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KIVONAT

A taldlmany imidazolinonherbicidekkel szemben speci-
fikusan rezisztens mutans AHAS-enzimet kodold egy-
szikii névényi génekre vonatkozik. Ilyen gének példaul
a kukorica-DNS-szekvenciak, amelyek a vad tipust
AHAS-enzim 621-es helyzetében aminosavhelyettesi-
tést tartalmazé enzimet kodolnak. A mutans gént egyéb

A leiras terjedelme 30 oldal (ezen beliil 22 lap abra)

Imidazolinonrezisztens AHAS-mutansok

ndvényekben herbiciddel szembeni rezisztencia kialaki-
tasdra alkalmazhatjuk, ebb8l a szempontbodl a taldl-
mdny a fenti gént tartalmazo vektorokra és gazdasejtek-
re is vonatkozik, amely sejtek és vektorok a transzfor-
malasi eljarasban alkalmazhatok.
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A taldlmany az acetohidroxisav-szintetdz enzim (tovab-
biakban AHAS) @j varidns formait kodol6 uj DNS-szek-
vencidkra vonatkozik. Az AHAS-enzim egy kritikus en-
zim, amelyet szamos ndvény és a mikroorganizmusok
széles kore termel. A normalis AHAS-funkciét az imi-
dazolinonherbicidek gatoljdk, azonban a mutdns DNS-
szekvencidk altal kodolt 4j AHAS-enzimek Kkatalitiku-
san normalisan funkcionilnak még imidazolinonherbi-
cidek jelenlétében is, ezért az azokat tartalmazo nové-
nyeknek vagy mikroorganizmusoknak herbicidek elleni
rezisztenciat biztositanak.

Az ) DNS-szekvenciak kukoricabdl szirmaznak,
és a normalis AHAS-szekvencia 621-es helyzetben tar-
talmaznak aminosavszubsztiticiot. Ez a szubsztitucio
az AHAS-génszekvencidban teljesen funkcioképes en-
zimet eredményez, azonban az enzimet specifikusan re-
zisztenssé teszi killonféle imidazolinonherbicidek gatla-
sdval szemben. A fenti varidns szekvenciak segitségé-
vel kiilonféle haszonndvényekbe imidazolinonherbicid
elleni rezisztencia vihetd be, ezenkiviil ezek a szekven-
ciadk mas tipusu genetikus transzformacids kisérletek-
ben 0j, szelektiv markerekként is alkalmazhatok.

A herbicidek mez6gazdasagi alkalmazasa napjaink-
ban igen elterjedt. Noha szamos olyan vegyiilet van,
amely hatdsosan elpusztitja a gyomokat, nem minden
herbicid képes csak a nemkivénatos névények szelektiv
pusztitdsira a kultirnovényekkel szemben gy, hogy
az allatokra nézve nem toxikus. Gyakran be kell émni
olyan vegyiiletekkel, amelyek egyszerien csak kevésbé
toxikusok a kulturnovényekre nézve, mint a gyomokra.
A fenti probléma lekiizdésére a mezGgazdasagi kutata-
sok f6 célpontja a herbicidekkel szemben rezisztens kul-
turnévények kifejlesztése lett.

A herbicidrezisztencia kifejlesztésének f6 szempont-
ja a herbicid hatashelyének felderitése, azutin az érin-
tett biokémiai Gtvonal olyan mddositasa a kultirnévény-
ben, amellyel az inhibitor hatast megkeriiljiik, mialatt a
névény megtartja normélis biologiai funkcioit. A herbi-
cidek biokémiai hatismechanizmusanak felderitését
legkorabban az imidazolinonok, a szulfonil-karbami-
dok és a triazolo-pirimidinek mint eltérd szerkezet(i her-
bicid vegyiiletek korében végezték el. Napjainkban
mdr ismeretes, hogy ezek a herbicidek mind a névényi
novekedéshez sziikséges alapvet enzim, az acetohid-
roxisav-szintetdz (AHAS, amelyet acetolaktat-szinte-
taznak vagy ALS-nek is neveznek) miikodésének meg-
zavardséval gatoljak a névény novekedését. [Shaner és
munkatarsai: Plant Physiol. 76, 545-546 (1984); és
4761 373 szami amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leirds]. Az AHAS az izoleucin, leucin és valin
aminosavak szintéziséhez sziikséges.

Az AHAS-enzim ismert médon magasabb rend{i no-
vényekben, valamint szdmos mikroorganizmusban, pél-
daul az élesztd Saccharomyces cerevisiae-ben és az ente-
robaktériumok koziil az Escherichia coliban és
Salmonella typhimuriumban is jelen van. A normalis
AHAS termelédésének genetikai alapja a fenti fajok ko-
ziil szamosban mér j6l ismert. Igy példaul mind az E. co-
liban, mind az S. typhimuriumban az AHAS-nak hirom
izoenzimje létezik, ezek koziil kett§ érzékeny herbici-
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dekre, mig a harmadik nem. A fenti izoenzimek mind-
egyike egy nagy és egy kis protein alegységet tartalmaz;
€s a géntérképen az [1vIH, I1vGM és 11vBN operonok-
hoz kotédik. Elesztdben az egyetlen AHAS izoenzim az
ILv2 lokuszban talalhat6. Mindegyik esetben azonositot-
tak a szenzitiv és rezisztens formékat, és meghataroztak
a kiilonféle allélek szekvenciait. [Friden és munkatar-
sai: Nucl. Acid Res. 13, 3979-3993 (1985); Lawther és
munkatarsai: PNAS USA 78, 922-928 (1982); Squires
és munkatarsai: Nucl. Acids Res. 871, 5299-5313
(1983); Wek és munkatirsai: Nucl. Acis Res. 73,
4011-4027 (1985); Falco és Dumas: Genetics 109,
21-35 (1985); Falco és munkatarsai: Nucl. Acids Res.
13,4011-4027 (1985)].

Dohanyban az AHAS-funkciot két, egymassal nem
6sszekapcsolodo gén, a SuRA és SuRB kédolja. Alap-
vetd azonossag van a két gén kozott az érett proteinben,
mind az aminosavak, mind a nukleotidok szintjén, noha
az N-terminalis, feltehetGen tranzitrégid lényegeseb-
ben kiilonbozik [Lee és munkatirsai: EMBO J., 7,
1241-1248 (1988)]. Az Arabidopsis viszont egyetlen
AHAS-génnel rendelkezik, amelyet szintén teljes egé-
szében szekvenaltak [Mazur és munkatirsai: Plant
Physiol. 85, 1110-1117 (1987)]. A magasabb rendi no-
vények AHAS-génjei szekvencidjanak Osszehasonlita-
sa a szekvencia bizonyos régidinak nagyfoki konzerva-
laséra utal, legaldbb tiz konzervélt szekvenciarégio
van. Korébban feltételezték, hogy ezek a konzervalt ré-
giok kritikusak az enzim funkcidja szempontjabol, és
hogy a funkci6 megtartisa az alapvetd szekvencia kon-
zervalasatol fligg.

Ujabban kimutattak (5013 659 szami amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras), hogy a her-
bicidrezisztenciat mutaté mutansok a fenti konzervalt
régiok legalabb egyikében, vagy tobben is legalabb egy
aminosavmutaciot hordoznak. Ko6zelebbrél, az AHAS
proteinszekvencidban ezeken a specifikus helyeken
a vad tipusi aminosavak bizonyos aminosavval valé
szubsztitiiciojardl kimutattak, hogy azt a ndvény toleral-
ja, és a fenti mutaciot tartalmazé névény valoban herbi-
cidrezisztenciat mutat, mikdzben a katalitikus funkcid
megmarad. A fenti irodalmi helyen leirt mutacidk vagy
keresztrezisztenciat kodolnak imidazolinonokra és szul-
fonil-karbamidokra, vagy specifikus szulfonil-karba-
mid-rezisztenciat koédolnak, de imidazolinonspecifikus
mutaciokat nem ismertetnek. Ezek a mutaciok a vizsga-
latok szerint a dohanynak mind a SuRA, mind a SURB
lokuszaiban végbemennek, hasonlé muticiokat kimu-
tattak az Arabidopsisban és élesztGben is.

Imidazolinonspecifikus rezisztenciit mashol is sza-
mos ndvényben kimutattak., A 4 761 373 szdmu ameri-
kai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban nové-
nyekben a herbicidrezisztencia alapjaként altalanosan is-
mertetnek egy megvaltozott AHAS-t, és specifikusan is-
mertetnek bizonyos imidazolinonrezisztens kukori-
cavonalakat. Haughn és munkatarsai [Mol. Gen. Genet.
211, 266271 (1988)] ismertetik egy hasonlé fenotipus
megjelenését Arabidopsisban. Sathasivan és munkatér-
sai [Nucl. Acid Res. 18, 2188 (1990)] felismerték, hogy
az imidazolinonspecifikus rezisztencia Arabidopsisban
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anormadlis AHAS-szekvencia 653. helyzetében 1év6 mu-
tacion alapul. A taldlmany értelmében izolaltuk az egy-
szikliekben imidazolinonspecifikus rezisztenciat kodo-
16 gént, és kimutattuk, hogy az egyszikil vad tipu-
si AHAS aminosavszekvencia egyetlen aminosavanak
szubsztiticiojahoz kapcsolodik.

A talalmany tehat j nukleinsavszekvencidkra vonat-
kozik, amelyek imidazolinonherbicidekkel szemben
nem érzékeny, mikod6képes egysziklii AHAS-enzime-
ket kédolnak. A taldlmany szerinti szekvencidk a kuko-
rica AHAS-szekvencidjanak 621. helyzetében 1év6
szerin aminosavat, vagy egy masik egyszik({i szekvencia-
ban az ennek megfelel6 helyzetben 1évé aminosavat ko-
dold kodonban tartalmaznak muticiét. Egyéb egyszi-
kiiek — példaul a biza — szintén ismert modon imida-
zolinon-specifikus muticidkat mutatnak (példaul az
ATCC 40994-97 szamu fajtak). Kukoricaban a vad
tipusu szekvencia szerint tartalmaz ebben a helyzetben.
A taldlmany egyik elényds megvaldsitasi modja szerint
szerin helyett aszparagin van ebben a helyzetben, de a
szerint azonos modon helyettesitheti példiul az aszpara-
ginsav, glutaminsav, glutamin és triptofdn is. Annak el-
lenére, hogy a talalmany szerinti szekvencidk eredetileg
egysziklekbdl szarmaznak, az Gj szekvencidk barmely
tipusi novényben alkalmazhatok imidazolinon-rezisz-
tens sejtek elallitasira. A fenti eljarasok értelmében a
kivant novényi sejteket egy vagy tobb, talalméany szerin-
ti médositott szekvenciaval transzforméljuk. A mutage-
nezist ezenkiviil olyan novényi sejtek vagy magok mu-
tansainak elGallitdsara is alkalmazhatjuk, amelyek imi-
dazolinonnal szemben nem érzékeny AHAS-t kodold
nukleinsavszekvenciat tartalmaznak. Szovettenyészet-
bél izolalt mutans névényi sejtek esetében az imidazo-
linonnal szemben rezisztens vagy nem érzékeny tulaj-
donsaggal rendelkezé novényeket azutin regeneraljuk.
A taldlmany ennek megfelelGen olyan novényi sejtekre,
baktériumsejtekre, gombasejtekre, névényi szovettenyé-
szetekre, felndtt ndvényekre és névényi magvakra is vo-
natkozik, amelyek egy mutans nukleinsavszekvencidval
rendelkeznek, és amelyek imidazolinon-rezisztens, mii-
kod6képes AHAS-enzimeket expresszalnak.

Az ilyen uj, herbicidrezisztens novények a névény-
termesztés j modszereit jelentik imidazolinonok jelen-
létében. A nem rezisztens névények iiltetése helyett a
miivelendd teriileteket a talalmany szerinti mutans szek-
venciakkal transzformalt, vagy a taldlmany szerinti mu-
tacioval eldéllitott rezisztens ndvényekkel telepithetjitk
be, majd a terméteriiletet szokasos modon imidazoli-
nonherbicidekkel kezelhetjiik anélkiil, hogy ez a kultfir-
ndvényekben barmiféle karosodast okozna.

A taldlméany szerinti mutdns nukleinsavak uj szelek-
talhaté markereket is jelentenek, amelyek transzforméci-
6s kisérletekben alkalmazhatok. A rezisztens AHAS-t
koédolo nukleinsavszekvenciat egy masik, kivant génhez
kotjilk a gazdasejtbe valé atvitel el6tt, és a teljes
konstruktummal transzformaljuk a gazdasejtet. A felte-
hetleg transzformalt sejteket ezutan a herbicid inhibitor
mennyiségének jelenlétében tenyésztjiik, a tléls sejtek
nagy valoszinlséggel sikeresen megszerezték a kivant
mésik gént is. Ugy is eljarhatunk, hogy a rezisztens
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AHAS-gént a kérdéses génnel egy fuggetlen plaz-
midban kotranszformaljuk, igy az Gsszes transzformalt
sejtek mintegy 50%-a varhatolag rendelkezik mind a két
génnel.

A leirasban alkalmazott definicidkat az alabbiak sze-
rint értelmezziik. Funkcionalis vagy normalis AHAS-
enzim az az enzim, amely képes az izoleucin, leucin és
valin mint eszencidlis aminosav biokémiai szintézisé-
nek elsé 1épését katalizdlni. Vad tipusG AHAS-szek-
vencia az a szekvencia, amely egy adott faj imidazoli-
nonnal szemben érzékeny tagjaban jelen van. Rezisz-
tens névény az a mutins, de funkcionalis AHAS-en-
zimet termeld ndvény, amely képes elérni az érettséget,
hogyha imidazolinon egyébként inhibitor koncentracio-
janak jelenlétében tenyésztjiik. Rezisztens alatt a leiras-
ban a tolerdns novényeket értjik, azaz azokat a nové-
nyeket, amelyek fenotipusosan reagalnak az imidazo-
linonra, de ez a reakcid nem letalis.

A leiras abrait az aldbbiakban ismertetjiik roviden.

1. 4bra: AHAS-enzim aktivitdsa 10 napos kukorica-
magoncokban (A619 vagy XI12 kukorica-
vonalak) imazetapir (PursuitR, dbra A ré-
sze) vagy klor-szulfuron (OustR, abra B ré-
sze) jelenlétében. Az AHAS-aktivitas
herbicidrezisztenciajat az inhibitor tdvollét-
ében mért AHAS-aktivitas szdzalékaként
fejezzilk ki. A kisérletek kozotti standard
hiba 10%.

EMBL fag genomialis klonok Southem blot
analizise. A 12—-1A (W22-b6l), 12-7A,
18-8A, 12—11 és 12-17A (X112-bdl) fa-
gokat Xbal-gyel vagy Sall-gyel emésztjiik,
1%-o0s agarozgélen szétvalasztjuk, nitro-
celluloz-szirére vissziikk és AHAS cDNS-
fragmenssel mint probaval hibridizaljuk.
XI12, XA17, QJ22, A188 és B73 kukorica-
vonalakbdl szdrmazé genomiilis DNS
Southern blot analizise. A DNS-t Xbal-gyel
emésztjilk, 1%-o0s agardzgélen szétvilaszt-
juk, nitro-cellul6z-szirdre vissziik, és proba-
ként AHAS cDNS-fragmenssel hibridizal-
juk.

pCD8A plazmid restrikcids térképe. Az
X112-bd] szarmaz6 mutians AHAS-gént 8 kb
hosszisagu Pstl fragmensként szubklénoz-
zuk pKS(+) vektorba. Az AHAS-gén helyét
€s orientacidjat nyillal jeloljikk. A Pstl, Xhol,
HindlIl, Xbal és Clal restrikcids helyeket
szimbélumokkal jeldljiik.

W22/4-4, B73/10-4 és XI12/8A AHAS-
klénok nemkodold szalanak (A) és a kettds
szali DNS-szekvencidjanak (B) nukleotid
szekvenal6 gél képe a 614—633. aminosa-
vat kodolo régidban. A citozin —> timidin
atmenet helyét egy nyil jeloli.

az XI12/8A mutans AHAS-gén nukleotid-
szekvencidja és az abbdl kovetkeztetett
aminosavszekvencia.

az XI12/8A, B73/7-4 és W22/1A als2 gé-
nek nukleotidszekvenciajanak 6sszehasonli-

2. abra:

3. abra:

4, 4bra:

5. abra:

6. abra:

7. 4bra:
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tasa. (*) jelzi a mutaciot okozo baziscserét
a 621. helyzetben, (#) a B73/7-4 szekven-
ci4td] valo eltéréseket és (>) a néma valto-
zasokat.

az XI12/8A, B73/7-4 és W22/1A als2 gé-
nek aminosavszekvencidinak Gsszehasonli-
tasa. (*) jelzi a 621. helyzetben 1évé muta-
ciot, (#) jelzi a B73/7—4 szekvenciatdl valo
eltérést €s (>) jelzi a néma mutaciokat.

A leirast az alabbiakban részletesen ismertetjiik.

A taldlmény szerinti gén X112 kukoricavonalbél izo-
lalhaté (amelynek magjat az American Type Culture
Collectionnél helyeztik letétbe, letéti szama: 75051),
és a pXI12/8A plazmidba van beillesztve (amelyet az
American Type Culture Collectionnél 68643 szamon he-
lyeztiink letétbe). A taldlmany szerinti gén barmely
egyéb, specifikusan imidazolinonherbicidre rezisztens
muténsbol is izolalhaté, példaul a QJ22 kukorica-
vonalb6l (az American Type Culture Collectionnél
40129 szamon letétbe helyezve, sejttenyészet formaja-
ban) vagy kiilonféle blhizanovényekbl (amelyek mag-
jat az American Type Culture Collectionnél 40994,
40995, 40996 és 40997 szamon helyeztiik letétbe). A ge-
nomialis DNS-konyvtarat példaul EMBL-3 fagban al-
litjuk el6 az imidazolinon-rezisztens mutinsok egyiké-
bl kapott DNS-sel, elénydsen egy olyan mutinssal,
amely a rezisztencia jellemzdre nézve homozigéta, és a
vad tipusi AHAS-szekvencia egészét vagy annak egy
részét tartalmazo nukleinsavprobaval szirjiik.

A kukoricdban az AHAS-gén két helyen, az alsl és
als2 l6kuszon [Burr és Burr, Trends in Genetics 7, 55-
61 (1991)] talalhato; a homoldgia a két 1okusz kozott
nukleotidszinten 95%. Az XI12-ben a mutaci6 az
als2 16kuszhoz koétédik az 5-6s kromoszéman, mig a
nemmutins gén az als] 16kuszon van a 4-es kromoszo-
man [Newhouse és munkatirsai: Imidazolinone-resis-
tant crops, in The Imidazolinone Herbicides (szerk.
Shaner and O’Connor) CRC Press, Boca Raton, FL,
nyomdaban]. Southern blot analizissel kimutathatok a
mutans als2 gént tartalmaz6 bizonyos klénok, és a nem-
muténs alsl gént tartalmaz6 bizonyos kldénok. Mindkét
tipust szekvenalovektorokba szubklonozzuk, és dide-
zoxi szekvenalé moddszer alkalmazasival szekvenaljuk.

A vad tipust és mutans AHAS-gének szekvendlasa
€s Osszehasonlitdsa eredményeként megallapithato,
hogy egyetlen nukleotid kiilonbozik csak a 621. helyze-
i aminosavat kodolé kodonban (5. dbra). Kozelebbrdl,
a vad tipusban szerint kodolé AGT kodon valtozik a
mutins AHAS-ban aszparagint kédolé AAT-re
(8. abra). A mutins AHAS-gén egyébként hasonl6 a
vad tipusu génhez, amely egy 638 aminosavbal 4ll6 pro-
teint kodol, ezekbdl az elsd 40 egy atmeneti peptidet ko-
dol, amely minden bizonnyal a kloroplasztba vald in
vivo transzport soran elhasitodik. Az X112-b8] sz4rma-
z6 als1 nem-mutdns gén szekvencidja lathatolag azonos
a B73-bol szarmaz6 alsl génnel.

A taldlmény szerinti mutins gének imidazolinon-
herbicidekkel szembeni rezisztenciat biztositanak, de
szulfonil-karbamid herbicidekkel szembeni reziszten-
ciat nem. Azok a herbicidek, amelyekkel szemben a ta-

8. 4bra:
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lalmény szerinti gén rezisztenciat biztosit, példaul a
4 188 487; 4 201 565; 4 221 586; 4 297 128; 4 554 013;
4 608 079; 4 638 068; 4 747 301; 4 650 514; 4 698 092;
4701 208; 4709 036; 4752323, 4722311 és
4798 619 szami amerikai egyesiilt 4llamokbeli szaba-
dalmi leirdsokban vannak ismertetve.

Szakember szamara magatol értet6d6, hogy a 6. ab-
ran ismertetett nukleinsavszekvencia nem az egyetlen
olyan szekvencia, amely imidazolinon-specifikus rezisz-
tencia kialakitisara alkalmazhato. Azok a nukleinsav-
szekvencidk is a taldlmany targykorébe tartoznak, ame-
lyek egy azonos proteint kddolnak, de amelyekben a ge-
netikus kod degeneraltsaganak kovetkeztében a nukleo-
tidszekvencia eltérd. A taldlmany azon génekre is vonat-
kozik, amelyek olyan AHAS szekvencidkat kodolnak,
amelyekben a fenti muticié jelen van, de amelyek egy
vagy tobb néma aminosavcserét is kédolnak a molekula
azon részeiben, amelyek nem jatszanak szerepet a rezisz-
tenciaban vagy katalitikus funkcidban. A talalméany
targykorébe tartoznak tovabba az egyéb imidazolinonre-
zisztens egyszikiiekbdl szarmazé génszekvencidk is,
amelyek a szekvencidk megfeleld régidiban tartalmaz-
nak mutaciét.

fgy példaul a taldlméany targykorébe tartoznak azok
a valtoztatisok is egy génszekvencidban, amelyek ké-
miailag ekvivalens aminosavak beépiilését eredménye-
zik egy adott helyre, igy egy hidroféb aminosav, az
alanin kodonja magatol értetGdSen helyettesithetd egy
masik hidroféb aminosavat, példaul glicint kodold ko-
donnal, vagy egy még inkabb hidrofob aminosavat, pél-
daul valint, leucint vagy izoleucint kodolé kodonnal.
Hasonloképpen varhatéan biologiailag ekvivalens ter-
mékhez vezetnek azok a valtoztatasok is, amelyek egy
negativ toltésli maradék masik negativ toltésl maradék-
kal valé helyettesitését eredményezik, példaul aszpa-
raginsav cseréjét glutaminsavra, vagy egy pozitiv tolté-
s maradék mdsik pozitiv t6ltési maradékkal vald he-
lyettesitését, példaul lizin cseréjét argininra. A tall-
many kiméra génekre is vonatkozik, amelyekben a ku-
korica AHAS-gén szubsztitualt része mas fajokbdl szar-
mazo normalis AHAS-gének valtozatlan részeivel van-
nak kombindlva. Ezért a leirasban, ahol tipikusan imi-
dazolinonnal szemben rezisztens kukorica AHAS-gént
emlitiink, ezek alatt értjiikk ugy a 6. dbra szerinti szek-
venciat, mint a fent emlitett médokon modositott szek-
vencidkat.

A taldlmany szerinti izolalt AHAS DNS-szekvencia-
kat a kivant kultGrnévények transzformaldsara alkal-
mazhatjuk, ezéltal azoknak imidazolinonnal szembeni
rezisztenciat biztositunk. A magasabb rendii novények
exogén DNS-sel valo kozvetlen vagy kozvetett transz-
formalasara jelenleg szamos kiilonféle technika ismert.
A talalmany targykorébe tartoznak mindazok a méodsze-
rek, amelyekkel az ) szekvencia a gazda genomjaba be-
épithetd Ggy, hogy utddjaiban stabilan 6réklédik. Az
imidazolinonspecifikus rezisztencia jellemz6 egyetlen
dominans nuklearis génként 6roklédik. Az imidazoli-
nonrezisztencia szintje ndvekedik, ha a gén homozi-
gota allapotban van jelen, ilyen kukoricanévények pél-
daul mintegy 1000-szeres rezisztenciaszinttel rendel-
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keznek a nemrezisztens novényekhez képest. A jellem-
z6re nézve heterozigbta ndvények azonban mintegy
50-500-szoros rezisztencidval rendelkeznek a nemre-
zisztens novényekhez képest.

A novényi sejtek transzformalasat vektorok alkal-
mazésaval végezhetjiik. A transzformalas kivitelezésé-
re szokasosan alkalmazott modszer szerint Agrobacte-
rium tumefacienst hasznalunk idegen gén bevezetésére
novényi célsejtbe. Igy példaul a mutins AHAS-szek-
venciat a Ti-plazmid T-DNS hatéroloszekvenciait tartal-
mazé plazmidvektorba inszertdljuk. A plazmidot ez-
utan E. coliba transzforméljuk. Az igy kapott torzs, az
AHAS-t tartalmazo T-DNS-szekvencidk ndvényi cél-
kromoszémékba valé hatékony bejuttatasahoz sziiksé-
ges virulenciafunkciokat tartalmazo gyengitett Ti-plaz-
midot tartalmazo Agrobacterium torzs és egy masik, az
AHAS-konstruktum E. colibél Agrobacteriumba valé
atviteléhez sziikséges szekvencidkkal rendelkezd plaz-
midot tartalmazé E. coli torzs k6z6tt haromsziil3s péro-
sitast hajtunk végre. A levélkorongok fert6zésére a no-
vények transzformaldsdhoz sziikséges szekvencidkat
tartalmazé rekombindns Agrobacterium torzset alkal-
mazzuk. A korongokat szelekcids tapkozegen neveljiik,
¢€s a sikeresen transzformalt regeneransokat azonosit-
juk. Az igy nyert ndvények rezisztensek a herbicid hata-
saval szemben, ha annak jelenlétében tenyésztjiik azo-
kat. Az exogén DNS bevitelére n6vényi virusok is meg-
feleld eszkozt jelenthetnek.

A ndvényi sejtek direkt felvétele szintén alkalmaz-
hato. Jellegzetes mddon a célnévény protoplasztjait te-
nyészetbe helyezziik a beviend8 DNS és egy olyan szer
jelenlétében, amely elGsegiti a protoplasztok altali
DNS-felvételt. A fenti célra alkalmazhat6 szerek pél-
daul a polietilénglikol és a kalcium-foszfat.

A DNS-felvételt elektroporalassal is lehet stimulal-
ni. Ezen eljaras szerint egy elektromos pulzus alkalma-
zasaval atmenetileg porusokat nyitunk a protoplaszt
sejtmembranon, és a koriilvev§ oldatban 1évé DNS ez-
utan a pérusokon keresztiil bejut a sejtbe. Hasonlokép-
pen mikroinjektalast is alkalmazhatunk a DNS kézvet-
len bejuttatasira a sejtbe, elényosen kozvetlenill a sejt
magjaba.

A fent emlitett modszerek mindegyikében a transz-
formalds a novényi sejt tenyészetében megy végbe.
A transzformalés lejatszodasa utan a novényi sejtet tel-
Jes novénnyé kell regeneralni. A kalluszokbél vagy pro-
toplasztokbol az érett novény regeneralasara vonatkozo
mébdszerek jol ismertek szamos kiilonboz6 faj esetében
(lasd példaul Handbook of Plant Cell Culture, 1-5. ké-
tet, 19831989 McMillan, N.Y.). Ily médon abban az
esetben, ha a transzformalas mar végbement, szakem-
ber kotelezd tudasahoz tartozik az érett ndvény regene-
ralasa a transzformalt novényi sejtekbdl.

Ujabban mar ismertek olyan modszerek is, amelyek
szerint nem kell sziikségszerden izolalt sejteket, és ez-
utdn ndvényregeneralasi technikdkat alkalmazni a
transzformalas elérésére. Ezeket altaldban ballisztikus
vagy részecskegyorsito modszereknek nevezik, ame-
lyekben DNS-sel bevont fémrészecskéket juttatnak be
a novényi sejtekbe, vagy puskaportoltettel [Klein és
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munkatdrsai: Nature 327, 70—73 (1987)], vagy elektro-
mos kisiiléssel (270 356 szamu eurdpai szabadalmi le-
iras). Ily modon a tenyészetben 1év6 novényi sejteket
vagy ndvény reprodukaldsara szolgaloé szerveket vagy
sejteket — példaul pollent — stabilan transzformalhat-
Jjuk a kérdéses DNS-szekvenciaval.

Bizonyos kétszikl és egyszikii novények esetén a
transzformalas elény6s modszere a DNS direkt felvéte-
le. Igy példaul kukoricaban a tenyésztett sejtek sejtfalat
egy vagy tébb sejtfalat emésztd enzimet, példaul cellu-
l4zt, hemicellulazt vagy pektinazt tartalmazo pufferben
emesztjiik, és ily médon életképes protoplasztokat izo-
lalunk. Az enzimek eltavolitasara a protoplasztokat né-
hanyszor mossuk, majd a kérdéses gént tartalmazo plaz-
mid vektorral 6sszekeverjiik. A sejteket vagy PEG-lal
(példaul 20%-0s PEG 4000), vagy elektroporacioval
transzformalhatjuk. A protoplasztokat nitro-celluldz-
sziirére helyezziik, és taptenyészetként szolgalé bedgya-
zott kukoricasejteket tartalmazé tapkozegen tenyészt-
jlik. 2—4 hét mulva a nitro-cellul6z-sz{ir6n 1évd tenyé-
szeteket mintegy 0,32 pmol/liter imidazolinont tartal-
mazo kozegbe helyezziik, és 1 -2 hénapon keresztiil eb-
ben a kozegben tartjuk. A ndvényi sejteket tartalmazo
nitro-celluloz-sziir6ket herbicideket és tapanyagsejte-
ket tartalmazo friss kozegbe vissziik at hetenként.
A nem transzformalt sejtek novekedése megsziinik, és
néhany hét utan elpusztulnak.

A taldlmény szerinti megoldas nyilvanvaloan barmi-
lyen tipust, mind egyszikii, mind kétszik@ névény
transzformalasara alkalmazhatd. A herbiciddel szembe-
ni rezisztencia transzformalasat példaul az alabbi kultir-
novények esetében végezhetjik: kukorica, buza, rizs,
koles, zab, arpa, cirok, napraforgd, édesburgonya, lucer-
na, cukorrépa, Brassica fajtak, paradicsom, bors, szdja-
bab, dohény, dinnye, siit6tok, burgonya, foldimogyord,
borsod, gyapot vagy kakad. Az 0j szekvencidkat diszno-
vényfajok, példaul rozsa, és fafajtak, példdul feny6 és
nyérfa transzformalasara is alkalmazhatjuk.

A talalmény szerinti 0j szekvencidk novénygene-
tikai kutatasokban szelektalhat6 markerként is hasznal-
hatok. igy példaul a novények transzformalasanal az
imidazolinonrezisztenciat kodolo szekvencidkat egy ki-
vant génhez kothetjik, amelyet imidazonilonnal szem-
ben érzékeny célndvénysejtek transzformaldsira aka-
runk alkalmazni. Az imidazolinonrezisztenciat biztosi-
to szekvenciat €s a kérdéses gént egyarant tartalmazé
konstruktumot a névényi sejtbe bevissziik, és a névényi
sejteket ez utdn az imidazolinon inhibitor mennyiségé-
nek jelenlétében tenyésztjiik. Ugy is eljarhatunk, hogy
a kérdéses masodik gént egy kiilonalldé plazmidban ko-
transzformaljuk a gazdasejtekbe. A kezelést t1lél§ no-
vényi sejtek feltehetGen megszerezték a rezisztencia-
gént és a kérdéses gént egyarant, és csak a transzfor-
ménsok élik tal a herbiciddel végzett szelekcids elja-
rast. A sikeres transzformalas meger8sitését és a két
gén expresszalasat a genomialis DNS Southern blot hib-
ridizécidjaval, PCR-technikaval vagy a gének fenotipu-
sos expresszidjanak megfigyelésével erdsithetjikk meg.

A taldlmanyt kozelebbr6! az aldbbi példakkal ismer-
tetjiik a korlatozés szandéka nélkiil.
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1. példa

Teljes novény herbicidrezisztencidjanak megerdsité-

se X112-ben

Az X112 névényeket 10 napos koruktol a V3 leve-
les fejlédési szakaszig [4—5 levél, amelyek koziil ha-
romnak lathato levélhartydja (liguldja) van] kezeljikk
a herbiciddel. Az imazetapirt 2000, 500, 250, 125 és
62,5 g/ha dozisban alkalmazzuk. A klor-szulfuront 32,
16, 8, 4 és 2 g/ha doézisban alkalmazzuk. A novényeket
posztemergens modon 400 1/ha permettérfogattal kezel-
jilk. Permetezés utan a ndvényeket iiveghdzba helyez-
ziik tovabbi megfigyelés céljabol.

X112 ndvények nem reagaltak az imazetapir kezelés-
re egyetlen koncentricioban sem, azonban nem figyel-
tink meg fokozott rezisztenciat kldr-szulfuronnal szem-
ben. Igy az X112 szelektiv rezisztencist mutat imidazo-
linonnal szemben a teljes névény szintjén (14sd 1. abra).

Azt is kimutattuk, hogy az X112-ben a rezisztencia
egy sejtmagi gén egyetlen dominans alléljeként 6rokls-
dik. Heterozigota rezisztens XI12-t 6nbeporoztunk, és
a beltenyésztett utddok a sejtmaggén egyetlen domi-
nans all¢ljére vart 3 rezisztens: 1 érzékeny aranyban val-
tak szét. Ebben a vizsgdlatban a szegregdl6dé magonco-
kat posztemergens modon halalos dozisti imazetapirral
(125 vagy 250 g/ha) permeteztiik, a fent ismertetett per-
metezési eljaras szerint, hogy megallapitsuk a reziszten-
cia szétvalasat.

2. példa

AHAS-extrakcio

Az X112 magjait 80 °C nappali/éjszakai h6mérsékle-
ten és 15 6rads megvildgitasi periddust biztosité tiveg-
hazban vetjiik a talajba. A novényeket az tiltetés utdn
2 héttel begytjtjik. Az AHAS extrakcidjara a hajtas
bazalis részét hasznaljuk. 5 g szévetet cseppfolyds nit-
rogénben elporitunk, majd AHAS vizsgalati pufferben
homogenizéaljuk, amely 10 ml/1 piruvatot, 5 mmol/l
magnézium-kloridot, 5 mmol/l EDTA-t, 100 pmol/l
FAD-ot (flavin-adenin-dinukleotidot), 1 mmol/l valint,
1 mmol/l leucint, 10% glicerint és 10 mmol/l ciszteint
pufferbdl (pH 7,5) all. A homogenizatumot 10 000 for-
dulat/perc sebességgel 10 percen keresztill centrifugal-
juk, a felithisz6 3 ml-ét felvissziik egy ekvilibralt Bio-
Rad Econo-Desalting oszlopra (10 DG) és 4 ml AHAS
vizsgélati pufferrel eludljuk.

Az AHAS-aktivitast az acetolaktat termék meghata-
rozasaval mérjilk, miutén sav jelenlétében dekarboxi-
lezéssel acetoinnd alakitottuk. A standard reakcidelegy
az enzimet 100 mmol/l natrium-piruvatot, 10 mmol/]
magnézium-kloridot, 1 mmol/l tiamin-pirofoszfatot,
10 umol/l FAD-ot és a kiilénb6z6 inhibitorok megfele-
16 koncentraciéit tartalmazé 50 mmol/l koncentracioji
kalium-foszféat-pufferben (pH 7,0) tartalmazza. Ezt az
elegyet 37 °C-on 1-3 6ran keresztiil inkubaljuk a kisér-
lettd] fiiggben. Az inkubicids periddus végén a reak-
ci0t kénsav hozzaadasaval allitjuk le, amellyel a reak-
cidelegyben 0,85% kénsav végkoncentraciot allitunk
be. A reakcidterméket 60 °C-on 15 percen keresztiil
dekarboxilezziik. A képz8dott acetoint 0,17% kreatin-
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nal és 1,7% 1-naftol/4 n natrium-hidroxiddal végzett
inkubaléssal hatarozzuk meg. A képz6dott szines komp-
lex abszorpcigjat 520 nm-en mérjik.

A B73, A619 vagy egyéb vad tipusu kukoricavonal-
bol szarmazd AHAS-aktivitas erésen érzékeny az ima-
zetapir (PURSUITR) altali gétlasra, az I5, koncentracio
1 pmol/l (lasd 1. abra). A fenti eredményekkel szemben
az XI12 70—-80%-os enzimaktivitast mutat még a legma-
gasabb (100 pmol/l) PURSUITR vagy ARSENALR
(imazepir) koncentracidknal is, és 70% aktivitast
SCEPTERR (imazekin) jelenlétében. Ezek az eredmé-
nyek szazszoros novekedést mutatnak X112 AHAS-ak-
tivitdsanak imazetapirral szembeni tir6képességében az
A619-bdl szarmazé in vitro AHAS-aktivitdssal Gsszeha-
sonlitva. A két vonalbol szarmazé AHAS-aktivitasok ér-
zékenysége szulfonil-karbamidokkal szemben eltérd ké-
pet mutat. OUSTR (szulfometuron-metil) 100 nmol/1 kon-
centraciojanak jelenlétében az XI12 AHAS-aktivitasa
csak 15-20%. Az A619 AHAS-aktivitasa OUSTR jelen-
létében 5-10% és PURSUITR jelenlétében 15-20%
(lasd 1. 4bra).

3. példa

X112 AHAS-gének klonozdasa

Imidazolinonrezisztens kukorica szovettenyészet
vonalbél szarmazé X112 mutans magjait elvetjik; az
ezekb6l kapott ndévények lathatolag a mutins AHAS
fenotipusra szegregalodnak. Homozigotarezisztens
maganyag el6allitdsa céljabdl az X112 mutins noveé-
nyek populéciojat 6nbeporozzuk. Harom egymast kove-
t6 tenyésztési szezon sordn herbicidrezisztencia szem-
pontjabol szelektalva, a kapott magok a mutans
AHAS-génre nézve homozigotak. A homozigdta mago-
kat osszegytjtjiik s az AHAS-gén izolalasara alkalma-
zott magoncok nevelésére hasznaljuk.

A DNS-t a homozigota XI12 7 napos elszintelene-
dett magoncaibdl extrahaljuk. 60 g ndvényi szovetet
cseppfolyds nitrogénben poritunk, és 108 ml DNS-
extrakcios puffer [1,4 mol/1 natrium-klorid, 2,0% Ctab
(hexadecil-trimetil-ammoénium-bromid), 100 mmol/l
Tris-HCl, pH 8,0, 20 mmol/l EDTA, 2% merkapto-
etanol] és 54 ml viz elegyébe 4tvissziik. 50-60 °C-on
30 percen keresztiil inkubdljuk a szuszpenzi6t, majd
azonos térfogatu kloroformmal extrahdljuk. A DNS-t
azonos mennyiségili precipitacios puffer (1% Ctab,
50 mmol/] Tris-HCI pH 8,0, 10 mmol/l EDTA) hozza-
adasaval kicsapjuk. A genomialis DNS tisztitdsara nagy
fordulatszamu centrifugélast végziink 6,6 mol/l cézium-
kloridban és etidium-bromidban (Ti80 rotor, 50 000 for-
dulat/perc, 20 °C, 24 6ra). A tisztitott DNS-t soval te-
litett butanollal extrahaljuk, és 25 o6ran keresz-
til dializaljuk 1 liter dializispufferrel (10 mmol/l
Tris-HCI, pH 8,0, 1 mmol/t EDTA, 0,1 mol/1 natrium-k-
lorid) szemben, hdromszori cserével. Az XI12 geno-
miélis DNS koncentracidja spektrofotometrids meghata-
rozds szerint 310 mg/ml. A hozam 0,93 mg.

Az X112 genomidlis DNS-t alkalmazzuk genomia-
lis konyvtar elGallitisara EMBL -3 fagban. A DNS-t
részlegesen emésztjik Mbol-gyel, és a fragmenseket
szachar6zgradiensen valasztjuk szét 8 és 22 kb kozétti
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méretekre az EMBL -3 BamHI helyére valo klonozés
el6tt. 2,1 x 106 egymastol fiiggetlen kiont kapunk, majd
a konyvtarat egyszer megsokszorozzuk. A konyvtar tite-
re 9 x 1010 pfu/ml.

Az X112 kényvtar analiziséhez probak eldallitasara
egy W22 (vad tipus) cDNS-konyvtarat lambda-gtl1-
ben (forgalmazza a Clontech Inc., CA) szfirink egy
800 nukleotid hosszisagn BamHI prébaval, amelyet
Arabidopsis AHAS genomiilis klonbél izolaltunk.
A fagokat 50 000 pfu/15 cm lemez siiriséggel széleszt-
jiik, nitro-celluléz-szirdkre visszik, és 0,2% SDS-t tar-
talmazé 6 x SSC-vel két oran keresztiil elBhibridizal-
Juk, majd az Arabidopsis AHAS-prébaval hibridizaljuk
0,2% SDS-t tartalmaz6 6 x SSC-ben, 1 éjszakan keresz-
tiill. Egy pozitiv fagot azonositunk, amelyet tovabb tisz-
titunk, és egy 1,1 kb hosszisagi EcoRI fragmens szub-
klénozasara hasznaljuk. Az 1,1 kb hosszisaga EcoRl
fragmenst pGemA —4-be szubklonozzuk, és probaként
hasznaljuk az X112 AHAS-gének azonositasara.

Az XI12 genomidlis konyvtarat 12 db 15 cm-es le-
mezre szélesztjiik 50 000 pfuw/lemez koncentricidban
€s W22 AHAS cDNS probaval szirjiikk. A sziir6ket
2 oréan keresztiil el6hibridizaljuk, majd 1 éjszakan ke-
resztiil hibridizaljuk ChurcH pufferben (0,5 mol/1 nat-
rium-foszfat, 1 mmol/l EDTA, 1% BSA, 7% SDS)
65 °C-on, és 65 °C-on mossuk, 0,2% SDS-t tartalmazo
2xSSC-vel, és 0,2% SDS-t tartalmazé 0,3xSSC-vel.
Osszesen 7,5x105 megvizsgalt telepbdl 12 pozitiv
plakkot kapunk, és 5 pozitiv klont tovabb tisztitunk és
izolalunk Chisholm [BioTechniques 7, 21-23 (1989)]
modszerével. A Southern blot analizis (2. 4bra) azt mu-
tatja, hogy a fagklonok két tipusi AHAS kléont képvisel-
nek, az 1. tipusi klonok egy nagy Xbal fragmenst tartal-
maznak (>6,5 kb), amely az AHAS ¢DNS probaval hib-
ridizal, és a 2. tipust klonok két, 2,7 és 3,7 kb hossziisa-
gt Xbal fragmenst tartalmaznak, amelyek az AHAS
cDNS prébaval hibridizdlnak. Az X112 DNS genomia-
lis Southern blotja azt bizonyitja, hogy a genomialis
DNS emeésztésével kapott Xbal fragmensek és az
AHAS cDNS prébaval val6 hibridizalassal kapott Xbal
fragmensek megfelelnek a X112 fagklonokban azonosi-
tott Xbal fragmenseknek (lasd 3. dbra). A restrikcios
emésztés és Southern blot analizis azt is bizonyitja,
hogy 5 AHAS-klon koziil egy klon képviseli az
als2 mutdns gént és 4 képviseli az als1 gént.

Az 5-6s kromoszoéman elhelyezkedé mutins 16kusz-
nak (12/8A klén) és a 4-es kromoszéman elhelyezkedd
nemmutédns lokusznak (12/17A klon) megfeleld
AHAS-géneket szubklonozzuk Pstl fragmensként
(12/8A klon) vagy Xbal fragmensként (12/17A) a
pBluescript 11 KSm13(+) szekvendlovektorba (pks+;
Stratagene). A 12/17A fagbol kapott 2,7 kb és 3,7 kb
Xbal fragmensek koziil mind a ketté egy teljes
AHAS-gén kopiat tartalmaz, amelyeket azonositottunk.
A fragmensek szekvencidjat didezoxiszekvenalassal
(Pharmacia T7 szekvenalokészlet) hatdrozzuk meg, az
AHAS kodoloszekvencidjaval komplementer primere-
ket alkalmazva.

A DNS extrahdlasat, a genomialis konyvtar klo-
nozasat és a konyvtar szlirGvizsgalatat az XI12 ge-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

nomialis DNS-re ismertetett modszerekkel végezziik.
A B73 AHAS-géneket Xbal fragmensként szubklonoz-
zuk a pKS+ szekvenilovektorba és szekvenaljuk.
A szekvenciét didezoxiszekvenaldssal hatirozzuk meg,
az AHAS kodolészekvencidjaval komplementer pri-
merek alkalmazasaval, az X112 AHAS-génekre leirtak
szerint.

Egy W22 genomialis konyvtarat EMBL3-ban (for-
galmazza a Clontech Inc., CA) sziiriink. A fagokat
50 000 pfw/17,8 cm lemez sirtiséggel szélesztjik, nit-
ro-celluldz-szirbkre vissziik, és a W22 AHAS cDNS
probaval hibridizaljuk a fent leirtak szerint (elhibridi-
zalasi és hibridizalasi koriilmények: 6xSSC, 0,5%
SDS, 1xDenhard-féle puffer, 100 mg/ml borju thymus
DNS, 65 °C; mosasi korilmények: 3xSSC, 0,2% SDS
2 oran keresztiil 65 °C-on és 0,3xSSC, 0,2% SDS
2 6ran keresztiil). Két pozitiv fagot (12/1A és 12/4-4)
azonositunk és tovabb tisztitunk.

A 12/1A W22 genomialis klont két 0,78 kb hossziisa-
gu (pGemA-4) és 3,0 kb hosszisigh (pGemA-14;
Promega) Sall fragmensként szubklénozzuk a pGem-
A2 vektorba, és 6,5 kb Xbal fragmensként a pKS+ vek-
torba (pCD200). A W22 AHAS-gén kédoldszalanak
szekvencigjat a 12-1A fag pGem A-14 és pGem
A—4 szubklénjaibdl készitett beillesztett deléciok di-
dezoxiszekvenaldsaval hatdrozzuk meg. Ezt a szekven-
ciat alkalmazzuk az AHAS nemkodolé szélaval komp-
lementer oligonukleotidszekvencidk tervezésére.
A nem-ko6dol6 szal szekvencidjat a pCD200 klon dide-
zoxiszekvenalasaval kapjuk meg a kodoloszallal komp-
lementer primerek alkalmazasival. A W22 AHAS-gén
szekvenalasanak kiegészitése utan mindkét DNS-szal
primerjeit megtervezziik, és az X112 és B73 genomialis
konyvtarakbol izolalt AHAS-gének szekvenédlasira
alkalmazzuk.

4. példa

QJ22 AHAS-gének klonozdsa

Az imidazolinonokkal szemben szelektiven rezisz-
tens QJ22 kukoricavonalban az AHAS-t kddold gének
szekvencidjat szintén meghatarozzuk. A QJ22 geno-
mialis konyvtaradt egy EMBL3 vektorban készitjiik el.
800 000 fagbol allé konyvtirat szdrink egy 850 kb
hosszisagn Sall/Clal nukleotidfragmenssel, amelyet a
vad tipust W22 kukoricavonalbol szarmazé A4 AHAS-
klénbol izolaltunk. 5 pozitiv fagot kiemeliink, és egy
masodik szlirGvizsgalatnak vetlink ald a fig részleges
tisztitasa céljabol. A részlegesen tisztitott fagot PCR-rel
analizdljuk annak meghatirozasara, hogy van-e kéztiik
olyan klon, amely a QJ22 als! gént képviseli. Ezeket a
klonokat 3,7 kb hosszisagu Xbal fragmens formajaban
azonositjuk, amely egyetlen génre specifikus Smal he-
lyet tartalmaz 495-6s helyzetben. A mésodik sz{ir6vizs-
galat azt jelzi, hogy egyetlen pozitiv klon rendelkezik a
fenti jellemzdkkel.

A PCR-terméket kereskedelmi forgalomban 1évé
készlettel (Magic PCR Preps, Promega) tisztitjuk, és a
tisztitott DNS-t Taq polimerazszekvenélé rendszerrel
(fmol, Promega) szekvenaljuk. A QJ22 mutins AHAS
DNS mindkét szalanak szekvenciaanalizise mutatja a
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G —> A nukleotidcserét a 621-es aminosavat kédold
kodonban. Ez a mutaci6é azonos az XI12-ben lathatd
mutacidval, és a szekvencia fennmaradé része az alsl
génre jellemz6.

A mutins AHAS-gének szekvencidjat 6sszehason-
littuk a B73 és W22 vad tipusti kukoricavonalakbol
kapott szekvencidkkal (7. dbra). Az XI12 mutins gén
(XI12/8A) és a QJ22 mutans gén és a vad tipust gén
mindenben megegyezik, kivéve a 621-es helyzetben
1évé aminosav valtozasat, melyet egyetlen nukleotid
cseréje okoz, mégpedig az AGT cseréje AAT-re (lasd
8. 4brat). Az XI12 mutins XI12/8A és a vad tipust
B73/7-4 gén egy tovabbi killénbséget is mutat 63-as
helyzetben. Ezzel szemben az X112/17A-ba klénozott
nemmutans XI12 AHAS-gén teljesen homolog a megfe-
lelé B73/10—2-vel, az érett AHAS-proteint kodold ré-
gidban (adatokat nem kozliink).

Az alabbi biologiai anyagokat az American Type

Culture Collectionnél (12301 Parklawn Drive, Rock-
ville, Maryland, 20857) helyeztik letétbe:
E. coli XLI Blue hordozéplazmid pX12/8A, 1991. ji-
lius 3-4n letétbe helyezve, letéti szam: ATCC 68643 és
X112 kukoricamag 1991. jhlius 16-4n letétbe helyezve,
letéti szam: ATCC 75051.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Nukleinsavszekvencia, amely egyszik(i nové-
nyekben funkcionalis AHAS-enzimet kodol, azzal jelle-
mezve, hogy az enzim a vad tipust egyszikii AHAS-
enzimhez viszonyitva egyetlen aminosavhelyettesitést
tartalmaz, amely a kukorica-AHAS-enzimben 621-es
helyzetben, az egyéb egyszikii AHAS-enzimekben az
ennek megfeleld helyzetben van, amely aminosavhe-
lyettesités az enzimnek imidazolinon-specifikus rezisz-
tenciat biztosit.

2. Az 1. igénypont szerinti nukleinsavszekvencia,
azzal jellemezve, hogy az egyszikd novény a kukorica,
€s a helyettesités a vad tipust kukorica AHAS-enzim
621-es helyzetében van.

3. A 2. igénypont szerinti nukleinsavszekvencia, az-
zal jellemezve, hogy a helyettesitett aminosav az asz-
paragin.

4. Egyszikd ndvényekben funkcionalis AHAS-en-
zim, azzal jellemezve, hogy a vad tipusu egyszikd
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AHAS-enzimhez viszonyitva egyetlen aminosavhelyet-
tesitést tartalmaz, amely a kukorica AHAS-enzimben a
621-es helyzetben, az egyéb egyszik(i AHAS-enzimek-
ben az ennek megfelelS helyzetben van, amely amino-
savhelyettesités az enzimnek imidazolinon-specifikus
rezisztenciét biztosit.

5. A 4. igénypont szerinti enzim, azzal jellemezve,
hogy az egyszikii ndvény a kukorica, és a helyettesités
a vad tipust kukorica AHAS-enzim 621-es helyzetében
van.

6. Az 5. igénypont szerinti enzim, azzal jellemezve,
hogy a helyettesitett aminosav az aszparagin.

7. Transzformaldvektor, azzal jellemezve, hogy egy
1. igénypont szerinti nukleinsavszekvenciat tartalmaz.

8. Gazdasejt, azzal jellemezve, hogy egy 1. igény-
pont szerinti nukleinsavszekvenciat vagy egy 7. igény-
pont szerinti vektort tartalmaz.

9. A 8. igénypont szerinti gazdasejt, azzal jellemez-
ve, hogy az n6vényi sejt vagy bakterialis sejt.

10. Specifikusan imidazolinonrezisztens transzgeni-
kus érett ndvény, vagy annak magja vagy pollenje, az-
zal jellemezve, hogy egy 1. igénypont szerinti nuklein-
savszekvenciat tartalmaz.

11. Eljaras specifikus imidazolinonrezisztencia kiala-
kitdsara ndvényi sejtekben, azzal jellemezve, hogy a né-
vényi sejtbe egy 1. igénypont szerinti nukleinsavszek-
venciat visziink be.

12. Eljaras specifikusan imidazolinonrezisztens
transzgenikus novények tenyésztésére, azzal jellemez-
ve, hogy a géntranszformacids események eredménye-
ként a 4. igénypont szerinti enzimet termel§ névényt
imidazolinon inhibitorkoncentraciojanak jelenlétében
tenyésztjiik.

13. Eljaras egy kivant génnel sikeresen transzfor-
malt gazdasejtek szelektalasara, azzal jellemezve, hogy
a gazdasejtekbe a kivant gént egy 1. igénypont szerinti
nukleinsavszekvencidhoz kététten, vagy ahhoz nem ké-
totten, de egy 1. igénypont szerinti nukleinsavszekven-
cia jelenlétében transzformaljuk, a sejteket imidazoli-
non inhibitorkoncentracidjanak jelenlétében tenyészt-
Jjuk, és a taléld sejteket mint a kivant gént tartalmazo
sejteket azonositjuk.

14. Nukleinsavszerkezet, azzal jellemezve, hogy
egy 1. igénypont szerinti nukleinsavszekvenciat tartal-
maz egy mezOgazdasagilag hasznos jellemzdt kodold
génhez kotve.
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W22/1A és B73/7-4  5'TAGTG3'
szekvencia:  3'ATCTGS'

XI12/8A szekvencia: 5'TAATG3'
3'ATTACS'
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40 0 60 10 80 90
X X % ¥ ¥ %

ATG GCC ACC GCC GCC GCC GCG TCT ACC GCG CTC ACT GGC GCC ACT ACC GCT GCG
Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Ser Thr Ala Leu Thr Gly Ata Thr Thr Ala Ala

100 110 120 130 140
¥ X X X X

CCC AAG GCG AGG CGC CGG GCG CAC CTC CTG GCC ACC CGC CGC GCC CTC GCC GCG
Pro Lys Ala Arg Arg Arg Ala His Leu Leu Ala Thr Arg Arg Ala Leu Ala Ala

130 160 170 180 190
X ¥ X X X

CCC ATC AGG TGC TCA GCG GCG TCA CCC GCC ATG CCG ATG GCT CCC CCG GCC ACC
Pro Tle Arg Cys Ser Ala Ala Ser Pro Ala Met Pro Met Ala Pro Pro Ala Thr

200 el el 230 240 290
% X ¥ ¥ * X

CCG CTC CG6 CCG TG6 GGC CCC ACC GAT CCC CGC AAG GGC GCC GAC ATC CTC GTC
Pro Leu Arg Pro Trp Gly Pro Thr Asp Pro Arg Lys Gly Ala Asp Ile Leu Val

260 /0 280 290 300
* X X ¥ %

UAG TCC CTC GAG CGC TGC GGC GTC CGC GAC GTC TTC GCC TAC CCC GGC GGC GCG
Glu Ser Leu Glu Arg Cys Gly Vol Arg Asp Val Phe Ala Tyr Pro Gly Gly Ala

310 320 330 340 330 360
X X ¥ X X ¥

TCC ATG GAG ATC CAC CAG GCA CTC ACC CGC TCC CCC GTC ATC GCC AAC CAC CTC
Ser Met Glu Ile His Gin Ala Leu Thr Arg Ser Pro Val Ile Ala Asn His Leu

370 380 390 400 410

¥ ¥ X X X

TTC CGC CAC GAG CAA GGG GAG GCC TTT GCG GCC TCC GGC TAC GCG CGC TEC TCG
Phe Arg His Glu Gln Gly Glu Ala Phe Ala Ala Ser Gly Tyr Ala Arg Ser Ser

6.A abra
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420 430 440 450 460
¥ ¥ b § b 4

GGC CGC GTC GGC GTC TGC ATC GCC ACC TCC GGC CCC GGC GCC ACC AAC CTT GIC
Gly Arg Val Gly Val Cys Ile Ala Thr Ser Gly Pro Gly Ala Thr Asn Leu Val

470 480 490 300 10 ac0
¥ X * X

X X
TCC GCG CTC GCC GAC GCG CTG CTC GAT TCC GTC CCC ATG GIC GCC ATC ACG GGA
Ser Ala Leu Ala Asp Ala Leu Leu Asp Ser Val Pro Met Val Ala Ile Thr Gly

230 940 290 960 270
¥ ¥ X ¥ X

CAG GTG CCG CGA CGC ATG ATT GGC ACC GAC GCC TTC CAG GAG ACG CCC ATC GIC
Gln Val Pro Arg Arg Met Tle Gly Thr Asp Ala Phe Gln Glu Thr Pro Ile Val

a80 290 600 610 620 630
¥ ¥ ¥ * X X

GAG GTC ACC CGC TCC ATC ACC AAG CAC AAC TAC CTG GTC CTC GAC GTC GAC GAC
Glu Val Thr Arg Ser Ile Thr Lys His Asn Tyr Leu Val Leu Asp Val Asp Asp

640 630 660 670 680
¥ * X ¥ X

ATC CCC CGC GTC GTG CAG GAG GCT TTC TTC CTC GCC TCC TCT GGT CGA CCG GGG
[le Pro Arg Val Val Gln Glu Ala Phe Phe Leu Ala Ser Ser Gly Arg Pro Gly

690 700 110 /20 730
X * X ¥ X

CCG GTG CTT GTC GAC ATC CCC AAG GAC ATC CAG CAG CAG ATG GCG GTG CCT GIC
Pro Val Leu Val Asp Ile Pro Lys Asp Ite Gin Gln Gln Met Ala Val Pro Val

140 730 760 710 780 190

X X ¥ ¥ X X

TG0 GAC AAG CCC ATG AGT CTG CCT GGG TAC ATT GCG CGC CTT CCC AAG CCC CCT
Trp Asp Lys Pro Met Ser Leu Pro Gly Tyr Ile Ala Arg Leu Pro Lys Pro Pro

6.B abra

15



HU 218 108 B
Int. CL7: C 12 N 15/60

800 810 820 830 840
¥ X * X X

GCG ACT GAG TTG CTT GAG CAG GTG CTG CGT CTT GTT GGT GAA TCC CGG CGC CCT
Ala Thr Glu Leu Leu Glu Gln Val Leu Arg Leu Val Gly Glu Ser Arg Arg Pro

850 860 870 880 890 900
X X * X * X

GTT CTT TAT GTT GGC GGT GCG TGC GCA GCA TCT GGT GAG GAG TTG CGA CGC TTT
Val Leu Tyr Val Gly Gly Ala Cys Ala Ala Ser Gly Glu Glu Leu Arg Arg Phe

910 920 930 940 930
¥ X ¥ X X

GTG GAG CTG ACT GGA ATC CCG GTC ACA ACT ACT CTT ATG GGC CTC GGC AAC TTC
Val Glu Leu Thr Gly Ile Pro Val Thr Thr Thr Leu Met Gly Leu Gly Asn Phe

90 970 980 990 1000
X ¥ X % X

CCC AGC GAC GAC CCA CTG TCT CTG CGC ATG CTA GGT ATG CAT GGC ACG GTG TAT
Pro Ser Asp Asp Pro Leu Ser Leu Arg Met Leu Gly Met His Gly Thr Val Tyr

1010 1020 1030 1040 1050 1060
X * X X ¥ X

GCA AAT TAT GCA GTG GAT AAG GCC GAT CTG TTG CTT GCA CTT GGT GTG CGG TTT
Ala Asn Tyr Ala Val Asp Lys Ala Asp Leu Leu Leu Ala Leu Gly Val Arg Phe

1070 1080 1090 1100 1110
¥ ¥ * % ¥

GAT GAT CGT GTG ACA GGG AAG ATT GAG GCT TTT GCA AGC AGG GCT AAG ATT GTG
Asp Asp Arg Val Thr Gly Lys Tle Glu Ala Phe Ala Ser Arg Ala Lys Ile Val

1120 1130 1140 1130 1160 1170

¥ X X X X X

CAC GTT GAT ATT GAT CCG GCT GAG ATT GGC AAG AAC AAG CAG CCA CAT GTG TCC
His Val Asp Tle Asp Pro Ala Glu Ile Gly Lys Asn Lys Gln Pro His Val Ser

6.C abra
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1180 1190 1200 1210 1220
X % ¥ % %

ATC TGT GCA GAT GTT AAG CTT GCT TTG CAG GGC ATG AAT GCT CTT CTT GAA GGA
[le Cys Ala Asp Val Lys Leu Ala Leu Gin Gly Met Asn Ala Leu Leu Glu Gly

1230 1240 1250 1260 1270
* * ¥ X ¥

AGC ACA TCA AAG AAG AGC TTT GAC TTT GGC TCA TGG AAC GAT GAG TTG GAT CAG
Ser Thr Ser Lys Lys Ser Phe Asp Phe Gly Ser Trp Asn Asp Glu Leu Asp Gln

1280 1290 1300 1310 1320 1330
X X X X * ¥

CAG AAG AGG GAA TTC CCC CTT GGG TAT AAA ACA TCT AAT GAG GAG ATC CAG CCA
Gln Lys Arg Glu Phe Pro Leu Gly Tyr Lys Thr Ser Asn Glu Glu Ile Gln Pro

1340 1350 1360 1370 1380
* X ¥ ¥ X

CAA TAT GCT ATT CAG GTT CTT GAT GAG CTG ACG AAA GGC GAG GCC ATC ATC GGC
Gln Tyr Ala Ile Gln Vol Leu Asp Glu Leu Thr Lys Gly Glu Ala Ite 1le Gly

1390 1400 1410 1420 1430 1440
X X X X X X

ACA GGT GTT GGG CAG CAC CAG ATG TGG GCG GCA CAG TAC TAC ACT TAC AAG CGG
Thr Gly Val Gly Gln His Gln Met Trp Ala Ala Gln Tyr Tyr Thr Tyr Lys Arg

1430 1460 1470 1480 1490
¥ % ¥ * %

CCA AGG CAG TGG TTG TCT TCA GCT GGT CTT GGG GCT ATG GGA TTT GGT TTG CCG
Pro Arg Gln Trp Leu Ser Ser Ala Gly Leu Gly Ala Met Gly Phe Gly Leu Pro

1500 1910 1520 1930 [540
% % * X X

GCT GCT GCT GGT GCT TCT GTG GCC AAC CCA GGT GTT ACT GTT GTT GAC ATC GAT
Ala Alo Ala Gly Ala Ser Val Ala Asn Pro Gly Val The Val Val Asp Tle Asp

1530 1960 1570 1580 1990 1600
X * ¥ X ¥ X

UGA GAT GGT AGC TTT CTC ATG AAC GTT CAG GAG CTA GCT ATG ATC CGA ATT GAG
Gly Asp Gly Ser Phe Leu Met Asn Val Gln Glu Leu Ala Met Ile Arg Ile Glu

6.0 abra
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1610 1620 1630 1640 1630
X % ¥ ¥ X

AAC CTC CCG GTG AAG GIC TTT GTG CTA AAC AAC CAG CAC CTG GGG ATG GTG GTG
Asn Leu Pro Val Lys Val Phe Val Leu Asn Asn Gln His Leu Gly Met Val Val

1660 1670 1680 1690 1700 1710
X X ¥ X X X

CAG TGO GAG GAC AGG TTC TAT AAG GCC AAC AGA GCG CAC ACA TAC TTG GGA AAC
Gin Trp Glu Asp Arg Phe Tyr Lys Ala Asn Arg Ala His Thr Tyr Leu Gly Asn

1720 1730 1740 1750 1760
X X X % ¥

CCA GAG AAT GAA AGT GAG ATA TAT CCA GAT TTC GTG ACG ATC GCC AAA GGG TTC
Pro Glu Asn Glu Ser Glu Ile Tyr Pro Asp Phe Val Thr Ile Ala Lys Gly Phe

1770 1780 1790 1800 (810
X ¥ X ¥ X

AAC ATT CCA GCG GTC CGT GTG ACA AAG AAG AAC GAA GTC CGC GCA GCG ATA AAG
Asn [le Pro Ala Val Arg Val Thr Lys Lys Asn Glu Val Arg Ala Ala Lle Lys

1820 1830 1840 1850 1860 1870
X ¥ ¥ ¥ ¥ X

AAG ATG CTC GAG ACT CCA GGG CCG TAC CTC TTG GAT ATA ATC GIC CCA CAC CAG
Lys Met Leu Glu Thr Pro Gly Pro Tyr Leu Leu Asp Ite Ile Val Pro His Gln

1880 1890 1900 1910 1920
X X x X X

GAG CAT GTG TTG CCT ATG ATC CCT AAT GGT GGG GCT TTC AAG GAT ATG ATC CTG
Glu His Val Leu Pro Met Ile Pro Asn Gly Gly Ala Phe Lys Asp Met Ile Leu

1930 1940 1990 1960

X ¥ x X

GAT GGT GAT GGC AGG ACT GTG TAC TGATC TAAAA TCCAG CAAG
Asp Gly Asp Gly Arg Thr Val Tyr

6.E abra
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10 2l 30 40 0 60
AACCC TCGCG CCGCC TCCGA GACAG CCGCC GCAAC CATGG CCACC GCCGC CoCCo Coict

AACCC TCGCG CCGEC TCCGA GACAG CCGCC GCAAC CATGG CCACC GCCGC CGCCG CGTICT
ELLLD LLOLD CRERL DERRD TRIEY D00eD 100D TOHED finnd i gt inn
AACCC TCGCG CCGCC TCCGA GACAG CCGCC GCAAC CATGG CCACC GCCGC CGCCG CoTCT
LLLD TELEE DRLRE POLLT 1000 1000 IR0 LO0LL 1Lt 1 1 1
AACCC TCGCG CCGCC TCCGA GACAG CCGCC GCAAC CATGG CCACC GCCGC CGCCG CGTCT

10 80 90 100 110 120
ACCGC GCTCA CTGGC GCCAC TACCG CTGCG CCCAA GGCGA GGCGC CGGGC GCACC TCCTG

ACCGC GCTCA CTGGC GCCAC TACCG CTGCG CCCAA GGCGA GGCGC CGGGC GCACC TCCTG
LLELT DHIE 000D 1000 TRRRY LRURD 1000 T0UID JU0d 10 1y 1
ACCGC GCTCA CTGGC GCCAC TACCG CTGCG CCCAA GGCGA GGCGC CGGGC GCACC TCCTG
LLLD TRERT IO EALID DRIOD 13ET D000 LRI BURD tn fen 1l
ACCGC GCTCA CTGGC GCCAC TACCG CTGCG CCCAA GGCGA GGCGC CGGGC GCACT TCCTG

130 140 190 160 170 180
(CCAC CCLCC GCGCC CTCGC CGCGC CTATC AGGTG CTCAG CGGCG TCACC CGCCA TGCCG

GCCAC CCGCC GCGCC CTCGC CGCGC CCATC AGGTG CTCAG CGGCG TCACC CGCCA TGCCG
LULEE TLLED DIEED DODRD RRLRL RRCED DRLEL DRALL TRRLE et ot 1
GCCAC CCGCC GCGCC CTCGC CGCGC CCATC AGGTG CTCAG CGGCG TCACC CGCCA TGCCG
LELLE DOED ELLLD D0EY TREED LOLEL LLOen DTURLL 10O 1 1 1t
GCCAC CCGCC GCGCC CTCGC CGCGC CCATC AGGTG CTCAG CGGEG TCACC CGCCA TGCCG

190 200 210 22l 230 240
ATGGC TCCCC CGGCC ACCCC GCTCC GGCCG TGGGO CCCCA CCGAT CCCCG CAAGG GCGCC
i ) )

ATGGC TCCCC CGGCC ACCCC GCTCC GLCCG TGGGO CCCCA CCGAT CCCCG CAAGG GCGCC
LULEL TLEED ELED CORD DOERL TOOLY LOLLD Lhedn 1000t i 1 1l
ATGGC TCCCC CGGCC ACCCC GCTCC GGCCG TGGGG CCCCA CCGAg CCCCG CAAGE GiGCt
LULEL TLOED DOLEE DORRE TRRLE TR0 100 1t 1 ne g 11l
ATGGC TCCCC CGGCC ACCCC GCTCC GGCCG TGGGG CCCCA CCGAT CCCCG CAAGG GCGCC

7A abra
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2a0 260 270 280 290 300
GACAT CCTCG TCGAG TCCCT CGAGC GCTGC GGCGT CCGCG ACGTC TTCGC CTACC CCGGE

GACAT CCTCG TCGAG TCCCT CGAGC GCTGC GGCGT CCGCG ACGTC TTCGC CTACC CCGGC
I HED T T0 T TOILD LI (el gy ped ten (il
GACAT CCTCG TCGAG TCCCT CGAGC GCTGC GGCGT CCGCG ACGTC TTCGC CTACC CCGGC
IILLE SOOLE LIOED H0En T PO LR Den A0 1y ik 1l
GACAT CCTCG TCGAG TCCCT CGAGC GCTGC GGCGT CCGCG ACGTC TTCGE CTACC CCGGC

30 320 330 340 350 360
GGCGC GTCCA TGGAG ATCCA CCAGDL CACTC ACCCG CTCCC CCGTC ATCGC CAACC ACCTC

GGCGC GTCCA TGGAG ATCCA CCAGG CACTC ACCCG CTCCC CCGTC ATCGC CAACC ACCTC
T 1L TLEED TIUED 100 10D DHILD 100 J08D 1L 10 1l
GGCGC GTCCA TGGAG ATCCA CCAGG CACTC ACCCG CTCCC CCGTC ATCGC CAACC ACCTC
LLLL LLLLD DORRD POOED TOLIL D0eey ROt 10y Aneen 1ttt il
GGCGC GTCCA TGGAG ATCCA CCAGG CACTC ACCCG CTCCC CCGIC ATCGC CAACC ACCTC

370 380 390 400 410 420

TTCCG CCACG AGCAA GGGGA GGCCT TTGCG GCCTC CGGCT ACGCG CGCTC CTCGG GCCGC
)

TTCCG CCACG AGCAA GGGGA GGCCT TTGCG GCCTC CGGCT ACGCG CGCTC CTCGG GCCGE
LLUID LLLED TLELE TOLED RELLD Bel DOedn JR400 10000 1ad 1t 1t
TTCCG CCACG AGCAA GGGGA GGCCT TTGCc GCCTC CGGCT ACGCG CGCTC CTCGG GCCGC
LLLLD LLEED DELED DOOLD LOILED 110D DRID 1hen A0Ien it 1 1t
TTCCG CCACG AGCAA GOGGA GGCCT TTGCG GCCTC CGGCT ACGCG CGCTC CTCGG GCCGL

430 440 450 460 470 480

GTCGG CGTCT GCATC GCCAC CTCCG GECCC GGCGC CACCA ACCTT GICTC CGCGC TCGCC
)

GTCGG CGTCT GCATC GCCAC CTCCG GECCC GGCGC CACCA ACCTT GTCTC CGCGC TCGCC
LLLEE LLLED LLOLE CELEE TRRLD LOOR TLEel fey e s 1t 1
GTCGG CGTCT GCATC GCCAC CTCCG GCCCC GGCGC CACCA ACCTe GTCTC CGCGC TCGCC
LLLLL TELLD TLOLD A000D LRELD LRLRL TLRRn 1000n T 10y 1 1t
GICGO CGTCT GCATC GCCAC CTCCG GCCCC GGCGC CACCA ACCTT GICTC CGCGC TCGCC
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490 300 10 20 330 940
GACGC GCTGC TCGAT TCCGT CCCCA TGGTC GCCAT CACGL GACAG GTGCC GCGAC GCATG

GACGC GCTGC TCGAT TCCGT CCCCA TGGTC GCCAT CACGG GACAG GTGCC GCGAC GCATG
ILHLT TIHID ILA0E R0 LIED LI IO 10y iy it 1y 1
GACGC GCTGC TCGAT TCCGT CCCCA TGGTC GCCAT CACGG GACAG GTGCC GCGAC GCATG
PLLEE TLELE DERLL PERD TRRLL TOe LOLfl 1oty 1 Ly 1
GACGC GCTGC TCGAT TCCGT CCCCA TGGTC GCCAT CACGG GACAG GTGCC GCGAC GCATG

290 60 Al 280 990 600
ATTGG CACCG ACGCC TTCCA GGAGA CGCCC ATCGT CGAGG TCACC CGCTC CATCA CCAAG

ATTGG CACCG ACGCC TTCCA GGAGA CGCCC ATCGT CGAGG TCACC CGCTC CATCA CCAAG
FULEE TELED LDLTE TONRE DEERL TUORD LOL0L L0ERL JUiny fii 1t i
ATTGG CACCG ACGCC TTCCA GGAGA CGCCC ATCGT CGAGG TCACC CGCTC CATCA CCAAG
LD TERLD TUIRL COLL LRIRL TR 1000 10U 00 1 1y
ATTGG CACCG ACGCC TTCCA GGAGA CGCCC ATCGT CGAGG TCACC CGCTC CATCA CCAAG

610 620 630 640 630 660
CACAA CTACC TGGTC CTCGA CGTCG ACGAC ATCCC CCGCG TCGTG CAGGA GGCTT TCTTC

CACAA CTACC TGGTC CTCGA CGTCG ACGAC ATCCC CCGCG TCGTG CAGGA GGCTT TCTTC
ILLD TRERD DRO0D DOLI0 TRANE 100D 1000 10han 100D 10 1
CACAA CTACC TGGTC CTCGA CGTCG ACGAC ATCCC CCGCG TCGTG CAGGA GGCTT TCTTC
FLLED DUTED ERLRL RLOED LRURL TOOLD ELCEL TRI00 10UIn 1t s Hin
CACAA CTACC TGGTC CTCGA CGTCG ACGAC ATCCC CCGCG TCGTG CAGGA GGCTT TCTTC

670 680 690 700 110 120

CTCGC CTCCT CTGGT CGACC GGGGC CGGTG CTTGT CGACA TCCCC AAGGA CATCC AGCAG
)

CTCGC CTCCT CTGGT CGACC GGGGE CGGTG CTTGT CGACA TCCCC AAGGA CATCC AGCAG
LT THEL PRI DAL 10D DRRLD LILIL TEE0D OOt HLieL 1 1
CTCGC CTCCT CTGGT CGACC oGGGC CGGTG CTTGT CGACA TCCCC AAGGA CATCC AGCAG
LLLLD ELELE LELED TOeD LRl RRERL fOnnd henn 1een T 1t
CTCGC CTCCT CTGGT CGACC GGGGE CGGTG CTTGT CGACA TCCCC AAGGA CATCC AGCAG
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130 140 130 160 110 180
CAGAT GGCGG TGCCT GTCTG GGACA AGCCC ATGAG TCTGC CTGGG TACAT TGCGC GECTT

CAGAT GGCGG TGCCT GTCTG GGACA AGCCC ATGAG TCTGC CTGGG TACAT TGCGC GCCTT
LU TEELD TNLEL LONRL ERERD DAY TEORY I0Oer titen puinn i 1
CAGAT GGCGG TGCCT GTCTG GGACA AGCCC ATGAG TCTGC CTGGG TACAT TGCGC GCCTT
LLETD LLLEE TTIED RERLD LRLRD RROLY ERPRL IROLD LI0e 100en 1 1t
CAGAT GGCGG TGECT GICTG GGACA AGCCC ATGAG TCTGC CTGGG TACAT TGCGC GCCTT

190 800 810 820 830 840

CCCAA GCCCC CTGCG ACTGA GTTGC TTGAG CAGGT GCTGC GTCTT GTTGG TGAAT CCCGG
)

CCCAA GCCCC GTGCG ACTGA GTTGC TTGAG CAGGT GETGC GTCTT GTTGG TGAAT CCCGG
TLLD TIULE TIEE B0 PRRE DROED D000 L00Y f00dd i 1yt
CCCAA GCCCC CTGCG ACTGA GTTGC TTGAG CAGGT GCTGC GTCTT GTTGG TGAAT GgCGG
TULLT TRUOD P00TE RO0E PHRRD D0A0D DRORD A0 100D 10 1 b 1l
CCCAA GCCCC CTGCG ACTGA GTTGC TTGAG CAGGT GCTGC GTCTT GTTGG TGAAT CCCGG

850 860 81t 880 890 900
CGCCC TGTTC TTTAT GTTGG CGGTG CGTGC GCAGC ATCTG GTGAG GAGTT GCGAC GCTTT
)

CGCCC TGTTC TTTAT GTTGGO CGGTG GCTGC GCAGC ATCTG GTGAG GAGTT GCGAC GCTTT
LLLLD TOOLL DOLED 10 10 LOLRD TEILY JOO0 RLenL L0yt 1y titd
CGCCC TGTTC TTTAT GTgGG CGGTG GCTGC GCAGC ATCTG GTGAG GAGTT GCGAC GCTTT
LLELD ELOEL DLELL L0 U0 DRRRE CORRY ILEED 100LD et 1t 1t i
CGCCC TGTTC TTTAT GTTGG CGGTG GCTGC GCAGC ATCTG GTGAG GAGTT GCGAC GCTTT

910 920 930 940 930 960
GTGGA GCTGA CTGGA ATCCC GGTCA CAACT ACTCT TATGG GCCTC GGCAA CTTCC CCAGC

GTGGA GCTGA CTGGA ATCCC GGTCA CAACT ACTCT TATGG GCCTC GGCAA CTTCC CCAGC
I IO TR DO T 10 U By L i) it 1
GTGGA GCTGA CTGGA ATCCC GGTCA CAACT ACTCT TATGG GCCTC GGCAA CTTCC CCAGC
LLLED DLELD LDDRE PURRE CRLED TLIny PR Py 1y 1y i 1ty
GTGGA GCTGA CTGGA ATCCC GGTCA CAACT ACTCT TATGG GCCTC GGCAA CTTCC CCAGC
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970 980 990 1000 1010 1020

GACGA CCCAC TGTCT CTGCG CATGC TAGGT ATGCA TGGCA CGGTG TATGC AAATT ATGCA
)

GACGA CCCAC TGTCT CTGCG CATGC TAGGT ATGCA TGGCA CGGTG TATGC AAATT ATGCA
LULIL TLTED T RELRD POOLl LELR 1 1 1 frn dnan 1y
GACGA CCCAC TGICT CTGCG CATGC TAGGT ATGCA TGUgA CGGTG TATGC AAATT ATGCA
PULLL TUOLD TETED LELLL ROOen RRER tLenn e © ity 1t 1
GACGA CCCAC TGTCT CTGCG CATGC TAGGT ATGCA TGGCA CGGTG TATGC AAATT ATGCA

1030 1040 1050 1060 1070 1080
GTGGA TAAGG CCGAT CTGTT GCTTG CACTT GGTGT GCGGT TTGAT GATCG TGTGA CAGGG

GTGGA TAAGG CCGAT CTGTT GCTTG CACTT GGTGT GCGGT TTGAT GATCG TGTGA CAGGG)
FELED TLILD TUOLT SRORD TRRLD LOORD DRI PO0nD f3ann 1pee 1 1t
GTGGA TAAGG CCGAT CTGTT GCTTG CACTT GGTGT GCGGT TTGAT GATCG cGTGA CAGGG)
LD T THOED DRLRE ELORE DROOD DRLLL I0A0D 100 1 fed 1y
GTGOA TAAGG CCGAT CTGTT GCTTG CACTT GGTGT GCGGT TTGAT GATCG TGTGA CAGGG

1090 1100 110 1120 1130 1140
AAGAT TGAGG CTTTT GCAAG CAGGG CTAAG ATTGT GCACG TTGAT ATTGA TCCGG CTGAG

AAGAT TGAGG CTTTT GCAAG CAGGG CTAAG ATTGT GCACG TTGAT ATTGA TCCGG CTGAG
LULLE TTET TLIDD DRLRD PRRED TI0L TREED L000 S00D LA JUIEn Lt
AAGAT TGAGG CTTTT GCAAG CAGGG CTAAG ATTGT GCACG TTGAT ATTGA TCCGG CTGAG
LLUTE EEIEE ARLD LLALD DOERL ROOED CORir 1t pietn 1 i gl
AAGAT TGAGG CTTTT GCAAG CAGGG CTAAG ATTGT GCACG TTGAT ATTGA TCCGG CTGAG

1150 1160 1170 1180 1190 1200
ATTGG CAAGA ACAAG CAGCC ACATG TGTCC ATCTG TGCAG ATGTT AAGCT TGCTT TGCAG

ATTGG CAAGA ACAAG CAGCC ACATG TGTCC ATCTG TGCAG ATGTT AAGCT TGCTT TGCAG
PELLL DEIET TU0LY D000 LOLD LURD EReen J0ett 1000 Uiy e pnt
ATTGG CAAGA ACAAG CAGCC ACATG TGTCC ATCTG TGCAG ATGTT AAGCT TGCTT TGCAG
LEED TLILD TRO0T TOOLD tedn DOOey LREnr I00n 00dn e i 1l
ATTGG CAAGA ACAAG CAGCC ACATG TGTCC ATCTG TGCAG ATGTT AAGCT TGCTT TGCAG
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1210 1220 1230 1240 1230 1260
GGCAT GAATG CTCTT CTTGA AGGAA GCACA TCAAA GAAGA GCTTT GACTT TGGCT CATGG

GGCAT GAATG CTCTT CTTGA AGGAA GCACA TCAAA GAAGA GCTTT GACTT TGGCT CATGG
FLLLE TRLID JLRLD LOOID ILERD TRO0T TRELD DORDE D100nL 1L 1 i
GGCAT GAATG CTCTT CTTGA AGGAA GCACA TCAAA GAAGA GCTTT GACTT TGGCT CATGG
LLELE DLEED ROLRE DOLLD DOORD RLRLE DRLEE LRRLD DREDD 10ttt i
GGCAT GAATG CTCTT CTTGA AGGAA GCACA TCAAA GAAGA GCTTT GACTT TGGCT CATGG

1270 1280 1290 1300 1310 1320
AACGA TGAGT TGGAT CAGCA GAAGA GGGAA TTCCC CCTTG GGTAT AAAAC ATCTA ATGAG

AACGA TGAGT TGGAT CAGCA GAAGA GGGAA TTCCC CCTTG GGTAT AAAAC ATCTA ATGAG
ELLLL DERLD TRRED DUURD DRODD DEOED LORDY TRUID fIORD JII0D 11H0 L0t
AACGA TGAGT TGGAT CAGCA GAAGA GGGAA TTCCC CCTTG GGTAT AAAAC ATCTA ATGAG
LUELD ELLED DORD TORRD L0nD CRLed LRndn LRLeE LRLIn 100ty 1 1t
AACGA TGAGT TGGAT CAGCA GAAGA GGGAA TTCCC CCTTG GGTAT AAAAC ATCTA ATGAG

1330 1340 1330 1360 1370 1380
GAGAT CCAGC CACAA TATGC TATTC AGGTT CTTGA TGAGC TGACG AAAGG CGAGG CCATC

GAGAT CCAGC CACAA TATGC TATTC AGGTT CTTGA TGAGC TGACG AAAGG CGAGG CCATC
LD LELDD TOO0 TROOT IO0RD BIeIn DOIED D0EIn 1hiD 1t nd i
GAGAT CCAGC CACAA TATGC TATTC AGGTT CTTGA TGAGC TGACG AAAGG CGAGG CCATC
TELLE LORLE DEOLD RRLOL PORLD DRRLD DUIRD P00 LI peae 1t 1
GAGAT CCAGC CACAA TATGC TATTC AGGTT CTTGA TGAGC TGACG AAAGDL CGAGG CCATC

1390 1400 1410 1420 1430 1440
ATCGG CACAG GTGTT GGGCA GCACC AGATG TGGGC GGCAC AGTAC TACAC TTACA AGCGG

ATCGG CACAG GTGTT GGGCA GCACC AGATG TGGGC GGCAC AGTAC TACAC TTACA AGCGG
LULLD DELD LOLRD DRELD LRRRD DRELD DIERD DO0DD LILEL 100D h 1
ATCGG CACAG GTGTT GGGCA GCACC AGATG TGGGC GGCAC AGTAC TACAC TTACA AGCGG
LLUTD TLILD REELD DRELD DROL TOELE TI0ID J000) 13en 1yt 1
ATCGG CACAG GTGTT GGGCA GCACC AGATG TGGGC GGCAC AGTAC TACAC TTACA AGCGG
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1450 1460 1470 1480 1490 1300
CCAAG GCAGT GGTTG TCTTC AGCTG GTCTT GGGGC TATGG GATTT GGTTT GECGG CTGCT

CCAAG GCAGT GGTTG TCTTC AGCTG GTCTT GGGGC TATGG GATTT GGTTT GCCGG CTGCT
FLLLD LUERD THOED 100 TOERD LDOEL D00 10000 10 20y 1yt
CCAAG GCAGT GGTTG TCTTC AGCTG GTCTT GGGGC TATGG GATTT GGTTT GCCGG CTGCT
LI TEILT L0000 100D 1008 B0 R0 OE 1 1t i
CCAAG GCAGT GGTTG TCTTC AGCTG GTCTT GGGGC TATGG GATTT GGTTT GCCGG CTGCT

1510 1520 [530 1940 1350 1560

GCTGG TGCTT CTGTG GCCAA CCCAG GTGTT ACTGT TGTTG ACATC GATGG AGATG GTAGC
)

GCTGG TGCTT CTGTG GCaAA CCCAG GTGTT ACTGT TGQTTG ACATC GATGO AGATG GTAGC
PLLLE LOLRD TUiel TRenn TREeY L0 LIR0D IREnD LRLen JLIne 1t Hit
GCTGG TGCTT CTGTG GCaAA CCCAG GTGTc ACTGT TGTTG ACATC GATGG AGATG GTAGC
TULT TUEED LOLLD 10 00 TOREL LOLD LOLED TROLn fOee toeey tuete 1
GCTGG TGCTT CTGTG GCCAA CCCAG GTGTT ACTGT TGTTG ACATC GATGG AGATG GTAGC

1970 1280 1390 1600 1610 1620

TTTCT CATGA ACGTT CAGGA GCTAG CTATG ATCCG AATTG AGAAC CTCCC GGTGA AGGTC
)

TTTCT CATGA ACGTT CAGGA GCTAG CTATG ATCCG AATTG AGAAC CTCCC GGTGA AGGTC
LI THITD HEOID TOORD LI D0IeD IR TR it 1 1yt
TTICT CATGA ACGTT CAGGA GCTAG CTATG ATCCG AATTG AGAAC CTCCC oGTGA AGGTC
TILLE THONE DRRED DOLLL DHOR TOUI THnD Ann 1d tdt 1 1l
TTICT CATGA ACGTT CAGGA GCTAG CTATG ATCCG AATTG AGAAC CTCCC GGTGA AGGTC

1630 1640 1630 1660 1670 1680
TTIGT GCTAA ACAAC CAGCA CCTGG GGATG GTGGT GCAGT GGGAG GACAG GTTCT ATAAG

TTTGT GCTAA ACAAC CAGCA CCTGG GGATG GTGGT GCAGT GGGAG GACAG GTTCT ATAAG
P TUILE LRURD TUOLD LMD HOINE LOUR fRL ReLn HLn 1y
TTTGT GCTAA ACAAC CAGCA CCTGG GGATG GTGGT GCAGT GGGAG GACAG GTTCT ATAAG
CLLLE LD TOREE EROLE TRRRD DOLLD CRLED T3EID LIUDD TRIL 14nL
TTTGT GCTAA ACAAC CAGCA CCTGG GOATG GTGGT GCAGT GGGAG GACAG GTTCT ATAAG
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1690 1700 1710 1720 1730 1740
GCCAA CAGAG CGCAC ACATA CTTGG GAAAC CCAGA GAATG AAAGT GAGAT ATATC CAGAT

GCCAA CAGAG CGCAC ACATA CTTGG GAAAC CCAGA GAATG AAAGT GAGAT ATATC CAGAT
ILLLE TENLE EOEE TONEE DRRRL TRILL LOLIL DUOE 1000 J000 1atan 111
GCCAA CAGAG CGCAC ACATA CTTGG GAAAC CCAGA GAATG AAAGT GAGAT ATATC CAGAT
TLED LTELXE TRORD DEEEL ERERD HO00D DIUR DAL 10000 100 1y 1
GCCAA CAGAG CGCAC ACATA CTTGG GAAAC CCAGA GAATG AAAGT GAGAT ATATC CAGAT

1730 1760 1770 1780 1790 1800
TTCGT GACGA TCGCC AAAGD GTTCA ACATT CCAGC GGTCC GTGTG ACAAA GAAGA ACGAA

TTCGT GACGA TCGCC AAAGG GTTCA ACATT CCAGC GGTCC GTGTG ACAAA GAAGA ACGAA
LLLLL TR LELEL DLORE CORLL BULLY DOLRL DOHIL D0enL e el 1l
TTCGT GACGA TCGCC AAAGG GTTCA ACATT CCAGC GGTCC GTGTG ACAAA GAAGA ACGAA
CLLEL LLTED DELED DERRE DOLEL TLLEY DORRE TI0RL D000 100L 1 1
TTCGT GACGA TCGCC AAAGG GTTCA ACATT CCAGC GGTCC GTGTG ACAAA GAAGA ACGAA

1810 1820 1830 1840 1830 1860
GTCCG CGCAG CGATA AAGAA GATGC TCGAG ACTCC AGGGC CGTAC CTCTT GGATA TAATC

GTCCG CGCAG CGATA AAGAA GATGC TCGAG ACTCC AGGGC CGTAC CTCTT GGATA TAATC
(T TR HEIND O T R0 00D 100 100 1t 1l i
GTCCG CGCAG CGATA AAGAA GATGC TCGAG ACTCC AGGGC CGTAC CTCTT GGATA TAATC
CLILE LLELD PLLED TRLRD DERRD ROURD LLORL RRELY L0On LLer 1 1
GTCC CGCAG CGATA AAGAA GATGC TCGAG ACTCC AGGGC CGTAC CTCTT GGATA TAATC

1870 1880 1890 1900 1910 1920

GTCCC ACACC AGGAG CATGT GTTGC CTATG ATCCC TAATG GTGGG GCTTT CAAGG ATATG
¥

GTCCC ACACC AGGAG CATGT GTTGC CTATG ATCCC TAQTG GTGGG GCTTT CAAGG ATATG
LLELE TELLE TEERD DOLED DROLD DOLRL YOO D000 1000 10y thtan 1t
GICCC ACACC AGGAG CATGT GTTGC CTATG ATCCC TAgTG GTGGG GCTTT CAAGG ATATG
TLLLD TEATE TEODD TOERD ARRLD LOLRL DUERD 3 1 I000L LHOE 10eaL 1t
GTCCC ACACC AGGAG CATGT GTTGC CTATG ATCCC TAATG GTGGG GCTTT CAAGG ATATG
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1930 1940 1930 1960
ATCCT GGATG GTGAT GGCAG GACTG TGTAC TGATC TAAAA TCCAG CAAG

ATCCT GGATG GTGAT GGCAG GACTG TGTAC TGATC TAAAA TCCAG CAAG)
LLLLE FILLE TLERL DODEL TRRLL DRELD LRRLY 10000 1001 1
ATCCT GGATG GTGAT GGCAG GACTG TGTAC TGATC TAAAA TCCAG CAAG)
IILE RLELD DELED TORRD TPHOE THILL 10 el 1 1t
ATCCT GGATG GTGAT GGCAG GACTG TGTAC TGATC TAAAA TCCAG CAAG
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10 20 30 40 30 60
MATAA AASTA LTGAT TAAPK ARRRA HLLAT RRALA APIRC SAASP AMPMA PPATP LRPVG

MATAA AASTA LTGAT TAAPK ARRRA HLLAT RRALA APIRC SAASP AMPMA PPATP LRPWG
HUOTE THILE DD 1 10D 100D DO D000 LOLD 00000 1LhE 1LRLL 1t
MATAA AASTA LTGAT TAAPK ARRRA HLLAT RRALA APIRC SAASP AMPMA PPATP LRPVG
LI LEOLE TRLLE DOLEL TLRLD ADLLL PERLD 00 20000 3000 Lt 1in
MATAA AASTA LTGAT TAAPK ARRRA HLLAT RRALA APIRC SAASP AMPMA PPATP LRPHG

70 80 90 100 110 120

PTOPR KGADI LVESL ERCGY RDVFA YPGGA SMEIH GALTR SPVIA NHLFR HEQGE AFAAS
#

PTDPR KGADI LVESL ERCGV RDVFA YPGGA SMEIH QALTR SPVIA NHLFR HEQGE AFAAS
LUTL LLELE ERLID 0D LR TOARL LOU0D BRLLE LIUIE D00dD a0 11
PTePR KGADI LVESL ERCGV RDVFA YPGGA SMEIH GALTR SPVIA NHLFR HEQGE AFAAS
IV TELE DO TUELD DOEEL TOLLE LOORL B0 LHLD 10t 1100 1ty
PTDPR KGADI LVESL ERCGV RDVFA YPGGA SHEIH GALTR SPVIA NHLFR HEQGE AFAAS

130 140 130 160 170 180
GYARS SGRVG VCIAT SGPGA TNLVS ALADA LLDSV PMVAI TGQVP RRMIG TDAFQ ETPIV

GYARS SGRVG VCIAT SGPGA TNLVS ALADA LLDSV PHVAI TGQVP RRMIG TDAFQ ETPIV
TLCED TRLDE PLEEL LRURL DURLY LU0T 000D LHIn L0 ELLL 0L
GYARS SGRVG VCIAT SGPGA TNLYS ALADA LLDSV PMYAI TGQVP RRMIG TDAFQ ETPIV
DLILL TELLD TLEE LRERD DERLD LLLLL DLLLL COLPD D0LD L0LLL 1hede 1t
GYARS SGRVG VCIAT SGPGA TNLVS ALADA LLDSV PHVAI TGRVP RRMIG TDAFQ ETPIV

190 200 210 22l 230 240
EVIRS ITKHN YLVLD VDDIP RVVQE AFFLA SSGRP GPVLV DIPKD 1QQOM AVPVW DKPMS

EVIRS ITKHN YLVLD VDDIP RVVQE AFFLA SSGRP GPVLY DIPKD 10GQM AVPVW DKPHS
LI LEREE TR ETED HLRLD LOO0L (00D Tt L 1 i
EVIRS [TKHN YLVLD VDDIP RVVQE AFFLA SSGRP GPVLV DIPKD 1Q0QM AVPVW DKPMS
LLILE THELE TERED TORRE DROLY TLINY DL00D LRees L 1t 1 ity
EVIRS TTKHN YLVLD VDDIP RVVQE AFFLA SSGRP GPVLV DIPKD 10QQM AVPVW DKPMS
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2ol 260 270 280 290 300
LPGYT ARLPK PPATE LLEQV LRLVG ESRRP VLYVG GGCAA SGEEL RRFVE LTGIP VTTTL

LPGYT ARLPK PPATE LLEGV LRLVG ESRRP VLYVG GGCAA SGEEL RRFVE LTGIP VITIL
LILLE TUELD LERTE ELERL LLLRL LLULD DUORD $00e) 10 10 L 1
LPGYI ARLPK PPATE LLEQV LRLVG ESRRP VLYVG GGCAA SGEEL RRFVE LTGIP VTTIL
S T N N T N T I I R VI S AV SR I E R R R AR AT
LPGYL ARLPK PPATE LLEQV LRLVG ESRRP VLYVG GGCAA SGEEL RRFVE LTGIP VITIL

310 320 330 340 350 360
MGLGN FPSDD PLSLR MLGMH GTVYA NYAVD KADLL LALGV RFDDR VTGKI EAFAS RAKIV

MGLGN FPSDD PLSLR MLGMH GTVYA NYAVD KADLL LALGV RFDDR VIGK] EAFAS RAKIV
LULLL TLEEE TELED TELLD LRLRL LOLLE D0LLL LOLED LRLL Lhees fheed 1y
MGLGN FPSDD PLSLR MLGMH GTVYA NYAVD KADLL LALGV RFDDR VIGKI EAFAS RAKIV
R R A R N R E SR I R TS A R E T TS S TS TS TR TR T TR TN
MGLGN FPSDD PLSLR MLGMH GTVYA NYAVD KADLL LALGV RFDDR VIGK] EAFAS RAKIV

3N 380 390 400 410 420
HVDID PAEIG KNKGP HVSIC ADVKL ALOGM NALLE GSTSK KSFDF GSWND ELDOQ KREFP

HVDID PAEIG KNKGP HVSIC ADVKL ALOGM NALLE GSTSK KSFDF GSWND ELDOQ KREFP
I TUHL T D0 TR SU L0 L0 B S0 1 1
HVDID PALIG KNKQP HYSIC ADVKL ALGGM NALLE GSTSK KSFDF GSWND ELDOQ KREFP
DL DEELE TELRE TERD DOEL CLELD LLLOD LBLny et Lt 11 1
HYDID PAEIG KNKQP HVSIC ADVKL ALOGM NALLE GSTSK KSFDF GSWND ELDGQ KREFP

430 440 430 460 410 480
LGYKT SNEET QPQYA QYLD ELTKG EAIIG TGVGR HQMWA AQYYT YKRPR QWLSS AGLGA

LGYKT SNEET QPQYA 1QVLD ELTKG EAITG TGVG HOMVA AQYYT YKRPR QVLSS AGLGA
ILEE TLULE EULED EOLLE IO TELEE L00EL TH00) 100 1L L 1
LGYKT SNEET QPQYA TQYLD ELTKG EAIIG TGVGR HOMWA AQYYT YKRPR QWLSS AGLGA
CLOLE TLLEE LORDE TERLD RIR0D JURAD TRURL DU0LD ARL0L D000 LHEeD 1en
LGYKT SNEET QPQYA IQVLD ELTKG EAIIG TGVG HOMWA AGYYT YKRPR QLSS AGLGA

8.B abra

29



XI12/6A
We2/1A
B73/7-4

XI12/8A

XT12/8A
We2/1A
B73/7-4

XT12/8A
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HU 218 108 B
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490 300 A0 el 330 940
MGFGL PAAAG ASVAN PGVTV YDIDG DGSFL MNVAE LAMIR IENLP VKVFV LNNGH LGMYY

MGFOL PAAAG ASVAN PGVTY VDIDG DGSFL MNVOE LAMIR IENLP VKVFV LNNGH LGV
LILLE LELDD TUDED TUOLE LLEED LOOLD DOLLD A000D 00000 LO0 00 11t
MGFGL PAAAG ASVAN PGVTV VDIDG DGSFL MNVQE LAMIR TENLP VKVFY LNNGH LGMVY
IULED TEUED PELEE LEEE LLILL RLORL DEITE D0 D080 10000 1t 1
MGFGL PAAAG ASYAN PGVTY VDIDG DGSFL MNVAE LAMIR IENLP VKVFY LNNQH LGMVV

30 360 370 80 390 600
UNEDR FYKAN RAHTY LGNPE NESEI YPDFV TIAKG FNIPA YRVTK KNEVR AAIKK MLETP

OWEDR FYKAN RAHTY LGNPE NESEI YPDFV TIAKG FNIPA YRVTK KNEVR AAIKK MLETP
L R I T T S T ST T VTS T VA C T TR VA AN
QVEDR FYKAN RAHTY LGNPE NESET YPDFV TIAKG FNIPA VRVIK KNEVR AAIKK MLETP
PAHELLLLED TLLLE LEEDL ALRLD LLORL DULNL 10000 10 10ede 10 1
GVEDR FYKAN RAHTY LGNPE NESET YPDFV TIAKG FNIPA VRVTK KNEVR AAIKK MLETP

610 620 630
GPYLL DIIVP HQEHV LPMIP NGGAF KDMIL DGDGR TvYx
¥
GPYLL DIIVP HQEHV LPMIP sGGAF KDMIL DGDGR TVY)
DUTE LD T 1O T e 1t
GPYLL DIIVP HQEHV LPMIP SGGAF KDMIL DGDGR TVY)
CHIE T Tt 1 1 11
GPYLL DIIVP HQEHV LPMIP NGGAF KDMIL DGDGR TvY
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