas utjan. Az igy kapott pGSR1 plaz-
mid az adapterjében inszertalt teljes ,,sfr” gént tartalmaz-
ta.

A pGSJ260 plazmidot BamHI alkalmazasaval meg-
nyitottuk (hasitottuk) (lasd az 5C abrat), és a pGSRI
plazmidbél kapott BamHI fragmentumot - amely a teljes
,»sfr” gént tartalmazta — a pGSJ260 plazmidba inszer-
taltuk.
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Az igy kapott pGSR2 plazmid (lasd a 6A abrat) a
pBR322 replikont — egy baktérium-eredetii streptomi-
cin-rezisztencia gént (SDM-SP-AD-transzferazt) — és
egy géntechnoldgiai iton kapott T-DNS-t tartalmazott,
amely az alabbiakbol allt:

— a T-DNS border szekvenciajabdl

— egy kiméra kanamicin génbdl, amely névényi sej-
tekben dominans, szelektalhaté markerként hasznalhato,
valamint

— egy kiméra , sfr” génbdl.

A kiméra ,,sfr” gén sszetétele az alabbi volt:

— a kelvirdg-mozaikvirus promoter szakasza (p358S),

—az 5. abraban leirt ,,sfr” génkazetta,

~a 3" le nem forditott szakasz, amely magéaban fog-
lalta a T-DNS 7. transzkriptum poliadenilez6 szignaljat.

A pGSR2 plazmidot Deblaere ¢s munkatarsai eljarasa
szerint  Agrobacterium  tumefaciens CS8CIRifR
(pGV2260, DSM 2799 plazmid) recipiensbe vezettiink
be (Nucl. Acid. Res., /3, 1477 (1985)).

E torzset alkalmaztuk a kiméra ,,sfr” gén N. tabacum
SR; novényekbe valo bevitelére.

A pGSR2-bdl szarmaztatva nyerjiik a pGSFR280 és
pGSFR281 plazmidokat, amelyek a kiindulasi plazmid-
t6l a transzkripciot inditd helyet kdvetd nem-transzlalt
szekvencidban kiilonboznek. A pGSR2 plazmidban e
fragmens szekvencidja a kovetkezo:
GAGGACACGCTGAAATCACCAGTCTCGGATCCATG

viszont a pGSR280 plazmidban az a szekvencia:
GAGGACACGCTGAAATCACCAGTCTCTCTACAAATCGATCCATG

¢és a pGSFR281 plazmidban:
GAGGACACGTGAAATCACCAGTCTCTCTACAAATCGATG

ATG kodonnal, amely az ,,sfr” gén indité kodonja.

A pGSR2 plazmidbél szarmaztatjuk a pGSFR160 és
pGSFR161 plazmidokat, amelyek a kiinduléasi plazmid-
tol abban kiilonboznek, hogy a 35S promoter szakasz
helyett a TR1'-2' promotert (1. Velten és mtarsai, EMBO
J.3,2723-2730, 1984) tartalmazzak. A pGSFR161 plaz-
midban az sfr gén ATG kodonja kozvetleniil TR1'-2'
promoterhez kapcsolddik, mig a pGSFR160 plazmidban
az ATG kodon elott még 4 bazispar (ATCC) van jelen.

A pGSFR160 és pGSFR280 plazmidokat, amelyek
T-DNS vektorok, eléallithatjuk példaul a pGSH160, ill.
pGSJ280 plazmidokbodl (1. Deblaere és mtarsai, Me-
thods in Enzymology, 153, 277-292, 1987, tovabba
barki szdmdra barmikor hozzaférhetok a Plant Genetic
System N.V. (PGS, J. Plateastraat 22, 9000 Ghent,
Belgium) cégnél, J. Bottermann termékfejlesztési me-
nedzser révén) kiindulva a kovetkez6képpen (1. még
15. ébra):

—pGSFR160 plazmidot ugy nyerjiik, hogy az sfr gént
hordozé pGSFR1 plazmid 600 bp BamHI fragmenség a
pGSH160 plazmid Clal helyére ligaljuk. A Clal és
BamHI helyeket Klenow DNS polimerazzal betoltjiik.
{gy nyerjiik a pTR2'-bar-3'g7 kiméra szerkezetet.

— a pGSFR280 plazmidot gy nyerjiik, hogy a
pGSFR1 plazmid 600 bp BamHI fragmensét a pGSJ280
plazmid Clal helyére ligaljuk. A Clal és BamHI helyeket
Klenow DNS polimerazzal betoltjik. fgy nyerjiik a
CaMV35S-bar-3'g7 szerkezetet. A pGSFRI161 és
pGSFR281 plazmidok pGSFR160, ill. pGSFR280 szar-
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10

mazékok, amelyekben a kiméra sfr gén 5'-nem transzlalt
vége 4 extra nukleotidot tartalmaz. Ezt apGSH160, ill.
pGSJ280 vektorokbol kiindulva a kovetkezéképpen
nyerjiik (1. 13. abra):

— a pGSHI160 és pGSJ280 vektorokat Clal-gyel
emésztjiik, Klenow DNS polimerazzal kezeljiikk, majd
ismételten BamHI-vel emésztjiik. Mindkét plazmid ese-
tében a Clal és a BamHI helyek kozvetleniil egymas utan
helyezkednek el és lefelé a promotortol;

— a sfr kédolé szekvenciat a pGSFRTC1 plazmidbél
nyerjiik mint Xbal-BamHI fragmenst. E fragmens Xbal
végét S1 nukledzzal kezeljiikk. A pGSFRTC! plazmidot
pGSFR1-bél szdrmazé sfr fragmens pLK plazmiba (Bot-
terman €s mtarsai, 1987) val6 szubklénozasaval nyerjiik,
amely pLK plazmidot Xbal és BamHI enzimekkel
emésztettlink és az Xbal végeket Klenow DNS polime-
razzal betoltéttiink (1. 14. abra). Az sfr gén szubkléno-
zasatakovetkez6képpen végeztiik: a pGSFR1 plazmidot
BamHI-gyel részlegesen emésztettiik, a 600 bp BAmHI
fragmenst T4 DNS polimerazzal (dTTP jelenlétében)
majd S1 nukledzzal kezeltiik. A ligalast a betoltott Xbal-
helyeken végeztiik.

Az 8sszes plazmidot Agrobacterium t. (pGV2260)-ba
vezettiik be, és igy a pGSFR1280, pGSFR1281,
pGSFR1160, illetve pGSFR1161 plazmidokhoz jutot-
tunk.

Masodik eset:

Olyan plazmid felépitése, amely az ,,sfr” gént azon
DNS-szekvenciatol leszalld iranyban tartalmazza, amely
a tranzit-peptidet kodolja, és alkalmas az ,,sfr” gén kife-
jezddési termékének nivényi sejtek kloroplasztjaiba va-
16 athelyezésére.

Kisérleteink egy masik sorozatdban a ,sfr” gént tar-
talmazé nukleotid-szekvenciat olyan DNS-szekvenciaba
kotottiik, amely a tranzit-peptidet kodolja, és ezaltal le-
hetdvé valt annak atvitele (transzportja) kloroplasztokba.

A fentebb leirt adapter fragmentumbdl az ,sfr” gén
Ncol-BamHI fragmentumat izolaltuk, és a tranzit-pep-
tiddel fuzidba vittiik. Szintetikus oligonukleotidokkal
rekonstrualtuk a teljes ,sfr” gént, és tranzit-peptiddel
fuzioba hoztuk.

Az alabb leirt pATS3 plazmid a Plant Genetic System
N.V. (PGS, J. Plateastraat 22, 9000 Ghent, Belgium)
cégnél barki szamara barmikor hozzaférheto, ill. besze-
rezhet6, J. Botterman termékfejlesztési menedzser ré-
vén. Megjegyezziik azonban, hogy a szakember szimara
nyilvénvald, hogy a pATS3 plazmid helyett mas, ismert
vagy ismert modon eldallithatd tranzit-peptidet kédold
nukleotid szekvenciat tartalmazo plazmid is alkalmazha-
to (lasd a leirds 15-16. oldala).

A pGSR4 plazmid felépitése, amely tartalmazza

a tranzit-peptidet kédolo DNS-szekvenciaval

Suzionalt ,sfr” gént (lasd a 7. abrat)

A pLK57 plazmidot Botterman fentebb idézett k6zle-
ménye szerint allitottuk elé. A pATS3 plazmid egy
pUCI19 klén, amely az Arabidopsis thaliana-bol szarma-
z6 2kb EcoRI genomalis DNS fragmenst tartalmazza,
amely a gén promoter szakaszat és a tranzit peptid nuk-
leotid szekvencidjat tartalmazza és amely gén kifejez6-
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dése aribuloz-bifoszfat-karboxilaz kisméretii alegysége,
ezt 1500 bp EcoRI-Sphl fragmensként izolaltuk. Az
Sphl hasitas pontosan azon a helyen kévetkezik be, ahol
az érett, kisméretli alegység-fehérjét kodolo szakasz kez-
dodik.

A pLKS57 és pATS3 plazmidokat EcoRI és Sphl al-
kalmazasival nyitottuk. A kapott 2,9 bp EcoRI-Sphl
fragmens T4 DNS-ligaz segitségével végzett recirkula-
rizalasa utdn rekombindns pLKAB]1 plazmidot - amely
a tranzit-peptidet (Tp) kodolo szekvenciat és annak pro-
moter szakaszat tartalmazta — kaptuk.

Abbdl a célbol, hogy a szignal-peptid hasitasi helyén
az,sfr” gént helyesen fuzionaljuk, elobb az N-terminalis
génszekvenciat modositottuk. Mivel azt figyeltiik meg,
hogy az,,sfr” gén N-terminélisan végzett fuzidk soran az
enzimaktivitds megmarad, a masodik kodont (AGC)
GAC-re modositottuk a kovetkezéképpen:

a) az FokI-BgllII fragmenst a pGSR1 plazmidbol el-
valasztottuk,

b) az ,,sfr” gént in vitro

5'-CATGGCCAGAACCCGCGTCTTGCTGC-3'

szintetikus oligonukleotiddel rekonstrualtuk, majd

c) a DNS fragmenst, amely az oligonukleotidet az
,»sfr” génhez kapcsolva tartalmazza Ncol és Bglll-vel
emésztett pLK56.2-be inszertaltuk.

fgy egy Ncol helyet kaptunk, amely atfedésben volt
az ATG indité hellyel. Igy a pGSFR2 1j plazmidhoz
jutottunk. Ez a pGSR1 plazmidt6l csupan ezzel a cseré-
vel kiilonbozik (lasd az SB. abrat).

A pGSFR2 plazmid sfr gént hordozé Ncol-BamHI
fragmensének Ncol-helyét a pATS3 tranzit-peptid Sphl
végével fuzidba vittiik a kovetkezéképpen:

—a pLK56.2 plazmidot Bglll-vel emésztettiik

—apATS3 plazmidbdl az ssu (small subunit kismé-
retil alegység) promotort a tranzit-peptiddel BgllI-
Sphl fragmens forméajaban izolaltuk. A Sphl-hely a
tranzit-peptid hasitasi helyénél helyezkedik el. A 3'-
kinyuld Sphl végeket Klenow DNS polimerazzal t6-
roltik.

— az sfr gént a pGSFR2 plazmidbél Ncol-BamHI
fragmens formajaba izolaltuk. Az Ncol hely 5'-kinyuléd
végét Klenow DNS-polimerazzal betsltottiik.

A Klenow fragmenssel kezelt vég ligalasaval rekonst-
rudltuk a Cys-Met szekvenciat ahogy az a tranzit peptidet
kodolé szekvencia természetes hasitasi helyén van.

Az, sfr” gén bevezetése egy mdsik novényfajba

Az aldbbiakban igazoltuk a névényekben a kiméra
gének kifejezésével indukalt bialaphos-rezisztenciat,
aminek sordn a kiméra géneket a megfelel vektorokkal
transzformaltuk. Az ,sfr” gént tartalmazd, rekombinans
plazmidokat kiilon-kiilén vezettiik be az Agrobacterium
torzsbe C58C1 Rif® (pGV2260) [DSM 2799] Deblaere
¢és munkatarsa médszerével [Nucl. Acid. Res. 13, 1477
(1986)]. igy hibrid Ti plazmidokat tartalmazé rekom-
binans torzsek alakultak ki. E torzseket alkalmaztuk kii-
onb6z6 névényfajok levéllemezeinek a fertGzésére és
transzformalasara, lényegében Horsh és munkatarsai
modszerével [Science 227 (1985)]. E kiilénb6z6 novény-
fajok transzformalasat példaként az alabbiakban irjuk le.
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1. A Nicotiana tabacum levéllemezének transzforma-
cidja
Az alabbi kozegeket (taptalajokat) alkalmaztuk:
Ay MS s6/2 +1% szaccharoz
0,8% agar
pH 5,7
+250 mg/l NH4NO3
750 mg/l CaCl,.2H,0
0,5 g/l 2-(N-morfolinil)-etdnszul-
fonsav (MES),
pH 5,7
30 g/l szachardz
+250 mg/l NH4NO;
0,5 g/ MES, pH 5,7
2% glukéz
0,8% agar
40 mg/1 adenin
+1 mg/1 6-(benzil-amino)purin
(BAP)
0,1 mg/l indol-3-ecetsav (IAA)
500 mg/1 Claforan antibiotikum
+250 mg/l NH4;NO;
0,5 g/l MES, pH 5,7
2% glukoz
0,8% agar
40 mg/l adenin
+1 mg/l BAP
200 mg/l Claforan antibiotikum
+3% szachar6z
0,5 MES g/1, pH 5,7
0,7% agar
200 mg/1 Clarofan antibiotikum
Baktérium-taptalaj=
= minimal A.

Ajo B5 kozeg

Ay BS kozeg

A; BS kozeg

A13 MS 56/2

(Miller 1972) 60 mM
K,HPO,.3H,0,
33 mM KH,PO,
7,5 mM (NH;),SO4
1,7 M trinatrium-citrat
I mM MgSOy
2 g/l glukoz
50 mg/l By vitamin.
— A ndvényi anyag:
Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1
A novényeket A; taptalajon végzett 6-8 hetes szub-
kulturazas utan alkalmaztuk.
— A fertdzés:

—a levelekrdl a kozépss erezetet és a szegélyt elta-
volitottuk;

—a megmaradé levélrészeket koriilbeliil 0,25 cm?
méretll szeletekre vagtuk, és az A g fert6zd ko-
zegbe helyeztiik (koriilbeliil 12 szeletet helyez-
tiink 10 ml Ay kozeget tartalmazo Petri-csészé-
be);

—ezutan a szeleteket minden egyes Petri-csészére
szdmitva 25 pl minimal A taptalajon szaporitott
Agrobacterium torzs kései logaritmikus fazisban
1évd tenyészetével fertoztik,

—ezutdn a Petri-csészéket csekély fényintenzitas
mellett 2-3 napon at inkubaltuk; majd

—2-3 nap elmiltaval a kozeget eltavolitottuk, és
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500 mg/I clarofan-t tartalmaz6 20 ml Ao kozeg- 0,6% agardz
gel véltottuk fel. +200 mg/l Clarofan
— Szelektalas €s a hajtas meginditasa 1 mg/] transz-zeatin
— a levéllemezeket szelektaloszert tartalmazé Aj, Cy BS kozeg +250 mg/l NH4NO;
taptalajra helyeztiik, amely 5 400 mg/l glutamin
100 mg/l kanamicint; és 0,5 g/t MES pH 5,7
110-100 mg/] foszfinotricint tartalmazott; 0,5 g/l PVP
—alevéllemezeket hetente friss kézegbe helyeztiik; 20 g/l mannitol
—3—4hét milvaregeneralodé kalluszok képzodtek; 20 g/l glukoz
ezeket elkilonitettilk, és olyan A, kézegbe he- 10 40 mg/l adenin
lyeztiik, amely a szelektaloszert a szelektalas so- 0,6% agaroz
rén alkalmazott koncentracioban alkalmazta. +1 mg/1 transz-zeatin
— Gyokereztetés 0,01 mg/] gibberellinsav A3 (GA3)
—2-3 hét elmultaval a kalluszokat hajtasok boritot- 100 mg/1 Clarofan
tdk, amelyeket elkiilonitettiink, és (szelektadlas 15 C;; MS s6/2 +6% szachardz
nélkil) A;; gyokereztetd kozegbe vittiink at; 0,7% agar
— 1-2 héten at végeztiik a gyokereztetést; majd Baktérium taptalaj=
— tovabbi néhany hét milva ezeketanévényeket A = minimal A: (Miller 1972) 60 mM

C, B5 kozeg

C, B5 kozeg

CsMS s6/2

C; B5 kozeg

Cs BS kozeg

kozegben neveltiik.
2. Solanum tuberosum (burgonya) gumdjanak a fer-

tozése

Az alabbi kozegeket (taptalajokat) alkalmaztuk:
+250 mg/l NH4NO;
300 mg/l Ca(H2P04)2
0,5 g/l MES, pH 5,7
0,5 g/l poli(vinil-pirrolidon) (PVP)
40 g/l mannit (=0,22 M)
0,8% agar

40 mg/1 adenin

+250 mg/l NH4NO;
400 mg/1 glutamin

0,5 g/l MES, pH 5,7
0,5 g/l PVP

40 g/l mannit

40 mg/1 adenin

0,8% agar

+0,5 mg/l transz-zeatin
0,1 mg/l TAA

500 mg/1 Clarofan
+3% szachar6z

0,7% agar

pH 5,7

+250 mg/l NH4NO;
400 mg/] glutamin

0,5 g/l MES, pH 5,7
0,5 g/l PVP

20 g/l mannit

20 g/1 glukoz

40 mg/l adenin

0,6% agar6z

+0,5 mg/] transz-zeatin
0,1 mg/l TAA

500 mg/1 Clarofan
+250 mg/l NH4NO;
400 mg/l glutamin

0,5 g/l MES pH 5,7
0,5 g/1PVP

20 g/l mannit

20 g/l glukoz

40 mg/1 adenin
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K,HPO;. 3H,0;
33 mM KH,POy;
7,5 mM (NHy4),S0q;
1,7 M trindtrium-citrat;
1 mM MgSQy;
2 g/l glukoz,
50 mg/l B, vitamin.
— A ndvényi anyag:
Solanum tuberosum cv. Berolina
cv. Désirée gumoi
— A fertdzés:

— A burgonyakat meghamoztuk, €s vizzel mostuk;

— ezutan tomény, kereskedelmi forgalombol besze-
rezhetd fehéritdoldattal 20 percit mostuk; majd

— 3-5 alkalommal steril vizzel 6blitettiik;

— a kiils6 réteget (1-1,5 cm) eltavolitottuk;

—akozéps6 részt koriilbeliil 1 cm? feliiletii, 2-3 mm
vastagsagl darabokra vagtuk;

— a darabokat C, kozegbe helyeztikk (4 darabot
egy-egy 9 cm atmérdjii Petri-csészébe);

—minden egyes Petri-csészére szamitva 10 plminimal
A taptalajon szaporitott Agrobacterium torzs kései
logaritmikus fazisban 1év6 tenyészetével fertdztiik;

— ezutdn inkubalast végeztiink csekély fényerdsség
mellett 2 napon at.

— Szelektalas és a hajtas meginditasa

— A gumédarabokat sziirpapiron megszaritottuk,
€s 100 mg/l kanamicint tartalmazé C, kézegbe
helyeztiik;

— 1 hénap elteltével a darabokrol a kis kalluszokat
eltavolitottuk, és 50 mg/1 kanamicint tartalmazé
C; kozegbe vittiik at;

— tovabbi néhany hét elmultaval a kalluszokat
50 mg/l kanamicint tartalmazé Cg kézegbe he-
lyeztiik at;

— amennyiben kis hajtdsok fejlédése indult meg,
akkor a kalluszokat 50 mg/l kanamicint tartalma-
26 Cg kozegbe helyeztiik at.

- Gyokereztetés

— A megnylt hajtasokat elkiilonitettiik, és C;y gyo-
kereztetd kozegbe vittiik at;

—a gyokereztetett hajtisokat Cs kdzegben neveltiik.



3. Lycopersicum esculentum (paradicsom) levélle-
mezének a fertézése
Az alabbi kozegeket (tdptalajokat) alkalmaztuk:

A, MS 56/2

B, B5 kozeg

B, B5 kozeg

B, B5 kozeg

BsBS5 kozeg

BsBS kozeg

Bs BS kozeg

+1% szukroz

0,8% agar

pH 5,7

+250 mg/l NH4;NO;
0,5 g/ MES pH 5,7
0,5 g/t PVP

300 mg/l Ca(H,POy),
2% glukoz

40 mg/l adenin

40 g/l mannit

+250 mg/l NH4NO;
0,5 g/IMES pH 5,7
0,5 g/l PVP

400 mg/1 glutamin
2% glukoéz

0,6% agaroz

40 mg/l adenin

40 mg/] mannit
+0,5 mg/l transz-zeatin
0,01 mg/11AA

500 mg/1 Clarofan
0,5 g/l MES pH 5,7
0,5 g/l PVP

400 mg/1 glutamin
2% glukéz

0,6% agardz

40 mg/l adenin

20 g/l mannit

+0,5 mg/l transz-zeatin
0,01 mg/l TAA

500 mg/1 clarofan
+250 mg/l NH4NO,
0,5 g/l MES pH 5,7
0,5 g/1 PVP

400 mg/] glutamin
2% glukoz

0,6% agaroz

40 mg/l adenin

10 g/l mannit

+0,5 mg/1 transz-zeatin
0,01 mg/11AA

500 mg/l Clarofan
+250 mg/l NH4NO;
0,5 g/I MES pH 5,7
0,5 g/t PVP

400 mg/1 glutamin
2% glukéz

0,6% agaroz

40 mg/l adenin

10 g/l mannit

+0,5 mg/l transz-zeatin
0,01 mg/l IAA

500 mg/1 Clarofan
+250 mg/l NH;NO;
0,5 g/l MES pH 5,7
0,5 g/l PVP
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B, BS kozeg

Bg MS s6/2

By BS kozeg

HU 213 580 B 2

400 mg/!l glutamin
2% glukoz

0,6% agaréz

40 mg/] adenin

+0,5 mg/] transz-zeatin
0,01 mg/lITAA

200 mg/1 Clarofan
+250 mg/l NH4NO;
0,5 g/l MES pH 5,7
0,5 g/l PVP

400 mg/l glutamin
2% glukoz

0,6% agardz

40 mg/l adenin

+1 mg/l transz-zeatin
200 mg/1 Clarofan
+2% szacchardz

0,5 g/l MES pH 5,7
0,7% agar

+250 mg/l NH4NO,
0,5 g/ MES, pH 5,7
0,5 g/l PVP

2% glukoz

0,6% agardz

40 mg/1 adenin

+1 mg/ | transz-zeatin
0,01 mg/l GA;

Baktérium-taptalaj=
=minimal A:

(Miller 1972) 60 mM
KzHP04. 3H20;

33 mM KH,POy;

7,5 mM (NH4)2504;
1,7 M trinatrium-citrat;
1 mM MgS8Qy;

2 g/l glukoz;

50 mg/l B, vitamin

— A névényi anyag:

Lycopersicum esculentum cv. Lucullus
A novényeket A taptalajon végzett 6 hetes szubkul-

turazas utan alkalmaztuk.

— A fertdzés:

— A kozéps6 erezetet a levelekrdl eltavolitottuk;

— a leveleket koriilbeliil 0,25—-1 cm? méreti szele-
tekre vigtuk (a levelek szélét nem sértettiik meg,
s igy a leveleknek legfeljebb 3 oldala sériilt meg);

— ezutén a szeleteket B fert6z6 kozegbe helyeztiik
(a fels6 oldaliakat lefelé forditva); egy-egy 9 cm
atmérojii Petri-csészébe 10 szeletet tettiink;

— ezutdn a szeleteket minden egyes Petri-csészére
szamitva 25 pl minimal A taptalajon szaporitott
Agrobacterium torzs kései logaritmikus fazisban
1évo tenyészetével fertdztik;

— a Petri-csészéket csekély fényerdsség mellett 2
napon 4t inkubaltuk; majd

—a kozeget 2 nap mulva eltavolitottuk, és 500 mg/1
clarofan-t tartalmazé B kézeggel valtottuk fel.

— Szelektalas és a hajtas meginditasa

— A levéllemezeket 50 vagy 100 mg/] kanamicint
tartalmazé B, kozegbe helyeztiik;

—akozeg ozmozisnyomasat minden 5 napban csok-
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kentettitk a mannit koncentracidjanak a csékken-
tésével 0gy, hogy a leveleket rendre a B, B4, Bs
majd B¢ kozegbe vittiik at;

—egy ho elmultaval a kalluszokat a merisztémaval
egylitt elkiilonitettiik a levéllemezektdl, és 50
vagy 100 mg/l kanamicint tartalmazé B, kozegbe
helyeztiik;

—mihelyt kis hajtasok alakultak ki, a kalluszokat By
noveld kozegbe vittik at, amely 50 vagy
100 mg/] kanamicint tartalmazott.

— A gyokereztetés

— A megnyult hajtasokat elkilénitettiik, és gyoke-
reztetés céljabol Bg kozegbe vittiik at;

—andvényeket A; kdzegben neveltiik.

A herbicid-rezisztencia vizsgalata meleghdzi

kisérletekben

Anyag és modszer

E kisérletiinkben két olyan herbicid készitményt al-
kalmaztunk, amelyek hatéanyagként foszfinotricint tar-
talmaztak.

Ezek a készitmények kereskedelmi forgalomban van-
nak Basta® és Meije Herbiace® markaneveken.

E készitményeket csapvizzel 2% koncentraciora higi-
tottuk, majd a permetezést 1 m? teriileten végeztiik.
A meleghazat dohany és paradicsom esetében 22 °C
hémérsékleten, burgonya esetében 10—15 °C hdmérsék-
leten tartottuk.

Eredmények

— Dohany vizsgalata permetezéssel

a) kiméra ,,sfr” génekkel — amelyek pGSFR1161 és
pGSFR1281 plazmidokban voltak jelent — transzformalt
Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1 nivényeket,
valamint 10—50 cm magassagn, kezeletlen kontrollnové-
nyeket 20 liter/hektir mennyiségben Basta® készit-
ménnyel kezeltiink. A kontroll SR1 névények 6 nap utan
elpusztultak, a transzformalt névények viszont a 20 li-
ter/hektar mennyiségben alkalmazott Basta® hatasaval
szemben teljesen ellenallok voltak, és névekvésiik nem
volt megkiilonboztethetd a kezeletlen névényektol.
Szemmel lathaté kdrosodast akkor sem figyeltiink meg,
ha a kezelést kéthetenként megismételtiik. A kezelésnek
a viragzasra sem volt hatasa (a Basta® herbicid készit-
mény mezogazdasagban javasolt adagja 2,5-7,5 li-
ter/hektar).

b) Ugyanilyen kisérletet végeztiink & liter/hektar
mennyiségben alkalmazott Meiji Herbiace® készit-
ménnyel. A transzformélt ndvények — ugyanazok, mint
az a) kisérletben — teljes mértékben rezisztensek voltak,
¢és novekvésitk nem volt megkiilonboztethetd a kezelet-
len novényektdl. Szemmel lathaté karosodast nem fi-
gyeltiink meg.

— Burgonya vizsgélata permetezéssel

Kiméra ,sfr”” génekkel — amelyek pGSFR1161 vagy
pGSFR 1281 plazmidokban voltak jelen — transzformalt
vagy nem transzformalt, 20 cm magassagu burgonyand-
vényeket (Solanum tuberosum c. Beriolina) 20 liter/hek-
tar mennyiségben Basta® készitménnyel kezeltiink.
A kontrollnévények hat nap utan elpusztultak, a transz-
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formalt névények viszont semmiféle, szemmel lathato
kdrosodast nem mutattak, nvekvésiik nem volt megkii-
lonboztethetd a kezeletlen névényekétdl.

— Paradicsom vizsgalata permetezéssel

Kiméra ,sfr” génnel — amelyek pGSFR116] és
pGSFR1281 plazmidokban voltak jelen — transzformalt
vagy nem transzformalt, 25 cm magassiga paradicsom-
novényeket (Lycopersicum esculentum cv. luculus)
20 liter/hektar mennyiségben Basta® készitménnyel ke-
zeltiink. A kontrollnévények 6 nap utan elpusztultak, a
transzformalt névények viszont teljes mértékben rezisz-
tensek voltak, szemmel lathat6 karosodas nem mutattak,
¢és novekvésiik a kontrollnovényekétdl nem volt megkii-
16nboztethetd.

— Fitopatogén (novényi kérokozd) gombak szaporo-
dasanak gatlasa transzformalt névényeken

Kisérleteink egy masik sorozatdban kiméra ,sfr’” gé-
neket kifejez6 paradicsomnovényeket (a  gének
pGSFR1161 vagy pGSFR1281 plazmidokban voltak je-
len) 20 °C hémérsékleten, magas paratartalma komye-
zetben, meleghazban neveltiink. A ndvényeket ml-
enként 10° Phytophtora infestans spérakat tartalmazo
szuszpenzio | ml-ével permeteztiik, majd 20 °C hémér-
sékleten, 95% nedvességtartalom mellett, 4000 lux meg-
vilagitdssal novesztettiik, amig a gombabetegség tiinetei
lathatokka valtak (egy hét). A gombaval kezelt novények
egyik csoportjat bialaphos-szal permeteztiik 8 liter/hek-
tar mennyiségben. Két hét mulva a kezeletlen ndvénye-
ket teljes mértékben elboritotta a gomba. A gomba sza-
porodadsa megsziint a bialaphos-szal kezelt névényeken,
€s a betegség tlinetei nem fejlodtek tovabb. A ndvénye-
ket a bialaphos fungicid hatdsa kivaloan megvédte.

— A PPT-vel szemben fellépd rezisztencia atvitele a
magvak utjan

Kiméra ,sfr” génnel — amelyek pGSFR1161 és
pGSFR1281 génekben voltak jelen — transzformalt do-
hanynovényeket meleghazban virdgzasig neveltiink.
A noévények termékenysége normalis volt.

Minden egyes névénybdl 500 F1 magot talajba vetet-
tiink (az F1 jel6lés arra utal, hogy ezek a magvak az elsé
generdciobol, tehdt kozvetleniil a transzformalt nové-
nyekbd] szarmaztak). Amiddn a hajtasok a 2-3 cm ma-
gassagot elérték, 8 liter/hektdr mennyiségben Basta®
készitménnyel bepermeteztiik. Hét nap elmultaval meg-
figyeltiik, hogy az egészséges és karosodott névények
aranya megkozelitdleg 3:1 volt; ez azt mutatja, hogy a
PPT-rezisztencia egyetlen helyen kodolt dominans mar-
kerként (jelzoként) 6rokldott.

10 rezisztens F1 hajtast érett allapotig ndvesztettiink,
majd a magvait Ssszegyijtottikk. Ezutan az F2 hajtasokat a
fentiek szerint neveltiik, és a PPT rezisztenciat 8 liter/hektar
mennyiségben adagolt Basta® készitménnyel valé perme-
zetés utjan vizsgaltuk. Egyes F1 novényektdl olyan F2
hajtasok szarmaztak, amelyek mindegyike PPT-rezisztens
volt: ez azt mutatja, hogy ezek a novények a rezisztencia-
gén szempontjabol homozigotak voltak.

A talalmany olyan névényi sejtekre és novényekre is
vonatkozik, amelyek lényegében nem biologiai uton
transzformaltak egy taldlmany szerinti, GS-gatlé anya-
got inaktivalo génnel.
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A taladlméany egy elényds megvaldsitasi modja szerint
a ndvényi sejteket és a novényeket nem bioldgiai uton
transzforméljuk a fentiekben leirt , sfr” génnel.

Az ilyen novényi sejtek és novények genom-éalloma-
nyukban stabilisan integralt, a fajtara nézve nem speci-
fikus jelleggel rendelkeznek, amelyek altal kimutathatd
mennyiségii foszfinotricin-acetil-transzferaz termelésé-
re képesek.

Ez a jelleg a transzformalt novényi sejteknek és no-
vényeknek a fajtara nézve nem specifikus enzimaktivi-
tast biztosit, amely képessé teszi ezeket a névényi sejte-
ket és novényeket a GS-gatlok — igy a bialaphos és PPT
— inaktivalasdra vagy kozombdositésére.

Ennek megfelelden a taldlmany szerint transzformalt
ndvényi sejtek és novények rezisztensekké valnak a bia-
laphos €és azzal rokon vegyiiletek herbicid hatdsaval
szemben.

Mivel a bialaphos-t kezdetben fungicidnek mindsitet-
ték, a transzformalt nvények gombds megbetegedések-
kel szemben megvédhetSk gy, hogy a bialaphos-szal
t6bbszor permetezziik.

Egy elonyds kiviteli mod szerint a bialaphos-t vagy
azzal rokon vegyiileteket tobb izben — kiilonésen koriil-
beliil 20-100 napos idékozokben — alkalmazzuk.

A taldlmény értelmében novényfajokat szelektiven
megvédiink gombas megbetegedésekkel szemben, és
szabadf6ldon szelektiven kiirtjuk a gyomokat. Ez abban
all, hogy a teriileten hatdanyagként valamilyen GS-gatlo
anyagot tartalmazé herbicidszerrel kezeliink olyan njvé-
nyeket, amelyek genom-allomanyaban tartalmazott
DNS-fragmentum GS-gatlé anyagokat kozombositd
vagy inaktivalé enzimaktivitassal rendelkez6 fehérje k-
dolaséaért felelds.

Nyilvanvalo, hogy ez az eljaras ugyanilyen hatéko-
nyan alkalmazhat6 szabadf6ldén gyomok irtasara akkor
is, ha a névényeket gombdk nem fert6zik; vagy gombas
megbetegedés gatlasara, ha ez gyomirtas utan 1ép fel.

Az eljaras egy elonyos megvalositasi modja szerint a
névényfajokat a fentiekben leirt ,sfr” gént tartalmazo
DNS-fragmentummal transzformaljuk, és herbicidszer-
ként PPT-t vagy valamilyen rokonvegyiiletet alkalma-
zunk.

Ennck megfelelden a szabadf6ldon a PPT vagy vala-
milyen rokon vegyiilet oldatat alkalmazzuk — példaul
permetezéssel — tobbszoros kijuttatissal, a termesztett
novényfaj kikelése utdn mindaddig, amig a koran vagy
késén fejlodé gyomok elpusztulnak.

Teljesen nyilvanvald, hogy a termesztett ndvényfajok
kikelése elétt a teriilet (talaj) a gyomok elpusztitdsa
céljabol herbicidkészitménnyel kezelhetd.

Masrészt, a talaj a termesztendé novények elvetése
eldtt is kezelhet6.

A kivant névényfajok kikelése elétt a teriilet (talaj)
barmilyen rendelkezésre al16 herbicidszerrel — beleértve
a bialaphos tipusu herbicideket is — kezelhetd.

A kivant novényfajok kikelése utdn a bialaphos-t
vagy valamilyen rokon vegyiiletet t6bbszor kijuttatjuk.

Az eljaras egy elonyds kiviteli modja szerint a herbi-
cid szert korilbeliil 20—100 napos id6k6zokben juttatjuk
ki.
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Mivel a termeszteni kivant ndvényeket tigy transzfor-
maljuk, hogy rezisztensekké valnak a bialaphos-tipus(
herbicid szerekkel szemben, azért a kijuttatast a termesz-
tett névények kikelése utan is végezhetjiik. Ez kiilénosen
hasznos arra a célra, hogy kordn és késén kifejlods
gyomndvényeket teljes mértékben kiirtsunk a termesz-
tett ndvényekre kifejtett barmely hatas nélkiil.

A bialaphos-t vagy annak valamilyen rokon vegyiile-
tét célszertien korulbeliil 0,4 kg/hektar-t6] koriilbeliil
1,6 kg/hektarig terjedd mennyiségben juttatjuk ki ugy,
hogy folyékony vivéanyaggal olyan koncentraciéra hi-
gitjuk, hogy a kijuttatas a teriiletre koriilbeliil 2 liter/hek-
tartol kordlbeliil 8 liter/hektarig terjedd mennyiségben
torténjék.

Az alabbiakban példakat adunk meg az eljaras néhany
kiviteli moédjara kiilénboz6 névényfajokon.

— Cukorrépa

Eszak-eurépai cukorrépat marcius 15. és aprilis 15.
kozott palantaztunk az id6jarasi feltételektdl, kozelebb-
16l a csapadék mennyiségétdl és az atlagos hémérséklet-
t0] fiiggden. A gyomokkal kapcsolatos problémak tob-
bé-kevésbé minden orszagban azonosak, és mindaddig
nehézségeket okoznak, amig a termés julius kozepe ko-
riil maximalissa valik.

A gyomokkal kapcsolatos problémék haromfélék:

—fligyomok korai csirdzdsa;

—széleslevell gyomok korai csirdzasa;

—széleslevell gyomok kései csirdzasa.

Mindeddig sikeresen alkalmaztik a kikelés eldtti
gyomirtd szereket. Ilyenek példaul a kereskedelmi for-
galombol Pyramin®, Goltix® és Venzar® néven besze-
rezhetd készitmények. Mivel azonban e készitmények
szaraz id0jarassal szemben érzékenyek, és megmarado
(tartds) aktivitasuk — mely a késdn csirdzé gyomok irta-
sara alkalmas — nincsen, a termel8k a kikelés eléott alkal-
mazott készitmények mellett kikelés utan hasznalatos
készitményeket is alkalmaztak.

Az 1. tablazatban feltiintettiik az el6z6 példdkban idé-
zett herbicidkészitmények hatéanyagait.

1 tabldazar
Kereskedelmi név  Hatbanyag Szerforma
Avadex® Diallat EC 400 g/1
Avadex BW® Triallat EC 400 g/1
Goltix® Metamitron WP 70%
Roneet® Cikloat EC 718 g/l
Tramat® Etofumarat EC 200 g/1
Fervinal® Aloxidin-natrium  SP 75%
Basta® Foszfinotricin 200 g/l
Pyramin FL® Kloridazon SC 430 g/t

A taldlmény értelmében a kikelés el6tt alkalmazott
herbicidszerek bialaphos-t vagy azzal rokon vegyiilete-
ket tartalmaznak, amelyek biztositjak a kedvez6 gyom-
irtadst még évelé gyomok esetében is (Bromus, Avena
spp., Alopecurus, Poa) és széleslevelli gyomok esetében is
(Galium, Polygonum, Senecio, Solanum, Mercurialis).
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A kikelés utén alkalmazhatd herbicidek a cukorrépa
fejlodésének kiilonb6zo iddpontjaban juttathatok ki: a
szikleveles, a kétleveli vagy a négylevelii stidiumban.

A 1. téblazatban példaként bemutatjuk a szabadfoldi
kezelésekben alkalmazott rendszereket.

5

Ezekben a példakban kikelés utani, bialaphos-tipust
herbicidszerként Basta® készitményt alkalmaztunk kii-
16nboz06, kikelés eldtti  herbicidekkel kombinalva.
A koncentraciokat liter/hektar vagy kg/hektar mérték-
egységekben adtuk meg.

1II. tablazat
Basta® készitményre alapozott, cukorrépdn alkalmazhato gyomirté rendszerek — azzal az eldfeltétele,
hogy a cukorrépa a Basta® hatéanyagdval szemben rezisztens (liter/hektdr- vagy kg/hektirban)

Vetés elott Kikelés elétt Szikleveles Kétleveles Négyleveles
stadiumban stadiumban stadiumban
1. AVADEX® - BASTA® BASTA®/tramat -
3,5 liter 3 liter 3 liter 1,5 liter
2. AVADEX® GOLTIX® - - -
3,5 liter 4 kg
3. RONEET® GOLTIX® - - —
4 liter S5kg
4.  RONEET® GOLTIX® - BASTA® -
4 liter 2,5kg 3 liter
5. TRAMAT® - - BASTA® BASTA®/GOLTIX®
S liter 3 liter 2 liter 2kg
6. - GOLTIX® - BASTA® -
2,5kg 3 liter
7. - - BASTA®/tramat - BASTA®/GOLTIX®
3liter 1,7 liter 3 liter 2kg
8.  PYRAMIN® - BASTA® Venzar -
6 liter 3 liter I kg
9. - - BASTA® BASTA®/GOLTIX® -
3 liter 3 liter 2kg
10. DIALLATE® PYRAMIN® - BASTA®/Metamitron -
3,5 liter 6 liter - 3 liter 1 kg
— Burgonya 45 1. tablazat
A burgonyét Eur6paban koriilbeliil 8x10° hektar te- Basta® készitményre alapozott gyomirt r endszerek,
rilleten termesztik. Gyomirtasra e teriileteken féként li- amelyek burgonydn alkalrr:\azhartok azzal a feltétellel,
nuront vagy monolinuront vagy a kereskedelmi forga- hogy a burgonya a Basta" hatéanyagdval szemben
lomban Metrabuzin® néven beszerezhet6 készitményt rezisziens
50

alkalmaznak. Ezek a termékek a legtbb gyomfajta ellen
hatékonyak; azonban példaul a Galium és Solanum,
valamint a késébb csirdzoé Chenopodium és Polygonum
gyomokat nem mindig irtjak eléggé hatasosan, az éveld
gyomokra kifejtett hatasuk bizonytalan.

Ismét hangsilyozzuk, hogy a késon csirazo, szé-
lesleveli gyomok csak az olyan herbicid szerekkel
frthatok kikelés utani alkalmazassal, mint a Basta®
készitmény.

Az alabbi III. tablazatban példakat adunk meg a sza-
badf6ldi kezelésekre burgonyaféldeken.

55
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Linuron + monolinuron (375 g+375 g/hektar) kikelés
el6tt

3—4 liter/hektar kikelés utan
(5-15 cm)

3-4 liter/hektar+2 liter/hektar
kikelés utan (5-15 c¢cm)

WP 50% (Afalon®)

WP 47,5% (Aressin®)

EL 250 g/liter (Fusilade®)

Basta®
Basta®/fluazifop-butil
Linuron

Monolinuron
Fluazifop-butil
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A fenti kisérletben alkalmazott pGSJ260 és pBG39
torzseket 1985. december 12-én a ,,.Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen” gyijteményben (Gottingen, Né-
met Szovetségi Koztarsasag) letétbe helyeztiik
DSM 3 606, illetve DSM 3 607 sorszam alatt.

Az alabbiakban a talalmany tovabbi kiviteli modjait
irjuk le a 8-11. dbrakra hivatkozva.

Egy masik bialaphos-t termel§ térzsbdl, a Strepto-
myces viridochromogenes-bdl egy masik bialaphos-re-
zistencia gént izolaltunk. Ezt a masodik rezisztencia gént
,»sfrsv” génnek nevezziik.

Ez a masodik, elony®6s, talalmany szerinti DNS-fragmen-
tum, amely alkalmas névényi sejtek transzformalasara, olyan
nukleotid szekvenciat tartalmaz, amely az aldbbi szekvenciat
tartalmazo polipeptid legaldbb egy részét kddolja:

vV §$ P E R R P V E I R P AT A A DM

A polipeptidnek e része elegendd hosszusagn ahhoz,
hogy novényi sejtek szamara védelmet biztositson a bia-
laphos-tipusi gyomirté szerekkel szemben, ha a poli-
peptidnek e részét genetikailag a novényi sejtbe beépit-
jlk, és abban kifejezodik. Az alabbiakban ezt a jelleget
a fenti nukleotid-szekvencia bialaphos-szal szemben
mutatott ,,ndvényvédo képességének” nevezziik.

A fenti szekvencidban — és az aldbbiakban is — az
aminosavakat betiikkel jeloljiik, ezek jelentése az alabbi:

Alanin A Leucin L

Arginin R Lizin K
Aszparagin N Metionin M
Aszparaginsav D Fenil-alanin F

Cisztein C Prolin P

Cisztin C Szerin S

Glicin G Treonin T

Glutaminsav E Triptofan w
Glutamin Q Tirozin Y
Hisztindin H Valin \Y
Izoleucin I
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Ez a masodik, elényss DNS-fragmentum az alabbi
nukleotid szekvencia —

TAAAGAGG TGCCOGCCACCCECTTTCGCAGAACACCGAAGGAGACCACAC
GTGAGCCCAGAACGACGCCCCOTCOAGATCCGTCCOGCCACCGCCGCCCA
CATGCCGCCGCTCTGCCACATCGTCAATCACTACATCGAGACGAGCACGS
TCAACTTCCGTACGGAGCCGCAGACTCCGCAGGAGTGGATCGACGACCTG
GAGCGCCTCCAGGACCGCTACCLCTGGCTCGTCGCCGAGGTGGAGGGCET
CBTCOCCEECATCOCCTACGCUGGCECCTGGARGGCCCGCAACGCCTACS
ACTGGACCGTCOAGTCOACGS TETACGTCTCCCACCEGCACCAGCGECTC
GGACTGGGCTCCACCCTCTACACCCACCTGCTGAAGTCCATGGAGGCCCA
GGGCTTCAAGAGCG TGS TCGCCETCATCGGACTECCCAACGACCCGAGLS
TGCGCLTGCATGAGGCECTCOGATACACCGCGCGCGGGACGCTGCGGGCA
GCCGGCTACAAGCACGGGGGCTGOCACGACGTEEEGTTCTGGCAGCGCGA
CTTCGAGCTGCCGGCCCCGCCCCGCCCCGTCCGGCCCGTCACACAGATCX

GAGOGGAGAGCGCATGGC

—vagy annak egy része, amely a bialaphos-szal szem-
ben megnyilvanulé novényvédo képességet biztositd po-
lipeptidet kddolja.

Az aladbbiakban részletesen leirjuk azokat a kisérlete-
ket, amelyek soran az,,sfrsv” rezisztencia gént izolaltuk,
tovabba leirjuk azoknak a kifejez6 vektoroknak a felépi-
tését, amelyek a rezisztencia gént tartalmazzak, €s nové-
nyi sejtek transzformalasat lehet§vé teszik a GS-gatlo
anyagokkal szemben kifejtett rezisztencia céljabal.

.. Sfrsv” bialaphos-rezisztencia gén kidnozdsa

Streptomyces viridochromogenes-bdl

A Streptomyces viridochromogenes DSM 40736
torzsek (Helv. Chim. Acta 1972) szaporitasat és e torzs
teljes DNS-ének az elkiilonitését standard médszerrel
végeztilkk. A DNS-mintakat Pstl, Smal és Sau3Al al-
kalmazasaval harom kiilonb6z6 reakcioban emésztet-
tiik, és agaréz-gélen elkiilonitettitk a BamHI-val hasi-
tott pGSR1 plazmidbol szarmazé plazmid-DNS-sel
egyiitt (Jasd az 5B abrat). A DNS-t elemzése sordn
nitrocelluléz-szirére szivtuk, és az ,,sfr” gént tartal-
mazo pGSFR1 plazmidbdl szarmazo, jelzett BamHI
fragmentummal hibridizaltuk. A géilnek mind a négy
sdvjaban az egyik restrikcids fragmentum intenziv ho-
mologiat mutatott egy probaval: Pstl fragmentum ko-
riilbeliil 3 kb, Smal fragmentum kériilbeliil 1,2 kb és
Sau3AI fragmentum koriilbeliil 0,5 kb. E gén klo-
nozasa céljabol a Pstl restrikcios fragmentumokat az
Escherichia coli pUC8 vektorban kézvetleniil klonoz-
tuk. A transzformalas utan kapott 3000 kolénidt nit-
rocelluléz-sziirére vittiik at, és ,,sfr” génnel hibridizal-
tuk. A pozitiv termékek szaporodasat tovabb vizsgal-
tuk olyan lemezeken, amelyek 300 pg/ml PPT-t tartal-
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maztakminimaltaptalajban.Azegyik transzformanst,
amely PPT-tartalmi kozegben szaporodott, tovibb
elemeztilk. A 8. dbraban mutatjuk e ennek a pJS1
plazmidnak a térképét és 1ényeges restrikcios helyeit.
Az MCI1061 (pJS1) torzset a ,,.Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen” (DSM) gy(ijteményben 1987.
marcius 6-an DSM 4023 sorszammal letétbe helyez-
tilk. A kldnozott restrikcids fragmentumot Maxam és
Gilbert médszerével szevenaltuk, és homolodgia utjan
azonositani tudtuk a génnek a kodold szakaszat. Az
,,sfrsv” gén szekvenciéjét ao. ébra illusztrélja az

LSfr” gennel a 10. abra mutatja.

Az, sfrsv” gén kifejezése

Az ,sfrsv” génkazettat is felépitettiik, hogy lehetsé-
gessé valjék a novényi kifejezd vektorokban térténéd
klénozas. A pJS1 plazmidbol elkiilénitettiik az ,,sfrsv”
kodolé szakaszt tartalmazo BanlI-BgllI fragmentumot a
GTG indité kodon nélkiil. Ezt a fragmentumot Ncol és
Bglll-vel hasitott pLK56.2 vektorplazmidban a szinteti-
kus 5'-CATGAGCC-3' oligonukleotiddal egyiitt ligal-
tuk, ugyanugy, mint ahogyan ezt az ,,sfr”” gén esetében
leirtuk, és az 5. abraban lathat6. A pGSR1SV plazmid
felépitése vazlatosan a 11. dbraban lathat6. Mivel mind-
két gén hasonlé kazettdi vannak jelen a pGSR1, illetve
pGSR1SV plazmidban, az ,,sfi” gén ndvényekben torté-
nd kifejezése céljabol a fentiekben leirt felépités kovet-
hetd.

A pGSRI1SV plazmidot hordozd E. coli térzsekbol
kapott nyers kivonatok enzimes elemzése olyan acetilaz
enzim szintézisét mutatta, amelyek a PPT acetilezésére
képesek; e tényt a reakcidtermékek vékonyréteg-kroma-
tografiajaval igazoltuk.

Ezutdn a,,sfrsv” génta CaMV 35S promoter szabély-
z6 hatasa alatt a pGSF260 plazmid vektorba (4B dbra)
inszertaltuk (épitettik be), és igy a pGSR2SV plaz-
midhoz jutottunk, amely hasonlé a pGSR2 plazmidhoz
(6A abra), azzal a kiilonbséggel, hogy itt ,,sfrsv”” gén van
jelent az . sfr” helyett.

Nyilvéanvalo, hogy a fenti tipusu, herbicid-reziszten-
cia gének szamos mas olyan mikroorganizmusbdl nyer-
het6k, amelyek PPT-t vagy PPT-szarmazékokat termel-
nek. Ezek a herbicid-rezisztencia gének azutan beépithe-
tok novényi sejtekbe azoknak a GS-gatlé anyagokkal
szemben val6 védelme céljabol. fgy példaul bialaphos-
rezisztencia gén allithato el a Kitasotosporia-bal is [J.
of Antibiot. 37, 939 (1984)].

»Sfrsv” rezisztencia gént tartalmaz6, transzformalt
novényi sejteket és novényeket a pGSR2SV plazmid
segitségével kaphatunk, ugyanannak az Agrobacte-
rium-mal kozvetitett transzformacids rendszernek az
alkalmazéasaval, amelyet fentebb kiilonb6z6 novény-
fajoknak ,,sfr” génnel valé transzformacidja céljabol
leirtunk.

A novényeket regeneraljuk, és megvizsgaljuk rezisz-
tencidjukat a fentieckben leirt permetezési probaval. Az
Osszes névények hasonléan viselkedtek, és rezisztensek
voltak GS-gatld hatéanyagokat tartalmazd herbicidsze-
rekkel szemben.
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Végiil, atalalmany olyan kombinacidrais vonatkozik,
amely egyrészt a fenti meghatdrozas szerint GS-gétloval
szemben rezisztens ndvényekbdl és masrészt a megfeleld
glutamin-szintetdz-gatlobol all, gyomoktdl mentes no-
vénykultiurdk létrehozasa céljabol.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljarés foszfinotricin herbicid hatdsival szemben
tolerans vagy rezisztens névényi sejtek el6allitasara, az-
zal jellemezve, hogy a kiindulasi névényi sejt nuklearis
genomjaba egy

a) andvényi sejt polimerdza altal felismerhet6 promo-
tert tartalmazoé promoter-régiot, és

b) foszfinotricin vonatkozasaban acetil-transzferiz
aktivitasi proteint kodold heterolég DNS-t magaba fog-
lal6 kodol6 szakaszt

magdba foglalé rekombinans DNS-t épitiink be.

(Elsébbsége: 1986. 03. 11.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy a heterolég DNS-ként Streptomyces hygroscopi-
cus-bol vagy Streptomyces viridochromogenes-bol szar-
maztatott DNS-t alkalmazunk.

(Elsobbsége: 1986. 03. 11.)

3. Az 1-2. igénypontok barmelyike szerinti eljaras
azzal jellemezve, hogy heterolég DNS-ként megkoze-
litéleg 22 kD molekulatomegii PPT-acetil-transzferaz
aktivitast proteint k6dolé heterolég DNS-t alkalma-
zunk.

(Els6bbsége: 1986. 03. 11.)

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy heteroloég DNS-ként az alabbi aminosav-szekven-
ciat

X Ser Pro Clu Arg Arg
Ile Arg Arg Ala Tbr Glu
Pro Ala val CQys Thr Xle
Tyr Ile Glu Thr Ser Thr
Axg.Thr Glu Pro Glp Glu

Thr Asp Asp Leu Val Ar
Glu Arg Tyr Pro Trp Leu
Vval Asp Gly Glu val Ala
Tyr Ala Gly Pro Try Lys
Ala Tyr Asp Trp T Ala
VEYU Tyt Val Ser Pro ALy
Thr Gly Leu Gly :Ser.Thr Leu Ty -Thr
His Leu Leu Lys “Ser Leu Glu Ala Gln
Cly Phe Lys Ser val ival Ala ValIle
Gly Leu
Het His Glu Ala Leu Gly Tyr Ala Pro
Arg Gly Met Leu ‘Arg Ala Ala Cly Phe
Lys Kis Cly Asn Trp His Asp Val Gly
Phe Trp Cln Leu Asp Phe Ser Leu Pro
val Pro Pro Arg Pro Val Leu Pro Val
Thr Glu Ile .

Pro Ala
Ala Asp
val Asn
val Asn
Pro. Gln

Arg Léu
Vval Als-
Cly Ile Ala
Ala Arg Asn
clu Ser Thr

Asp
KET
His
Phe

AXg
Glu

—ahol X jelentése Met vagy Val —

magaba foglalo proteint — vagy annak egy, PPT-
acetil-transzferdz aktivitasu részét — koédold heterolog
DNS-t alkalmazzuk.

(Els6bbsége: 1986. 03. 11.)

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
heterolog DNS-ként az alabbi nukleotid szekvenciaju

LY -

Pro Asn Asp Pro Ser Val Axg
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DNS-t — vagy annak egy, a PPT-acetil-transzferaz
aktivitasa proteint kodold részét — alkalmazzuk.

(Elsobbsége: 1986. 03. 11.)

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras
azzal jellemezve, hogy promoterként karfiol-mozaikvi-
rus 35S-promotert, TRI'-promotert, TR2'-promotert
vagy a Rubisco kis alegységet kodold gén promoterét
alkalmazzuk.

(Elsobbsége: 1986. 03. 11.)

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras
azzal jellemezve, hogy rekombinans DNS-ként a promo-
ter szakasz és a koédold szakasz kozott elhelyezkedd
kloroplaszt tranzit peptidet kddolé masik DNS-t is tar-
talmazo6 rekombinans DNS-t alkalmazunk.

(Els6bbsége: 1986.03. 11.)

8. A 7. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve,
hogy masik DNS-ként ribuléz-1,5-bifoszfat karboxi-
laz kis alegysége vagy klorofil a/b kétdprotein pre-
kurzorjanak tranzit peptidjét kddolé6 DNS-t alkalmaz-
zuk.

(Elsébbsége: 1986.03. 11.)

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti eljaras
azzal jellemezve, hogy rekombinans DNS-ként még, egy
poliadenilezési szignalt tartalmazé 3'-nem transzlalédo
véget is magéaba foglalé rekombinans DNS-t alkalma-
zunk.

(Elsobbsége: 1986. 03. 11.)

10. A 9. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy 3'-nem transzldlodd végként az Agrobacterium
tumefaciens T-DNS génjébdl szarmazd 3'-nem transz-
1alédo véget alkalmazzuk.

(Elsdbbsége: 1986. 03. 11.)

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a rekombindns DNS-t az emlitett
sejt nukledris genomjdba Agrobacterium altal kozvetitett
transzformacioval épitjiik be.

(Els6bbsége: 1986. 03. 11.)

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy novényi sejtként cukorrépa, rizs,
burgonya, paradicsom, kukorica, dohanyndvénybol
szarmaz6 sejtet alkalmazunk.

(Els6bbsége: 1986. 03. 11)
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13. Eljaras egy névényfajhoz tartozo kultirmovény-
csoport védelmére a termesztési tertiletiikon a gyomno-
vények és/vagy gombék elimindlasaval, azzal jellemez-
ve, hogy a termesztési teriileten sejtjeik genomjéaba be-
épitve egy

a) az emlitett névényi sejt polimeraza altal felismer-
het6 promotert, €s

b) foszfinotricin vonatkozasédban acetil-transzferaz
aktivitasu proteint kédolo heterolog DNS-t magaba fog-
lalo kodol6 szakaszt

tartalmazo rekombinans DNS-t magukba foglal6 no-
vényeket termesztiink,

és a termesztési teriiletre foszfinotricint vagy fosz-
fino-tricin-részt tartalmazo vegyiiletet, elénydsen bi-
alafoszt, hatoanyagként tartalmazo herbicidet jutta-
tunk ki.

(ElsGbbsége: 1987. 01.21.)

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy heterolog DNS-ként Streptomyces hyg-
roscopicus-bol vagy Streptomyces viridochromo-
genes-b6l  szarmaztatott DNS-t tartalmazé re-
kombinans DNS-t magukba foglalé novényeket ter-
mesztink.

(Els6bbsége: 1987. 01. 21.)

15. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy heterolog DNS-ként 22 kD molekulatémegii PPT-
-acetil-transzferaz aktivitasu proteint kodold DNS-t tar-
talmazo rekombinans DNS-t magaba foglald névényeket
termesztiink.

(Els6bbsége: 1987. 01. 21.)

16. A 13. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy heterolég DNS-ként az alabbi aminosav-szekven-
ciat

X Ser Pro
e Arg Ay
Tra Als Va3l
Twr Lle Gly
rig ™he Gla
Ty tThe Aap
S hry Tyr
w1l Asp Cly
2vr Ala Cly
28 YL Asp
«31 Tyx Val
Tar Gy ley
¥.& bew Leu
Lly rhe Lys
L.y Lew Pro
wae Wie Glu
223 Cly Hec
s KLy Gly
iza Tcp Cla
w3} ¥ro Pro
~ar Glu Tle

Clg Arg Asg
Ala tTar Glu
Cys Thr Ilc
Thz Ser Thr
o Gla Glu
kzp Loy Val
Pra Tep Leu
Clu val Ala
P TP Lya
Trp Thr Ala Clu
Ser.¥L0 ALY Bis
Cly> Ser .Thr Leu
Lyz Ser Lou Clu
sor val val Ala
s Asp Pro Ser
Als ‘Leuw Cly Tyr
Lou Arg Ala Ala Gly Phe
Aza Top Mias Azp Val Oly
Lev ALy Pha Ser Lau Pro
arg Pro val Leu Fro val

Ala Aep
ASD r=T
Arn Risz
Ara Fhe
Gla Gla
Leu Aryg
Ala Cle
Ile Ala
Arg Aag
Sec Thr
Gln Azg
Tyr Thr
Als Cla
val Ile
val Aoy
Als Pro

Pro
Ala
val
Yal
rco
Arg
Val
Gly
Ala

—Ahol X jelentése Met vagy Val —

magaba foglalé proteint — vagy annak egy, PPT-ace-
til-transzferdz aktivitasu részét — kodold heterolég DNS-t
tartalmazo6 rekombindns DNS-t magukba foglalé nové-
nyeket termesztiink.

(Elsdbbsége: 1987. 01. 21))

17. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy heterolog DNS-ként az alabbi nukleotid-szekven-
cigju



1 HU 213580 B 2

F4R18RERA%43348

SAERARRERANRARZARZAA
£A8RRRAAIBARARRARAERR
238838339335 REZRRRALS

GARABERERAAARARADANE

2833438448 38ERA8
34%£8237588283380A84

333883308 84RARIRKEED

23812845 RARRERARARAR

e
[ fruag
o« Cal
CAL A
CIA ol [ig oA Lo od
g
—ahol N jelentése A vagy G —

DNS-t vagy annak egy, PPT-acetil-transzferaz aktivi-
tasu proteint kddold részét — tartalmazo rekombinans
DNS-t magukba foglalé névényeket termesztiink.

(Elsébbsége: 1987.01. 21.)

18. A 13-17. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, promoterként karfiol-mozaikvirus 35S-
promotert, TR1'-promotert, TR2'-promotert vagy a Rubis-
cokis alegységet kodolo gén promoterét tartalmazo6 rekom-
binans DNS-t magukba foglalé novényeket termesztiink.

(Els6bbsége: 1987. 01. 21.)

19. A 13-18. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy még egy a promoter szakasz és a
kodolo szakasz kozott ethelyezked6 kloroplaszt tranzit pep-
tidet kodolé masodik DNS-t is tartalmazé rekombinans
DNS-t magukba foglalé ndvényeket termesztiink.

(Els6bbsége: 1987. 01. 21.)

20. A 19. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy masodik DNS-ként ribul6z-1,5-bifoszfat karboxilds
kis alegysége vagy klorofil a/b k6tdprotein prekurzorjanak
tranzit peptidjét kodolé DNS-t tartalmazé rekombinans
DNS-t magukba foglalé névényeket termesztiink.

(Els6bbsége: 1987.01. 21.)

21. A 13-20. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy rekombinans DNS-ként még egy
poliadenilezé jelt tartalmaz6 3'-nem transzlalod6 véget
is tartalmazoé rekombinans DNS-t magukba foglalo no-
vényeket termesztiink.

(Elsébbsége: 1987.01. 21.)

22. A 21. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy olyan névényeket termesztiink, amelyekben a re-
kombinins DNS-ben 3'-nem transzlalédd végként az
Agrobacterium tumefaciens T-DNS génjébol szirmazo
3'-nem transzlalédo véget alkalmazzuk.

(Elsobbsége: 1987. 01. 21.)

23. A 13-22.igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a herbicidet a kultirnévények
kikelése utan alkalmazzuk.

(Elsobbsége: 1987.01. 21.)

24. A 23.igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a herbicideket 20-100 napos intervallumokban
alkalmazzuk.

(Elsébbsége: 1987.01. 21.)

25. A 13-24. igénypontok barmelyike szerinti eljards,
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azzal jellemezve, hogy foszfinotricint tartalmazé herbi-
cidkészitményt alkalmazunk.

(Elsébbsége: 1987. 01. 21.)

26. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a foszfinotricint a terméteriileten 0,4-1,6 kg/ha
mennyiségben alkalmazzuk.

(Elsébbsége: 1987. 01. 21.)

27. A 26. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a foszfinotricint folyékony higitéanyaggal higitva
21/ha és 81/ha koz6tti mennyiségben alkalmazzuk.

(Elsébbsége: 1987. 01. 21.)

28. A 13-27. igénypontok barmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy a cukorrépa, rizs, burgonya, para-
dicsom, kukorica, dohanynovényeket védjik.

(ElsSbbsége: 1987. 01. 21.)

29. Eljaras foszfinotricinnel szemben tolerans vagy re-
zisztens transzformalt névényi sejtek tiszta tenyészetének
el6allitisara, amely sejtek a nuklearis genomjukba beépitve
egy idegen DNS-t tartalmaznak, azzal jellemezve, hogy

1) akiindulasi ndvényi sejtet a névényi sejtkultiraban egy

a) az emlitett novényi sejt polimeraza altal felismer-
het6 promoter szakaszt tartalmazé promotert, és

b) foszfinotricinnel szemben acetil-transzferaz ak-
tivitdst proteint kodolo heterolég DNS-t magaba fog-
lald kédold szakaszt

tartalmazd rekombinans DNS-sel transzformaljuk és

1i) a transzformalt sejteket a sejtkultiraknak a nem-
transzformalt sejteket elpusztitani képes mennyiségli fosz-
finotricinnel vagy foszfinotricin-részt tartalmazé vegyiilet-
tel, elénydsen bialofosszal vald kezelésével kiszelektaljuk.

(Els8bbsége: 1986. 03. 11.)

30. A 29. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy heterolég DNS-ként Streptomyces hygroscopicus-
bol vagy Streptomyces viridochromogenes-bél szirmaz-
tatott DNS-t alkalmazunk.

(Elsobbsége: 1986. 03. 11.)

31. A 29. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy heterolég DNS-ként megkozelitdleg 22 kD mole-
kulatémegli PPT-acetil-transzferaz aktivitasii proteint
kodolo heterolog DNS-t alkalmazunk.

(ElsGbbsége: 1986. 03. 11.)

32. A 29. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy heterolég DNS-ként az alabbi aminosav-szekvenciat

X Ser pro Clu

b
TyT
’t:;
e
val,
Ty
22
Vel
Trx
Eis
ClLy

Arg
Ale
Ils
Thr
The
Arg
Asp
Adla

Tyr

Ary
Val
Clu
Clu
Asp
Tyr
Cly
Cly
rsp

TyT val

Cly
Ley
Phe
Leu
His
Cly
His
Tcyp

. Pro
= Cly

Lou
Loy
Lys
Bro
Glu
Heo
Cly
Cla
Pro
Ile

Ale
Cys
™he
Peo
Asp
Pro
Clu
Fro
Top
Ser

Arg
Ths
kyite
Ser
Gla
Ley
Tep
val
Trp
Thr
Pro

Arg
Glu
Ile
Thr
Clu
vzl
Ley
Als
Lys
Alz
JATE

Gly ‘Ser The
Lys "SerLeu
Ser ¥al Val
Asn"Asp ‘Pro
Ala Leu Cly
Leu Arg Ala
Asa Tcp Kis
Leu Asg Phs
Arg Pro Val

Pro
Ala
val
Val
Pro
ALy
Val
Cly
Ala
Glu
His
Leu
Glu
Ala
Ser
TYyr

Ala
rsp
Asn
Asn
Cla
Leu
Als
Ile
Arg
Ser
Cin
Ty
Ala
val
val
Ala

Asp
=T
His
Fhe
Glu
Azg
Glu
Ala
Asa
Thr
rrg

Lla
Tle

Axg
Pro

Ala Gly Phe

Asp

val

Gly

Ser Leu Pro

ey

Pco

val
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magaba foglald proteint — vagy annak egy, PPT-ace-
til-transzferaz aktivitasa részét — kodold heterolog DNS-t
alkalmazzuk.

(Els6bbsége: 1986. 03. 11.)

33. A 29. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy heterolég DNS-ként az alabbi nukleotid szekven-
ciaja

NTC AT OCA GAM
ATC CCT COT GO
CCC €23 GTC TCE
TAC ATZ GAG ACA
AZT CAG CCG
73 CAC GAC
“I TAT
e

CCA CCC CCG CLC CAC
ACC GAG CCC GAC ATC
ACC ATC CTC AAC CAC
AGC MOGC OTC ML TTC
CAG CAN CCC CAG GAC
CTC OTC (CT C1C OGC
TG CTC 6GTC CCC CAG
GTIC GCC €CC ATC GCC
TGG MG COA CCC BAC
ACG GCC GAG TCC AT
CCC CCT CAC CAC CGG
TCC ACC CIC TAC ACC
TCC CTC CAC CCA CAG
GTG GTC CCT OTC ATC
CTC GGA TAT ©CC CCC
CGG GOG €CC CGC TTC
TGG CAT CAC ¢TC COT
CAC TTC AL CTC o
QCC CTC CIC €CC GTC

GAGC CL2
Crs
cos
b S
CTC TAT
CIA
5
et

5

a2
¢z

L

CAG
<CC
™o
e

ATC
coC
AAC

e TS
GTA 222
ACC 730

<or
ATC
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DNS-t vagy annak egy, PPT-acetil-transzferaz aktivi-
tasi proteint kodol6 részét — alkalmazzuk.

(Elsobbsége: 1986. 03. 11.)

34. A 30-33. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy promoterként valamely karfiol-
mozaikvirus 35S-promotert, TR1'-promotert, TR2'-pro-
motert vagy a Rubisco kis alegységet kdodold gén
promoterét alkalmazzuk.

(ElsGbbsége: 1986. 03. 11.)

35. A 30-34. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy rekombinans DNS-ként még egy az
emlitett promoterszakasz ¢s emlitett kodolo szakasz kdzott
elhelyezkedd kloroplaszt tranzit-peptidet kédolé mésik
DNS-t is tartalmazé rekombinans DNS-t alkalmazunk.

(ElsGbbsége: 1986. 03. 11.)

36. A 35. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy masik DNS-ként ribuldz-1,5-bifoszfat karboxilaz
kis alegysége vagy klorofil a/b kétéprotein prekurzor-
janak tranzit-peptidjét kodolé DNS-t alkalmazunk.

(Els6bbsége: 1986. 03. 11.)

37. A 30-36. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy rekombinans DNS-ként még egy
poliadenilezési szignalt tartalmazé 3'-nem transzlalédo
véget is magaba foglalé rekombinans DNS-t alkalma-
zunk.

(Elsdbbsége: 1986. 03. 11.)

38. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy 3'-nem transzlalédé végként az Agrobacterium
tumefaciens T-DNS génjébd] szarmazé 3'-nem transz-
1al6do véget alkalmazunk.

(Elsobbsége: 1986. 03. 11.)

39. A 30-38. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

21

azzal jellemezve, hogy cukorrépa, rizs, burgonya, kuko-
rica, dohanyndvény sejtjeit allitjuk eld.

(ElsGbbsége: 1986.03. 11.)

40. A 30-39. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a rekombinans DNS-t a sejtbe
Agrobacterium altal kdzvetitett transzformacioval épit-
jiik be.

(ElsGbbsége: 1986. 03.11.)

41. Eljaras foszfinotricin herbicid hatasaval szemben
tolerans vagy rezisztens ndvény vagy ndovényi szaporito-
anyag eldallitasara, azzal jellemezve, hogy

1) eldallitunk egy transzformalt névényi sejtet, amely
a nukledris genomjaba beépitve egy

a) az emlitett névényi sejt polimeraza altal felis-
merhet6 promotert tartalmazo promoter-régiot, és
b) foszfinotricin vonatkozasaban acetil-transzferaz
aktivitasu proteint kodolé heterolég DNS-t maga-
ba foglalé kodold szakaszt

magaba foglalo rekombinans DNS-t tartalmaz, és

11) regeneraljuk a transzformalt sejtbdl a transzfor-
malt névényt, amely sejtjének nuklearis genomjaba
beépitve az emlitett rekombinans DNS-t tartalmazza;
vagy

a sejtjeinek nuklearis genomjaba beépitve a fentieket
magaba foglald rekombinans DNS-t tartalmazo novényt
termesztiink.

(Elsdbbsége: 1986. 03. 11.)

42. A 41. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy heterolég DNS-ként Streptomyces hygroscopicus-
bdl vagy Streptomyces viridochromogenes-b6l szarmaz-
tatott DNS-t alkalmazunk.

(Elsobbsége: 1986. 03. 11.)

43. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy heterolég DNS-ként megkozelitdleg 22 kD mole-
kulatémegli PPT-acetil-transzferaz aktivitasu proteint
kodolo heterolég DNS-t alkalmazunk.

(Elsébbsége: 1986. 03. 11.)

44. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy heterolég DNS-ként az alabbi aminosav-szekven-
ciat

X Ser Pro
Ilt Arg Arg
23 Ala Val
Tor Ile Glu
Arg Thr Glu
Trp Thr Azp
Clu Arg Tyy
Vil Asp Cly
T Ala Gly
Alx Tyt Asp
Vil Tyr val
*z Gly Leu
Eis Leq Leu
Cly Phe Lysx
Leu Pro

Clu Arg Arg Pro Ala Asp
Ala Thr GClu Ala Asp XET
Cys Thr XIle val Asn His
Thr Ser Thr Val Asa Phe
Pro Gla Glu Pro Gla Glu
Azp Teu Val Ary Leu ALy
Pro Trp Leu Val Ala Glu
Clu Val Ala Cly Ile Ala
Pro Arp Lys Ala Xxg Asn
Trp The Ala Glu Ser Thr
Ser ProArg Kix Cln Axyg
Gly ;Ser.Thr Leu Tyr ¥hr
Lys Ser Leu Glu Ala Cla
2 Ser Val Val Ala val-Ile
C.7 Le Asn~Asp ‘Pro Ser Val Arg
¥z His Clu Ala'Leu Cly Tyr Ala Pro
= Gly Het Leu Axrg Ala Ala Gly Phe
Lrs His Cly Asn Top Kis Asp Val Gly
¥r: Trp €la Leu Asp Phe Ser Leu Pro
Vil Pro Pro Acrg Pro Val Leu Pra Val
Te2 Glu Ile .
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— ahol X jelentése Met vagy Val —

magéba foglalo proteint — vagy annak egy, PPT-ace-
til-transzferdz aktivitasu részét — kodolé heterolog DNS-t
alkalmazzuk.

(Elsobbsege: 1986. 03. 11.)

45. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy heterolog DNS-ként az alabbi nukleotid-szekven-
ciaju

oo
AT
PN
-

T2

AGC CCA
€GC CoT
CCG o1C
ATC GAC
ACC GAG
ACG GAC
e TAT
CAC
LG
TAC
TAC
CCA
e
T
cre
CAC
L& #
CAC
™©<e
cce
CAG

CAAL CCA CCC COG GCC CAC
GCC ACT GAG CCG GAL ATG
TCC ACC ATC CTC ML CAL
ACA AGC ACT €IC MC TTC
CCG CAG CAA CCG CAG CAG
GARC CTC GTC CGT CT1¢ OCG
CCC TCG CTC OTC CCC CAG
CAC CTC CLC CCC ATC GCC
CCC 166G MG GCA COC AAC
TCC ACC CCC GAG TOC ACC
TCC CCC CGL CAC CAC OGG
CCC TCC ACC CTC TAC ACC
AAG CTC CAC CCA CAG
AGC CTC CCT CTC ATC
AAL CCC ACC CTC CCC
cca COA TAT CCC CCC
Loy 3] CCC CCC CoC TTC
AAC CAT GAC €TC CCT
Lo 194 TIC ACC CTC CCC
T ¢ €16 €CC ¢T¢
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L
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CTA
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coe
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ATC
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CAC
<CcC
ATC

—ahol N jelentése A vagy G —

DNS-t vagy annak egy, PPT-acetil-transzferaz aktivi-
tasi proteint kodold részét, alkalmazzuk.

(Elsobbsége: 1986. 03. 11.)

46. A 4145, igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy promoterként karfiol-mozaikvi-
rus 35S-promotert, TR1'-promotert, TR2'-promotert
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vagy a Rubisco kis alegységet kodolo gén promoterét
alkalmazzuk.

(Elsdbbsége: 1986. 03. 11.)

47. A41-46. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy még egy, a promoterszakasz és a
kodolé szakasz kozott ethelyezkedd kloroplaszt tranzit
peptidet kodolé masik DNS-t is tartalmazé rekombinans
DNS-t alkalmazunk.

(Elsébbsége: 1986. 03. 11.)

48. A 47. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy a masik DNS-ként ribuldz-1,5-bifoszfat karboxilaz
kis alegysége vagy klorofil a/b kétéprotein prekurzor-
Janak tranzit-peptidjét kodolé DNS-t alkalmazunk.

(Elsébbsége: 1986. 03. 11.)

49. A 41-48. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy rekombinans DNS-ként még egy
poliadenilezési szignalt tartalmaz6 3'-nem transzlalédo
véget is magaba foglalo rekombinans DNS-t alkalma-
zunk.

(Els6bbsége: 1986. 03. 11.)

50. A 49. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy 3'-nem transzlalédé végként az Agrobacterium
tumefaciens T-DNS génjébd! szarmazd 3'-nem transz-
1a16d6 véget alkalmazzuk.

(Els6bbsége: 1986. 03.11.)

51. A 41-50. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy arekombinans DNS-t a sejtbe Agro-
bacterium altal kozvetitett transzformécidval épitjiik be.

(Elsobbsége: 1986.03. 11.)

52. A41-50. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy cukorrépa, rizs, burgonya, kuko-
rica, dohdnynévényt vagy annak szaporitoanyagat allit-

juk eld.

(Elsébbsége: 1986. 03. 11.)
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CCC GCT CAA GCT CGC TGT CAT TTT CGA GAC GCC ATC TTT GGA AGC
GGT GGC CGA ATC CGT ACT GCG CGG ACT CGA CGA CGC GTA AAA CGA

TC6 ACC ACG TAC ACG AGT CCG GAC ACG GGG CGA GGA GGC CCG BTT
CC6 GCA CCG AGG AAG ACC GAA GGA AGA CCA CAC GTG6 AGC CCA GAA
EfGA C6C CCG GCC GAC ATC CGC CGT GCC ACC GAG GCG GAC ATG CCG
FHkéCG GTC TGC ACC ATC GTC AAC CAC TAC ATC GAG ACA AGC ACG 6TC
AAC TTC CGT ACC GAG CCG CAG GAA CCG CAG GAG TGG AC6 GAC GAC
CTC GTC CGT CTG CGG GAG CGC TAT CCC TGG CTC GTC GCC GAG GTG
GAC GGC GAG GTC GCC GGC ATC G6CC TAC GCG GGC CCC TGG AAG GCA
CGC AAC GCC TAC GAC TG6G ACG GCC GAG TCG ACC GIG TAC GFC TCC
CCC CGC CAC CAG CGG ACG GGA CTG GGC TCC ACG CTC TAC ACC CAC
CTG CTG AAG TCC CTG GAG GCA CAG GGC TTC AAG AGC GTG GIC GCT
GTC ATC GGG CTG CCC AAC GAC CCG AGC GTG CGC ATG CAC GAG GCG
CIC G66A TAT GCC CCC CGC GGC ATG CTG CGG GCG GCC GGC TTC AAG
CAC GGG AAC TGG CAT GAC GTG GGT TTC TGG CAG CTG GAC TIC AGC

CTG CC6 GTA CC6 CCC COT CCG GTC CT6 CCC GTC ACC GA’GB A&IC TOA
g
ACG GAG TGC GCG TGG GCA TCG CCC GAG TTG GAG CTG GTA CGG GAA

CTC ATC GAA CTC AAC TGG CAT ACC CGC AAT GGT GAG GTG GAA CCG
C66 CGG ATC GCG TAC GAC CGT GCC CAG G

2. abra
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SmalBamHI SallPstIHind III Xbal

col KpnI BglIIMlul Xbal

Klenow Pstl
Pstl

T4 0MA Ligaz
SmalBamHINcolKpnIBqlIIM{uIBamH1 HindIIL Xbal

3+ abra
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Nca I-Bam HI-Scull-ApaFXhalSac -Hind T-Kpn1-Bgl 1-Mlu-Xho Bam HIBgl IT

PL )
218 63 Bam HI-Bgl I
3’ 7&1"‘ Hl v Pstl I[I
)\ ind
EcoRy / . Hpal-Hind IT
EcoRbetsises/Hind T CiP
_ —
tiszta shw ‘ Bum'HI‘CIﬂ
37 SN I-Hind IT-Kpn[-BglTT
p GSH150
4A. &Abra Sm/R(
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Adapter
PLL. PwI

Adapter: gom il Neol Bgl i Bam HI

—AATTCCCG GOGATC TGGTAEC TCTGATCTCACG COTCT (?GATCCBTCGAC——
— TTAAGGGCCCCTAG GTACCATGGTCTAGACTAGAGIGCGCAGAT CCTAGGCAGCT6—

S5A. abra
Ncol / Bl II
ka 1 Bgl I
(ATGAGCCCAGMC  CBACGLCCO—, ¢ p—GAGAICITGA
TCGOGTCTTG CTGC GGGC—" " "—CTCTAGACT
Szintetikus
Olvgqonuk Leoticlok
' 5B. dbra
Bam HI Bgl]l’ Bum HI

\
GGATCCATG g ¢ R___GAGATC CTCAEBCGTCTAGGATCC
CCCTAGGTAC‘ —CTCTAGACTAGAGTGCGCAGATCCTAGG ') pGSR1

Bam Kl

5C. &bra

p GSJ 260 — o GSR 2
am
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pLK 57 pAIS3
Eco RI/Sphl EcoR 1fSphl
TLDNS Ligaz
EcoRI
Bam HI

Hind IIT

p GSR1
Bam H1/Fok!
Fok1 Bam HI
L _|
SFR -

2 ohgtnuldeohdok
§’— CAT GGACCCAGAAC— 3

Sphi 3T, ONS Ligaz

Ncol 3 CTG6GTCTTGCTGC—Y
Klenow .
Bam HI ‘TL ONS ligaz

pG3FR2 Bam HI
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TAAAGAGGTGCCCGCCACCCGCTTT CGCAGAACACC GAAGGAGACCACAC
EIEAGEECAGAACGACGECCGGTCGAGATECGTCCEGCCACCGCCGCCGA
CATGGCGGCGGTCTGCGACATCGT CAATCACTACAT CGAGACGAG CACGG
TCAACTTCCGTACGGAGCCGCAGACT CCGCAGGAGTGGATCGACGACCTG
GAGCGCCTCCAGGACCGCTACCCCTGOCTCGTCGCCOAGGTGGAGGGCGT
COTCGCCOGCATCOCCTACGCCOGCCCCTEOAAGGCCCG CAACGCCTACG
ACTGGACCGT CGAGTCOACGGTGTACGTCTCCCACCGGCACCAGLGGLTC
GOACTGGGCTCCACCCT CTACACCCACCTGCTGAAGT CCAT GGAGGCCCA
GO6CTTCAAGAGCGTGGTCOCCGTCATCGGACTGCCCAACGACCCGAGLG
TGCGCCTGCACGAGGCGCTCGGATACACCGCOCGCGGGACGLTGCGG6CA
GCC6GCTACAAGCACGGGOGCT GG CACGACGTGGGGTT CTG6CAGCE CoA
CTTCGAGCTGCCOGCCCCOCCCLOCCCCOTCCG6CCCGTCACACAGATCT

4
GAGCGGAGAGCGCATGGE

9. abra
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w01 Ad¥AdYddVd T3I0HOMITA GHMIIHIADY
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VUT194VLIA9 TVIHTYASAQ NdIIIAVAAS MJ9BYIWSHT THIATLS919
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061 091 0t 0z 1 0r1
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pLK 56.2 pJS]

Banll Bglll
GTGAGCCCAGAAG ——— GA'GATCTGA
start sfrsv stop

Szintetlkus oligon.
5 CATGAGLC-3

Ncol Banll
Bgl1l Bylll
Y
Bam HI sfrsy Bam Hl

|GGMu;mi—msmcr_mg_cIczxcscmcmswcc
pﬁsmsv//J

1l. dbra
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APl Smal-BamHi-Ncol-Kpnl-Bglll ...

(Op pLK56.2

p BG 39
Ncoll oligonukleotidok
Bgl Il S'CATGAGCCCAGAAC:; |
Fok | TCGGGTCTTGCTGC,
520 bp Ncol Fok |
'
APL Sma |- BamH]
/‘\
sfr
(Op pGSF A1
Bgt i

12.abra
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Klenow Xba |
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pGSFR1 pLK56-2
BamHl|
T4 DNS polimeraz, dTTS Bgl I
S1 nukledz Pst |
Bgl Ii 2 kb
Y Y
pLK 56

Xba |

Klenow

Pst |

Y
Xbo |

\ sfr

Lop pGSFRTC1

Bgl |l
Mlu |
Bam H|

14. abra
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pOSR 4
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