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KIVONAT

A talalmany értelmében egy névényben a himsterilitas
kialakitdsahoz nem biol6giai 1épésként a ndvény
sejtmaggenomjat egy idegen DNS-szekvenciaval, el6-
nyosen egy idegen kimer DNS-szekvenciaval latjak el,
ahol az idegen DNS-szekvencia tartalmaz:

a) egy himsteril DNS-t, amely egy elsé RNS-t, fe-
hérjét vagy polipeptidet kodol, amely az adott novény
porzoszalsejtjében termelédve vagy tultermelédve 1é-
nyegesen megzavarja az adott porzdszalsejt metabo-
lizmusat, funkcidjat és/vagy fejlodését, €s

b) egy elsG promotert, amely alkalmas a himsteril
DNS-nek szelektiven a névény porzdszalsejtjeiben, el6-
ny0sen portok-, pollen- és/vagy szalsejtjeiben, elsésorban

A leirds terjedelme 48 oldal (ezen beliil 29 lap abra)

a tapétum és/vagy portok epidermalis sejtjeiben torténd
kifejezésének irdnyitasara, ahol a himsteril DNS ugyan-
abban az atirasi egységben helyezkedik el, mint a szab4-
lyozaséra szolgal6 elsé promoter; azzal a megszoritassal,
hogy ha az elsé promoter a himsteril DNS-t szelektiven a
pollensejtekben fejezi ki, a transzformalt névény nukles-
ris genomja homozigéta; mialtal a ndvény porzoszalsejt-
jei elpusztulnak vagy tonkremennek, és a novény képte-
lenné¢ vélik fertilis himivarsejtek termelésére.

A talalmény kiterjed himsteril ndvény és szaporito-
anyag eldallitasara, melynek sordn a novényt és a sza-
poritéanyagot az idegen DNS-szekvenciaval transzfor-
malt sejtbdl regeneraljak.
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A taldlmény targya eljaras himsterilitds kialakitsara,
valamint himsteril névény és szaporitoanyag eldallita-
sira, a himsteril névény termesztésére, a hibrid mag
elBéllitasara, tovabb4 a himsterilitast biztosité DNS és
az ezt tartalmazo vektor el8allitisara.

A taldlmény értelmében a sejtmaggenomjaba sejt-
transzformaciéval idegen DNS-szekvenciat visziink be.
Ez az idegen DNS-szekvencia legalabb egy elsé idegen
DNS-t (tovabbiakban himsteril DNS) tartalmaz, amely :
1. olyan els6 RNS-t vagy fehérjét, vagy polipeptidet
kodol, amely a névény porzoszalsejtjeiben termelddve
Jelent8s mértékben megzavarja a porzészalsejtek meta-
bolizmusat, funkciojat és/vagy fejldését és 2. ugyan-
abban az atirdsi egységben talalhaté, mint a szabalyoza-
sara szolgalo elsé promoter, amely szelektiven a no-
vény porzoszalsejtjeiben biztositja a himsteril DNS
kozvetlen kifejezését.

A talalmany tehét olyan, magban himsteril névény-
re és szaporitbanyagira vonatkozik, amelyben az ide-
gen DNS-szekvencia egy idegen kimer DNS-szekven-
cia, amely tovabbi szekvenciaként legalabb egy maso-
dik idegen DNS-szekvenciat (marker DNS) tartalmaz-
hat, amely: 1. egy masodik RNS-t vagy fehérjét, vagy
polipeptidet kodol, amely a novény legalabb egy speci-
fikus sz6vetében vagy sejtjében elfordulva biztositja,
hogy az egész névény kdnnyen megkiilsnbdztethetd le-
gyen az olyan novényektl, amelyek nem tartalmaznak
masodik RNS-t, fehérjét vagy polipeptidet, és 2. ugyan-
abban az 4tirdsi egységben talalhatd, mint a szabalyoza-
sdra szolgdlé masodik promoter, amely a novény leg-
alabb egy specifikus szévetében vagy sejtjében biztosit-
ja a marker DNS kozvetlen kifejezését, és 3. a nvényi
sejtmaggenomon beliil ugyanabban a genetikus sza-
kaszban helyezkedik el, mint a himsteril DNS.

A taldlmény kiterjed az idegen kimer DNS-szekven-
cia eldallitasara, amely legaldbb egy himsteril DNS-t tar-
talmaz, amelyet egy els6 promoter szabalyoz, és amely a
himsteril DNS mellett adott esetben legaldbb egy marker
DNS-t tartalmaz, amelyet egy masodik promoter szaba-
lyoz.

A taldlmény kiterjed tovabba olyan vektor eléallita-
sara, amely a fenti idegen DNS-szekvenciat tartalmazza
¢s ndvényi sejtekbe transzformalhatd, mialtal az idegen
DNS-szekvencia stabilan beépiil a sejtmaggenomijaba.

A talalminy targya tovabba eljards magban him-
steril ndvény és szaporitoanyag el8allitisara, amely
olyan idegen DNS-szekvenciat tartalmaz, amelyben a
himsteril DNS: 1. egy elsé promoter szabalyozasa alatt
van és egy masodik promoter altal szabélyozott marker
DNS-sel azonos genetikai szakaszban helyezkedik el,
2. stabilan beépiilt a novényi sejtmaggenomjaba, és 3.
egy elsé RNS, fehérje vagy polipeptid formajaban sze-
lektiven a n6vény porzdszalsejtjeiben fejezddik ki.

A talalmény tirgya tovibba eljards hibrid magok
el6allitdsara, amelyekbd] hibrid névények fejlédnek,
amelynek soran 1. taldlmany szerinti himsteril névényt,
amelynek maggenomjban olyan marker DNS talalha-
td, amely elénydsen herbicidekkel szembeni reziszten-
cidt biztosito fehérjét kodol, és 2. marker DNS nélkiili
him fertilis névényt kereszteziink. A hibrid magok el6-
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allitdséra vonatkozo, taldlmény szerinti eljaras soran
elénydsen kereskedelmi célra alkalmas, altaliban 1é-
nyegeben véletlenszerl populaciot képz3 magokat alli-
tunk el6 jelentds kézi munka nélkiil.

A taldilmany értelmében elénySsen alkalmazhatd a
novényi genombol szirmazé tapétum specifikus pro-
moter, amely az idegen DNS-szekvencianak a novényi
sejtbe torténd transzformalasat biztositd elsd promoter-
ként alkalmazhato.

A hibridizalés 4ltalinosan alkalmazott eljards olyan
novények eldéllitasara, amelyek a sziilénovények ki-
vant tulajdonsagait egyesitik magukban. A kapott hib-
rid n6vény egyes tulajdonsagokban, igy terméshozam-
ban, kdomyezeti valtozashoz t6rténd alkalmazkoddké-
pességben vagy betegségekkel szembeni ellenallé ké-
pességben gyakran tiltesz a sziilénovényeken. Ez a ké-
pesség az igynevezett heterozis vagy hibrid életképes-
ség. Ennek kovetkeztében a hibridizalast gyakran alkal-
mazzak a f6 kultimdvények, igy a gabona, cukorrépa
¢s napraforgé javitasara. Kiilonboz3 okokbél, els3sor-
ban azért, mert a legtébb névény mind Onbeporzasra,
mind keresztbe beporzasra képes, a hibrid magok el34l-
litasara szolgdl szabalyozott keresztbe beporzas jelen-
t8s 6nbeporzas nélkiil, kereskedelmi méretekben nehe-
zen valdsithaté meg.

A természetben szinte valamennyi kultirnévény egy
ndvényen him és néi szaporodészerveket fejleszt, ame-
lyek altaldban egy virdgon beliil egymdashoz kozel he-
lyezkednek el. Ez okozza az énbeporzast. Néhany no-
vénynél azonban a szaporoddszervek kiilonleges morfo-
logidja miatt kivételesen a keresztbe beporzis részesiil
elényben. Ezek a ndévények fokozott ¢letképességii és
alkalmazkoddképességii hibrid utodokat termelnek.
Ilyen morfologidval rendelkezik példaul a Cannabis ssp.
(kender), ahol a him és néi szaporodészervek kiilén no-
vényen fejlédnek. Hasonléo morfolégiaval rendelkezik
tovabba a Zea mays (kukorica), ahol a him és néi sza-
porodoszervek ugyanazon névény kiilonbozé részein
fejlédnek. Masfajta morfolégidval rendelkezik az Elaeis
guineensis (olajpilma), ahol a him és szaporodoképes
ndi ivarsejtek a novény fejlddésén beliil kiilsnbsz83 ids-
pontokban vélnak szaporodoképessé.

Mias ndvényfajtak, példaul az Ananas comosus (ana-
nasz) a keresztbe beporzast a szaporodészervek kiilénle-
ges fiziologidja miatt részesitik elényben. Ezek a nové-
nyek ugynevezett oninkompatibilis rendszert fejlesztet-
tek ki, amelynek kévetkeztében az egyik nvényhez tar-
toz6 pollen nem képes megtermékenyiteni az ugyanah-
hoz a névényhez vagy mas novényhez, de azonos geno-
tipushoz tartoz6 ndi ivarsejteket.

Mas novényfajok a himsterilitds nevli genom jel-
lemz§ természetes elGforduldsa miatt részesitik elény-
ben a keresztbe beporzast. Ennél a jellemzdénél a né-
vény portokja elkorcsosul, mielétt az Altala termelt pol-
len megérne (M. L. H. Kaul: Male-Sterility in Higher
Plants, Monographs on Theoretical and Applied
Genetics, 10, Springer Verlag, 1987). Ez a természetes
himsterilitas a feltevések szerint egy sor természetes
muticié kovetkezménye, amelyek gyakran recessziv
fogyatékossagot jelentenek, és ez a jellemzd f3ként 6n-
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beporzisra hajlamos ndvényeknél nem tarthaté fenn
egykdnnyen, mivel természetes koriilmények kozott
magok nem termelGdnek.

A természetben a himsterilitas négy f8 tipusa figyel-
heté meg. Mind a négy tipus alkalmazhat6 a mestersé-
ges ndvénynemesité programban, és igy biztosithatjuk,
hogy a kultirnévényeknél, igy a kukoricanal, cukorré-
pandl, olajrepcénél és napraforgondl a hibrid magok
elBallitisa soran keresztbe beporzés torténjen.

Az egyik tipusl himsterilitis a magban kodolt és a
feltételezések szerint recessziv allelomorf génként 6rok-
16dik. Novénynemesitési célbol egy recessziv himsteril
sziiléndvényt ugy driznek meg, hogy heterozigota him
fertilis novénnyel keresztezik, amely szintén tartalmazza
a recessziv himsterilitas allelomorf gént, és igy az uto-
dok 50%-a recessziv himsteril novény. A masik 50%
him fertilis n6vény, ezeket eldobjak a keresztezési prog-
ramban, amely csak akkor végezhetd eredményesen, ha
a recessziv himsterilitas allelomorf gén egy szelektalha-
t6 vagy kimutathaté markerrel egyiitt valasztodik ki.
A 4727219 szamih amerikai egyesiilt dllamokbeli sza-
badalmi leiras a recessziv himsterilitas hibrid kukorica
eldallitasaban torténd alkalmazasat ismerteti,

A sterilitds mésodik tipusa is magban van kédolva, de
dominans allelomorf génként 6rokl3dik. A dominans
himsteril névény elénye a recessziv himsteril névényhez
képest, hogy a dominans himsteril névény him fertilis
novénnyel keresztezve fenntarthaté, amikor is 50%-ban
dominéns himsteril utédok képzSdnek. A dominans,
magban himsteril névény alkalmazhatésiga azonban
korlatozott, mivel a dominans himsteril allelomorf géna
legtdbb esetben (azonos genetikai szakaszon beliil) nem
kapcsolédik szorosan valamely szelektilhaté vagy kimu-
tathaté markerhez.

A himsterilitds harmadik tipusa citoplazmatikusan
van kodolva. A legtobb esetben a citoplazmakéd a no-
vény mitokondridlis genomjéban talalhatd, és csak né-
hény esetben van a kloroplaszt genomon beliil. A cito-
plazmatikusan kédolt himsterilitds 6rokl6dése nem ko-
veti a Mendel-szabalyokat, hanem citoplazmafaktorok-
tol figg. A citoplazmatikusan himsteril névény és him
fertilis ndvény keresztez8désébél kapott utédok vala-
mennyien hordozzik a citoplazmatikus himsteril gént,
es ezért sterilek. Ennek kovetkeztében az ilyen tipusi
ndvények utddai csak akkor rendelkeznek kereskedel-
mi értékkel, ha az utddok termékét nem vetémagként,
hanem névényként, igy diszndvényként vagy cukorré-
paként kivanjak hasznositani.

A himsterilitas negyedik tipusa a nuklearisan kddolt
himsterilitas és a citoplazmatikusan kédolt himsterilitas
kombinéci6ja. A himsterilitast kivalté sejtmagban el6-
fordul6 allelomorf gének altaldban recesszivek, és csak
azok a fenotipusosan himsteril névények, amelyek tar-
talmazzék a himsterilités citoplazma allelomorf génjét,
¢s amelyek a sejtmagbeli allelomorf gén 4ltal kivaltott
himsterilitisra homozig6tak. Az ilyen novényekben a
megfeleld dominans himsterilitast kivalté allelomorf
gének vagy ,termSképesség-helyreallitok” him fertilis
fenotipust eredményeznek. Ennek kévetkeztében az
ilyen tipusii novények himsteril utédai him fertilissé
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alakithatok, ha a himsteril névényeket a termGképesség
helyreallitéit tartalmazé pollennel porozzuk be. Az
ilyen tipusi novények utédainak tehat akkor van keres-
kedelmi jelentGsége, ha a termék maga a mag, vagyis
kukorica, cirok és napraforgd esetében.

Hibrid magok termelése soran altaliban tigy jamak
el, hogy citoplazmatikusan himsteril névényeket és him
fertilis ndvényeket iiltetnek el és valamilyen tton (pél-
daul megkiilonboztetd markerrel) megakadalyozzak,
hogy a keletkez$ hibrid magok nem hibrid magokkal
keveredjenek. A 3842538 szami amerikai egyesiilt 4l-
lamokbeli szabadalmi leirds szerint a hibrid magokat
sziniik alapjan vélasztjak el a nem hibrid magoktél, ami
meglehetSsen hosszadalmas eljaras. A 4351130 szama
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras szerint
a hibrid magoknak nem hibrid magoktél torténd elva-
lasztasat kikiiszébolik, mivel rovid himsteril novényeket
és magas him fertilis novényeket alkalmaznak, majd be-
porzas utin a magas him fertilis novényeket elpusztitjak.
A 4658085, 4517763 és a 4658084 szamu amerikai
egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi leiras szerint citoplaz-
matikusan himsteril névényeket allitanak el6, amelyek
herbicidekkel szemben rezisztensek, majd a him fertilis
novényeket beporzds utin a herbiciddel elpusztitjak.
A 4305225 szam0 amerikai egyesiilt dllamokbeli sza-
badalmi leirds szerint a himsteril rizsnvényeket néve-
kedési hormonnal (példaul giberelinnel) permetezik be,
¢s igy biztositjak a viragot hordoz6 flizérviragzatnak a
rizslevél hiivelyébdl torténd teljes kindvését, ami noveli
a virdgoknak him fertilis névényekrdl szarmazé virag-
port fogado képességét.

Hibrid magok himsteril névényekbd] térténd ismert
eléallitasainal olyan egyszeri és olcs6 médszert keres-
tek, amely: 1. magas hibridmag-termelékenységet biz-
tosit minden himsteril névényre, 2. olyan hibridmag-
populaci6t eredményez, amely szinte kizarélag him fer-
tilis novények viragporabol és himsteril névények csi-
rasejtjébdl szarmazik, és him fertilis névényekbdl szar-
maz6, nem hibrid magoktdl lényegében mentes, 3.
konnyen felhasznélhaté mind himsteril, mind him ferti-
lis ndvények elballitasihoz, és 4. teljes egészében biz-
tositjak a him fertilis névényeknek a himsteril néveé-
nyek beporzdsa utén torténd eltavolitasit vagy elpuszti-
tasat, vagy a him fertilis novények altal eldallitott, nem
hibrid magok elvalasztasit a himsteril novények 4ltal
termelt hibrid magoktol.

A taldlmény szerinti nvényi sejtben a sejtmagge-
nomjat olyan idegen DNS-szekvencidval, elényésen ide-
gen kimer DNS-szekvenciaval transzformaljuk, amely:

a) olyan himsteril DNS-t tartalmaz, amely egy elsé
RNS-t, fehérjét vagy polipeptidet kédol, amely a no-
vény porzoszalsejtjében termelddve jelentés mértékben
megzavarja a porzészélsejt metabolizmusat, funkcijat
és/vagy fejl6dését, és

b) a himsteril DNS mellett olyan elsé promotert
tartalmaz, amely biztositja a himsteril DNS-nek szelek-
tiven a névény porzészalsejtjeiben torténg direkt kifeje-
z€ését, és amely elsG promoter ugyanabban az atirasi
egységben taldlhat6, mint az altala szabalyozott him-
steril DNS.
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A transzformalt sejt sejtmaggenomjaban az idegen
DNS-szekvencia tovabbi komponensként, elénydsen a
himsteril DNS-sel azonos genetikai szakaszon beliil

c) egy marker DNS-t tartalmaz, amely egy mésodik
RNS-t, fehérjét vagy polipeptidet kodol, amely a no-
vény legalabb egy specifikus szovetében vagy sejtjében
eléfordulva biztositja a novénynek a masodik RNS-t,
fehérjét vagy polipeptidet nem tartalmazé novényektsl
torténd konnyt elvalaszthatosagat, és

d) a marker DNS mellett egy masodik promotert
tartalmaz, amely biztositja a marker DNS-nek a no-
veny legalabb egy specifikus szdvetben vagy sejtben
lév kdzvetlen kifejezését, és amely masodik promoter
ugyanabban az atirasi egységben tallhat6, mint az 4l-
tala szabalyozott marker DNS.

A taldlmany szerinti idegen kimer DNS-szekvencia
egy himsteril DNS-t és egy elsé promotert, valamint
adott esetben egy marker DNS-t és egy mésodik pro-
motert, valamint adott esetben legaldbb egy tovabbi
DNS-t tartalmaz, amely utobbi egy tranzitpeptidet ko-
dol, amely biztositja az elsé fehérjének vagy polipep-
tidnek vagy a masodik fehérjének vagy polipeptid-
nek annak a novényi sejtnek a kloroplasztjaba vagy
mitokondriumaba torténé szallitasat, amelynek citop-
lazméjaban az idegen kimér DNS-szekvencia kifejezs-
datt.

A taldlmany értelmében a himsteril nvényt egyet-
len névényi sejtbél dllitjuk el6, ahol a névényi sejt
sejtmaggenomjdba énmagaban ismert modon végzett
transzformélassal a taldlmany szerinti idegen DNS-
szekvenciat épitjiik be. Az idegen DNS-szekvencia
legalabb egy himsteril DNS-t tartalmaz, amelyhez 5’-
végén a szabalyozasara szolgald elsé promoter és 3’-
végén megfeleld tirasszabalyozo szignil (tébbek ko-
zdtt egy poliadenilez8szignal) kapcsolédik. Ezaltal
egy elsé RNS, fehérje vagy polipeptid termelédik sze-
lektiven a novény porzdszalsejtjeiben, amelyek a no-
vényben himsterilitist valtanak ki. Az idegen DNS-
szekvencia tovabbi komponensként legalabb egy mar-
ker DNS-t tartalmaz, amely 5’-végén a szabalyozasara
szolgdlé masodik promotorhez és 3’-végén megfelels
atirasszabélyozé szignalhoz (t6bbek kozott poliade-
nilez8szignalhoz) kapcsolddik. A marker DNS elényo-
sen ugyanazon a genetikai szakaszon beliil helyezke-
dik el, mint a himsteril DNS, és ezaltal a masodik
RNS, fehérje vagy polipeptid a ndvény legalabb egy
specifikus szovetében vagy sejtjében termelddik, és
igy biztositja a ndvénynek a masodik RNS-t, fehérjét
vagy polipeptidet nem tartalmazo névényektél torténd
kénnyd megkiilénboztetését és/vagy elvalasztasat. Ez
a megoldas nagy biztonsaggal garantilja, hogy mind a
himsteril DNS, mind a marker DNS megjelenjen az
utédndvényekben.

A névényi sejtet (elényosen agrobaktériummal fer-
t6zheté ndvény sejtjét) a taldlmany értelmében eldnyo-
sen vektorként az idegen DNS-szekvencit tartalmazo
és agrobaktériumban eléfordulé Gigynevezett lefegyver-
zett Ti-plazmiddal transzformaljuk, vagyis olyan plaz-
middal, amelyben egy vagy t6bb rékot okozé gént kiik-
tattunk vagy inaktivaltunk. A transzformécié elvégez-
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heté példaul a 116718 vagy a 270822 szémt eurdpai
szabadalmi leirasban ismertetett modon. Az alkalma-
zott Ti-plazmid-vektor az idegen DNS-szekvenciat elg-
nyosen a Ti-plazmidhoz tartozé T-DNS hatirszekven-
ciai kozétt vagy legalabb egy jobb hatirszekvenciatél
balra elhelyezkedve tartalmazza. Természetesen a no-
vényi sejt transzformdcidjdhoz mas tipusi vektorok is
alkalmazhatok a kozvetlen géntranszfereljarassal (pél-
daul 223247 szdmu eurdpai szabadalmi leiras), a pol-
lennel kozvetitett transzformaciéval (példaul 270356 sza-
mu eurdpai szabadalmi leirds, WO 85/01856 szdmon
kozrebocsatott nemzetkozi szabadalmi bejelentés,
275069 szami eurdpai szabadalmi leirés), in vitro pro-
toplaszt transzformacioval (példaul 4684611 szimG
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leir4s), nvé-
nyi RNS-virussal kozvetitett transzformacioval (pél-
daul 067553 szaml eurdpai szabadalmi leiras és
4407956 szamt amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leiras) és liposzomaval kozvetitett transzformaci-
oval (példéul 4536475 szamu amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leiras).

A taldlmany szerinti, magban himsteril névény el6-
allitdsahoz a nvényi sejtet elénydsen olyan legyengitett
Ti-plazmid-vektorral transzformaljuk, amelyben az ide-
gen DNS-szekvencia mind az elsé promoter 4ltal szaba-
lyozott himsteril DNS-t, mind a masodik promoter altal
szabalyozott marker DNS-t tartalmazza. A marker DNS
a Ti-plazmid-vektoron beliil elhelyezkedhet a himsteril
DNS alatt vagy felett, ahol a két DNS elényosen egymds
mellett a Ti-plazmid-vektor hatarszekvencidi kozott
vagy legalabb a jobb hatarszekvenciétol balra helyezke-
dik el gy, hogy a novényi sejt sejtmaggenomjaba
egytittesen és teljes egészében atvihetdk legyenck. Ki-
vant esetben eljirhatunk azonban Gigy is, hogy a sejtet
elészor himsteril DNS-t és els6 promotert tartalmazé
idegen DNS-szekvencidval, majd ezt kovetden a marker
DNS-sel és a masodik promoterrel transzformaljuk, ahol
a marker DNS és a masodik promoter a sejtmaggeno-
mon beliil ugyanabba a genetikai szakaszba épiil be,
mint a himsteril DNS. Ebb§l a célbél alkalmazhatok az
idegen DNS-szekvenciaval végzett transzformaciohoz
ismertetett vektorok, elénydsen a legyengitett Ti-plaz-
mid-vektor.

A himsteril DNS kivalasztisa nem kritikus. A meg-
feleld himsteril DNS 6nmagaban ismert modon kiva-
laszthaté és izolalhat6 \igy, hogy kédolja azt az elsd
RNS-t, fehérjét vagy polipeptidet, amely jelentds mér-
tekben megzavarja azoknak a porzészlsejteknek a szo-
késos metabolizmusat, funkcidjat és/vagy fejlédését,
amelyekben a himsteril DNS kifejezédik, és igy elényo-
sen a porzoszalsejtek elpusztulisahoz vezetnek. A him-
steril DNS-ekre elnyds példaként emlithetdk azok,
amelyek kodoljak az RN-azokat, igy az RN-az Tl-et
(amely a guanidincsoport uténi kotés hidrolizalasaval
elbontja az RNS-molekulikat) és a barnazt, valamint a
DN-azokat, igy az endonukleazt (példaul EcoRI), vala-
mint a protedzokat, igy a papaint (példaul a papain-zi-
mogén és a papain aktiv fehérjét).

Himsteril DNS-ként alkalmazhaték tovabba azok,
amelyek fitohormonok szintézisét katalizalé enzimeket
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koédolnak, ilyen példaul az izopentenil-transzferaz,
amely a citokininbioszintézis elss lépését katalizald en-
zim és az agrobaktérium T-DNS négyes génje kédolja,
valamint az auxin szintézisében részt vevd enzimek,
amelyeket az agrobaktérium T-DNS egyes és kettes
génjei kédolnak. A himsteril DNS-ekre tovabbi példa-
ként emlithetGk azok, amelyek gliikanizokat, lipazokat,
igy foszfolipiz A2-t (Verheij és munkatrsai: Rev.
Biochem. Pharmacol., 91, 92-203, 1981., lipid-peroxi-
dazokat vagy novényisejtfal-inhibitorokat kédolnak.
A himsteril DNS-ekre tovabbi példaként emlithetSk
azok, amelyek a novényi sejtre toxikus fehérjéket, igy
bakterialis toxint (példaul diftériatoxin B-fragmenst vagy
botulint) kédolnak.

A himsteril DNS-ekre tovabbi példaként emlithetd
az olyan antiszenz DNS, amely a névényi porzoszalsej-
tekben egy endogén promoter 4ltal szabalyozva termé-
szetesen atir6dé DNS-széllal komplementer DNS-szalat
kodol (példaul 223399 szama eurdpai szabadalmi le-
iras). Az ilyen antiszenz DNS a porzoszalseit 4ltal ter-
mészetesen termelt RNS kédold- és/vagy nem kédold
szakaszahoz nem kapcsolédé RNS szekvencidba irhaté
be, ami gétolja a természetesen termel3dé RNS transzla-
cigjat. Az ilyen antiszenz DNS-ekre példaként emlithetd
a TA29 gén antiszenz DNS-¢ (lasd a 2. példat), amely a
TA29 promoter szabalyozésa alatt a novényi portok
tapétumsejtjeiben természetesen kifejezédik.

Az alkalmazhat6 himsteril DNS-ekre tovabbi példa-
ként emlithetSk azok, amelyek specifikus RNS-enzimet
(vagyis iigynevezett ribozimot) kodolnak, amelyek speci-
fikusan hasitanak egy adott mintaszekvenciat (Haseloff
¢s Gerlach: Nature, 334, 585-591, 1988). Ilyen ribozim
példaul a TA29 gén 4ltal kodolt RNS-t hasitd ribozim.

Az alkalmazhat6 himsteril DNS-ekre tovabbi példa-
ként emlithet6k azok, amelyek olyan anyagokat kédol-
nak, amelyek a porzészalsejteket adott betegségekkel
szemben érzékennyé¢ teszik, ilyen példaul a gombas fer-
t6zés. Az ilyen tipusi himsteril DNS olyan novények-
nél alkalmazhat6, amelyekben azok a sejtek, amelyek-
ben a himsteril DNS nem fejez8dik ki, az adott beteg-
ségre rezisztensek.

A taldlmény szerinti idegen DNS-szekvenciaval
kapcsolatban az idegen kifejezés azt jelenti, hogy az
adott szekvencia egy idegen himsteril DNS-t és/vagy
egy idegen els promotert tartalmaz. A DNS-sel, igy
himsteril DNS-sel, els§ promoterrel, marker DNS-sel,
masodik promoterrel és barmely mas DNS-sel kapcso-
latban alkalmazott idegen kifejezés azt jelenti, hogy az
adott DNS a taldlmény szerint transzformalt novényi
sejtben nem tartozik ugyanahhoz a genomkérmyezet-
hez, mint az adott DNS eredetéiil szolgald novényi,
baktérium-, allati-, gomba- vagy virussejtben természe-
tesen elSfordulé DNS. Ez azt jelenti példaul, hogy az
idegen him steril DNS vagy marker DNS 1. az eredeti
ndvény sejtmagjinak DNS-¢, 2. a transzformalt ndvé-
nyi sejtre (vagyis a transzformélt névénnyel azonos ge-
notipusba tartozé ndvényre) nézve endogén, és 3. a
transzformalt n6vényi sejtben talalhat6 taldlmany sze-
rinti idegen DNS-szekvencidn beliil ugyanabban az 4t-
irasi egységben helyezkedik el, mint a sajat endogén
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promotere ¢s a 3’-véghez tartozé 4tirdsszabélyozo szig-
nal, de 4. a transzformalt novényi sejt sejtmaggenom-
jaba mas helyen épiil be, mint az eredeti ndvényben, és
igy a transzformélt névényi sejtben mas gének veszik
koriil, mint az eredeti névényben. Az idegen himsteril
vagy marker DNS lehet tovabba példaul 1. az eredeti
néveény sejtmagjahoz tartozé DNS, vagy 2. a transzfor-
malt ndvényi sejtre nézve endogén, de 3. a transzfor-
malt nvényi sejthez tartozé talalméany szerinti idegen
kimer DNS-szekvencién beliil ugyanabban az atirasi
egységben helyezkedik el, mint egy kiilénboz6, vagyis
nem sajat, endogén promoter és/vagy 3’-végi atirasi
szabalyozoszignal. Az idegen himsteril vagy marker
DNS lehet tovabbd példaul 1. az eredeti ndévényhez
tartozo sejtmag DNS és 2. a transzformalt noévényi sejt-
re nézve endogén, de 3. a transzformalt névényi sejthez
tartozo idegen kimer DNS-szekvencian beliil ugyanab-
ban az atirasi egységben helyezkedik el, mint a hete-
rolog promoter és/vagy 3’-végii atirasi szabélyozészig-
nal. Az idegen himsteril vagy marker DNS lehet pél-
daul heteroldg a transzformalt névényi sejtre nézve, és
clhelyezkedhet a transzformalt novényi sejthez tartozé
taldlméany szerinti idegen kimer DNS-szekvencian be-
lil ugyanabban az atirasi egységben, mint az endogén
promoter és/vagy 3’-végli atirdsi szabalyozdszignal
(példaul a transzformalt névénnyel azonos genotipusba
tartoz6 névény sejtmaggenomjabol szarmazod szignal).
Az idegen himsteril DNS szdrmazhat példaul a transz-
formalt novénnyel azonos genotipusba tartozé ndvény
sejtmaggenomjabol és olyan katalitikus enzimet, igy
proteazt vagy ribonukledzt kodolhat, amely a transzfor-
malt ndvény porzoszalsejtjeire nézve endogén, és igy
az enzim a transzformalt porzészalsejtekben termeldd-
ve lényegesen megzavarja azok metabolizmusat, funk-
ci0jat és/vagy fejlédését. Elénydsen mind a himsteril
DNS, mind a marker DNS heterolég a transzformalt
ndvényi sejtre nézve.

A DNS-sel, igy himsteril DNS-sel, elsé promoter-
rel, marker DNS-sel, méasodik promoterrel vagy bar-
mely mas DNS-sel kapcsolatban alkalmazott heterolég
kifejezés azt jelenti, hogy az adott DNS a transzformalt
sejttel azonos genotipusba tartozé névény sejtmagge-
nomjaban természetesen nem fordul eld. A heterolog
DNS-re példakeént emlithet a transzformalt névénnyel
azonos genotipusba tartozé ndvénybél nyert kloroplaszt
¢s mitokondrium DNS, tovibba a transzformalt no-
vénytdl eltéré genotipusba tartozé névénybdl szarmazéd
kloroplaszt, mitokondrium és sejtmag DNS, allati vagy
baktériumsejt magjabol szarmazé DNS és gomba vagy
virus genomjdhoz tartoz6 kromoszomalis vagy plazmid
DNS.

A taldlméany szerinti idegen DNS-szekvencidval
kapcsolatban alkalmazott kimer kifejezés azt jelenti,
hogy a himsteril DNS-ek koziil legalabb egy 1. a termé-
szetb6l adédoan nem esik az egyik himsteril DNS-hez
tartozé els§ promoter szabalyozasa ald és/vagy 2. a ter-
mészetb§l adédéan a marker DNS-ek koziil legalabb
egyiktdl eltér genetikai szakaszban talalhatd. A talal-
many szerinti idegen kimer DNS-szekvenciakra példa-
ként emlithetd a névényi eredetii elsG promoter szabé-
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lyozasa ald es6, bakterialis eredeti himsteril DNS, és
novényi eredetii els6 promoter szabalyozasa ald esd no-
vényi eredetd himsteril DNS, amely a bakterialis erede-
ti marker DNS-sel azonos genetikai szakaszon beliil
helyezkedik el.

Mivel a himsteril DNS szelektiven a névény porzo-
szalsejtjeiben fejezGdik ki, el6nyés, ha az els6 promoter,
amely az idegen DNS-szekvenciaban a himsteril DNS-t
szabalyozza, olyan promoter, amely képes a novény
porzoszalsejtjeiben szelektiven torténd kozvetlen génki-
fejezésre. (Porzoszal alatt a novénynek azt a szervét
értjiik, amely a him csirasejtet termeli, és magaban fog-
lalja a portokot és a szalat.) Az ilyen porzészal-specifi-
kus promoter lehet endogén vagy exogén promoter, és
szarmazhat a n6vényi sejt sejtmaggenom;jabél, mitokond-
ridlis genomjabdl vagy kloroplasztgenomjabol. Minden
esetben, az els6 promoter idegen a transzformalt nové-
nyi sejt sejtmaggenomjara nézve. El6nyds, ha az elsd
promoter a himsteril DNS-t csak a portokban, pollenben
vagy szalsejtekben, elsGsorban a tapétum vagy portok
epidermalis sejtekben fejezi ki. Az elsd promoter Snma-
gaban ismert mdédon viélaszthato ki és izolalhato abbél a
novényfajbol, amelyet himsterillé kivanunk alakitani, és
az els6 promoter gy szabalyozza a himsteril DNS por-
z6szalsejteken beliili szelektiv kifejez8dését, hogy az
elpusztitsa a porzoszalat és megsziintesse a névény ferti-
lis him csirasejteket termel képességét. Az elsé promo-
tert elénydsen Ggy valasztjuk ki és izolaljuk, hogy haté-
sosan akaddlyozza meg a himsteril DNS-nek olyan no-
venyi részekben torténé kifejez6dését, amelyek nem
vesznek részt a fertilis pollen termelésében, elsGsorban a
noveny nbi szervezeteiben. Megfelel§ endogén, porzo-
szél-specifikus els§ promoter a himsterillé alakitand
ndvényben azonosithaté és izolalhat6 példaul ugy, hogy

1. a ndvényben csak a porzoszil, elénydsen a por-
tok, pollen vagy szal fejl3dése soran eléfordulé mRNS-t
keresiink,

2. a porzészél-specifikus mRNS-t izolaljuk,

3. a porzoszal-specifikus mRNS-bSl cDNS-t alli-
tunk elg,

4. a cDNS-t mintaként hasznilva meghatirozzuk a
noveny genomjanak azon szakaszait, amelyet a porzo-
szal-specifikus mRNS-t kodolé DNS-t tartalmazzak,
majd

5. meghatdrozzuk a névény genomjanak azon sza-
kaszit, amely a porzdszal-specifikus mRNS-t kédold
DNS-t8l szémitva felfelé (vagyis 5’-irdnyban) helyez-
kedik el, és amely tartalmazza a DNS promoterét.

Az ilyen elsé promoterekre példaként emlithet
a TA29 promoter, a TA26 promoter és a TA13 pro-
moter, amelyek dohanybol izolalt tapétumspecifikus
promoterek. Mas novényfajtakbol is izolalhatunk ta-
pétumspecifikus elsd promotert, ha a fent ismertetett
eljards 4. lépésében mintaként a TA29, TA26 vagy
TA13 gént hasznaljuk. Hibridizalasi koriilmények ko-
z0tt az ilyen minta a masik névényfaj genomjabol szar-
mazd DNS-szekvenciak elegyében a tapétumspecifikus
mRNS-t kédolé DNS-sel hibridizal (Maniatis és mun-
katarsai: Molecular Cloning. A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, 1982.). Ezutdn az 5.
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lépésben mas tapétumspecifikus els3 promoter is azo-
nosithato.

Ha a taldlmény szerinti idegen DNS-szekvenciak-
ban t6bb mint egy himsteril DNS talalhato, valamennyi
himsteril DNS az egyetlen els8 promoter szabalyozésa
ala eshet, de el6nyosebb, ha minden egyes himste-
ril DNS-nek sajat kiilén els§ promotere van. Tobb
himsteril DNS jelenléte esetében az altaluk kédolt elsé
RNS, polipeptid vagy fehérje lehet azonos vagy kiilon-
b6z6. Igy példaul, ha a himsteril DNS egy RN-dz, igy
RN-4z T1-et kddol, akkor elényds, ha a himsteril DNS
és a hozza tartozé elsé promoter legalabb harom, elé-
nyGsen négy-hat mésolatban fordul el8 az idegen DNS-
szekvencidban. Mindenesetre elSnyds, ha valamennyi
him steril DNS és a hozza tartozé els6 promoter egy-
mashoz képest szomszédos helyzetben fordul el6 az
idegen DNS-szekvencidban és annak novényi sejtbe
torténd transzformélasdhoz alkalmazott barmely vek-
torban.

A marker DNS kivélasztisa szintén nem kritikus.
Megfelel6 marker DNS kivalaszthat6 és izolalhatd on-
magaban ismert modon tgy, hogy az egy olyan masodik
RNS-t, fehérjét vagy polipeptidet kédoljon, amely lehe-
t6vé teszi, hogy a marker DNS-t kifejezd novényeket
konnyen megkiilonboztethessiik és elvalaszthassuk a
masodik RNS-t, fehérjét vagy polipeptidet ki nem fejezd
névényektdl. A marker DNS altal kodolt fehérjékre pél-
daként emlithet6k azok, amelyek megkiilonboztethets
szint eredményeznek a novényi sejtben, ilyen példaul az
Al gén, amely dihidroquercetin-4-reduktizt kédol
(Meyer és munkatérsai: Nature, 330, 677-678, 1987), a
gliikoroniddzgén (Jefferson és munkatarsai: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 83, 8447, 1988), valamint azok, ame-
lyek kiilonleges morfologiajellemz6t kélcséndznek a
ndvénynek, ilyen példéul a tdrpendvés vagy a kiilonle-
ges levélalak. A marker DNS egyéb példai eredményez-
hetnek stressztiiré képességet, ilyen példaul a szuper-
oxid-dizmutéz-gén (88/402222.9 szamu eur6pai szaba-
dalmi bejelentés, amely 0359 617-es szamon lett kozzé-
téve) vagy betegségrezisztencia, ilyen példaul az a gén,
amely a Bacillus thuringiensis endotoxint kodolja, és
rovarrezisztenciat eredményez (01 193 259-es szam eu-
ropai kozzétételi irat, valamint az a gén, amely bakté-
riumrezisztenciat kivalté bakterialis peptidet kodol
(0289 828 szam europai kdzzétételi irat).

Az ¢l6nyds marker DNS altal kodolt mésodik fehérje
vagy polipeptid gatolja vagy semlegesiti a herbicidek
hatasat, ilyen példaul az sfr gén, az sfrv gén, amelyek
altal kédolt enzimek rezisztenciat valtanak ki a gluta-
min-szintetaz-inhibitorokkal szemben, ilyen példaul a
Biolaphos és a foszfino-tricin (0242 246-os szimu euré-
pai kozzétételi irat), valamint azok a gének, amelyek
modositott célenzimeket kddolnak bizonyos herbicidek-
re nézve, amelyeknek kisebb az affinitisa az adott herbi-
cidre, mint a természetesen el8allitott endogén enzimek-
nek, ilyen példaul a modositott glutamin-szintetiz a
foszfino-tricinre nézve (240792 sz4dmu eurdpai kozre-
bocsatasi irat), és a modositott 5-enol-piruvil-sikimat-3-
foszfat-szintaz a glifozatra nézve (218571 szami eurd-
pai kozrebocsatasi irat).
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A marker DNS-t szabélyozé méasodik promoter szin-
tén 6nmagéaban ismert médon kivélaszthatod és izolalha-
t6, amikor is a marker DNS vagy szelektiven egy vagy
tobb specidlis szGvetben vagy sejtben fejezédik ki, vagy
az egeész ndvényben a marker DNS iltal kédolt méasodik
RNS, fehérje vagy polipeptid természetétsl fliggben. fgy
példaul, ha a marker DNS herbicidrezisztencit kédol,
elényds, ha a marker DNS a novény valamennyi sejtjé-
ben kifejez6dik, és ehhez erds jellegli masodik pro-
motert, igy 35S promotert (Odell és munkatarsai: Na-
ture, 313, 810-812, 1985), 358’3 promoter (Hull és
Howell: Virology, 86, 482493, 1987), a Ti-plazmid-
ban taldlhat6 nopalin-szintetaz-gén promoterét (PNOS)
(Herrera—Estrella: Nature, 303, 209-213, 1983) vagy
oktopin-szintaz-gén promoterét (POCS) (De Greve és
munkatarsai: J. Mol. Appl. Genet. 1 (6), 499511,
1982) alkalmazzuk. Ha a marker DNS altal kodolt fehér-
je betegségrezisztenciat valt ki, akkor el6nyds lehet, ha a
marker DNS szelektiven a beteg szévetben fejezédik ki,
amikor is példaul TR promotert, igy Ti-plazmidbeli TR1’
vagy TR2’ promotert (Velten és munkatarsai: EMBO J.
3, 2723-2730, 1984) alkalmazunk. Ha a marker DNS
herbicid rezisztenciat kddol, akkor elényos lehet, ha a
marker DNS szelektiven a zold szévetekben fejezddik
ki, amikor is példaul a Rubisco kis alegységét kodolo
génnek megfelelS promotert (0242 246-0s szami eurd-
pai kozzétételi irat) alkalmazunk. Ha a marker DNS
pigmentet kédol, akkor eldnyds lehet, ha a marker DNS
specidlis sejtekben, a virdgszirom, a levél vagy a mag
sejtjeiben, elénydsen a magbevonat kiilsd rétegében fe-
jez6dik ki.

A himsterilitast és a nem transzformélt novénytsl
torténd konnyid megkiilonbdztethetdséget biztositd szo-
vetspecifikus masodik promoter Snmagéban ismert mé-
don azonosithato €s izolalhat6:

1. olyan mRNS-t keresiink, amely a névényben csak
megfelel6 szovetek, igy virdgszirom, levél vagy mag
fejlédése sordn van jelen,

2. a szdvetspecifikus mRNS-t izolaljuk,

3. a szbvetspecifikus mRNS alapjan ¢cDNS-t 4lli-
tunk €ld,

4. a cDNS-t mintaként alkalmazva meghatrozzuk a
novény genomjinak azon szakaszat, amely tartalmazza
a szovetspecifikus mRNS-t kédold DNS-t, majd

5. azonositjuk a novény genomjanak azon szaka-
szat, amely a szdvetspecifikus mRNS-t kédold DNS
felett helyezkedik el, és tartalmazza az adott DNS-hez
tartoz6 promotert.

Ha a taldlmany szerinti idegen DNS-szekvenciaban
tobb mint egy marker DNS fordul el8, akkor vala-
mennyit szabdlyozhatja ugyanaz a masodik promoter, de
eldnydsebb, ha minden marker DNS-hez sajat kiilon ma-
sodik promoter tartozik. Még elénydsebb, ha minden
marker DNS-hez sajat kiilén masodik promoter tartozik,
és kiilonb6z8 mésodik RNS-t, fehérjét vagy polipeptidet
kodolnak, €s igy a transzformalt ndvényben egymastol
eltérd, megkiilonbdztethetd jellemz6t valtanak ki. Min-
denesetre el6nyos, ha az egy vagy tobb marker DNS és a
hozz4 tartozo egy vagy tobb mésodik promoter egymas-
hoz képest és az egy vagy tdbb himsteril DNS-hez ké-
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pest szomszédosan helyezkedik el a talalmany szerinti
idegen DNS-szekvencidban és annak a novényi sejtbe
t0rténd transzformalasahoz alkalmazott barmely vek-
torban.

Altalaban elényés, ha a himsteril DNS altal kédolt
elsd RNS, fehérje vagy polipeptid hatasat a citoplazma-
ban vagy a sejtmagban kifejtve bekapcsolodik a porzo-
szalsejt metabolizmusdba, funkcijéba és/vagy fejlédé-
sébe. Ha sziikség van arra, hogy az elss fehérje vagy
polipeptid és/vagy a mésodik fehérje vagy polipeptid a
citoplazméabél a transzformalt novény sejtjeinek kloro-
plasztjaba vagy mitokondriumaba keriiljon, akkor az
idegen DNS-szekvencia tovabbi idegen DNS-t tartal-
mazhat, amely egy tranzitpeptidet kodol. A tovabbi ide-
gen DNS a himsteril DNS és az elsG promoter kozott
helyezkedik el, ha az els6 fehérjét vagy polipeptidet kell
elszéllitani, és a marker DNS és a masodik promoter
kozott helyezkedik el, ha a masodik fehérjét vagy poli-
peptidet kell elszéllitani. A tranzitpeptid kifejezés olyan
polipeptidfragmenst jel6l, amely normélisan egy klo-
roplaszt, vagy mitokondrialis fehérjéhez vagy fehérjeal-
egyseghez kapcsolodik, és a fehérjében a sejtmag DNS-¢
altal kodolva prekurzorfehérjeként termelédik. A tran-
zitpeptid felels a sejtmag altal kodolt kloroplaszt- vagy
mitokondridlis fehérjének vagy alegységnek a kloro-
plasztba vagy a mitokondriumba torténd szallitasaért és
a folyamat sordn a tranzitpeptid elkiiloniil vagy pro-
teolitikusan eltavozik a kloroplaszt- vagy mitokondrialis
fehérjétdl vagy alegységtSl. A talalmany szerinti idegen
DNS-szekvenciaban egy vagy tSbb tovabbi idegen DNS
fordulhat el§, attol fiiggéen, hogy egy vagy tobb el-
s6 vagy masodik fehérjét vagy polipeptidet kell elszalli-
tani (0 189 707-es szami eurdpai kozzétételi irat, és a
0319353-as szami k6zzétett) 8§8/402222.9 szamu eurd-
pai szabadalmi bejelentések, valamint Van den Broeck
€és munkatarsai: Nature 313, 358-363, 1985, Schatz:
Eur. J. of Bioch. 165, 1-6, 1987, Boutry és munkatar-
sai: Nature, 328, 340-342, 1987). A kloroplasztba tor-
ténd széllitdsra alkalmas tranzitpeptidre példaként emlit-
hetd az RUBP karboxildzenzim kis alegységének
tranzitpeptide (0189 707-es szamu eurdpai kozzétételi
irat) és a mitokondriumba szallité tranzitpeptidre példa-
ként emlithetd az Mn-szuperoxid-dizmutiz-enzim tran-
zitpeptide (lasd a 16. példat).

A taldlmény szerinti idegen DNS-szekvenciaban 3
atirdsszabalyozé szignal valaszthato ki azok kozott,
amelyek biztositjsk az mRNS névényi sejtben torténd
korrekt atirdsat, termindlasat és poliadenilezését. Az at-
irdsszabalyozé szignal lehet természetes eredeti, és
szarmazhat az 4tirandé génbdl, de lehet idegen vagy
heteroldg is. A heterolog 4tirasszabalyozé szignalra
példaként emlithetd az oktopin-szintdz-gén (Gielen és
munkatarsai: EMBO J., 3, 835-845, 1984) és a T-DNS
gén 7 (Velten és Schell: Nucleic Acids Research, 13,
6981-6998, 1985) atirasszabalyozé szigndlja.

Azok a ndvényi sejttenyészetek, igy portoksejtte-
nyészetek, amelyek olyan talilmény szerinti, idegen
DNS-szekvenciét tartalmaznak, amelyben az elsé pro-
moter himsteril DNS-szekvencia kifejezését a pollen
fejlddésének adott szakaszaban, elénydsen a mibzis



Il

1 HU 217413 B 2

utan biztositja, felhasznalhaték homozigéta domindns
himsteril névények elSallitasara (E. B. Swanson, M. P.
Coumans, S. C. Wu, T. L. Barby és W. D. Beversdorf:
Plant Cell Reports, 6, 94-97, 1987).

A hibrid ndvények el8allitasara alkalmas hibrid ma-
gok taldlméany szerinti el84llitasa soran kétféle médon
Jarhatunk el. Az egyik eljérasnal egy magban himsteril
novényt, amely legalabb egy marker DNS-t tartalmaz,
him fertilis ndvénnyel kereszteziink, amely utdbbi
marker DNS-t nem tartalmaz. Mind a himsteril no-
vényt, mind a him fertilis novényt egymashoz kézel,
kiilén sorokba liltetjiik. A masik eljaras sorén €gy mag-
ban himsteril névényt, amely legaldbb két kiilonbsz6
marker DNS-t tartalmaz, olyan him fertilis névénnyel
kereszteziink, amely a két kiilsnbszs marker DNS ko-
ziil homozigéta forméban csak egyet tartalmaz. Mind a
himsteril névényt, mind a him fertilis novényt lényegé-
ben véletlenszert populdcidban termesztjiik, és igy né-
veljiik a keresztbe beporzis esélyét anélkiil, hogy az
tltetéshez pontos mintat alkalmaznank. A him fertilis
névényt ezutin a populaciébol kénnyen eltavolithatjuk,
amikor is a nem szokasos marker DNS altal kédolt
megkiilonboztets jelet alkalmazzuk, amely a him ferti-
lis n6vényben nincs jelen. Az eljaras soran elénydsen
olyan him steril noévényt alkalmazunk, amelyben a nem
kdzénséges marker DNS-t egy alkotd jellegli promoter
szabalyozza, és a marker DNS olyan fehérjét vagy poli-
peptidet kédol, amely a himsteril névényben kiilsnbozg
herbicidekkel szemben rezisztenciat valt ki. A him fer-
tilis névényt a keresztbe beporzas utén a szokésos her-
bicidekkel elpusztitjuk.

A taldlmany szerinti novények, amelyekbe transzfor-
mici6 segitségével stabilan egy himsteril DNS-t vagy
egy himsteril DNS-t és egy herbicid rezisztenciat kodold
marker DNS-t épitiink be, amely generaciékon 4t domi-
nans allelomorf gén formdjéban 6roklsdik, a Jelenleg
ismert citoplazmatikusan himsteril névényekkel szem-
ben a névénynemesités és hibrid kultimévények eldalli-
tasa szempontjabdl egy sor elénnyel rendelkezik :

1. Keresztbe beporzasos ndvényeknél a nemesitési
stratégia jelentSs mértékben leegyszertisodik, mivel a
kereskedelmileg forgalmazhato hibrid magok el3allita-
sdhoz a him fertilis ndvénybe nem kell helyreallito gént
bevinni. Egy heterozigéta magban himsteril sziil§vonal
egy mdsik him fertilis sziilévonallal keresztezve 50%
himsteril hibrid utédot és 50% him fertilis hibrid utédot
eredményez, amelynek kdvetkeztében a kultimévény
elegendd pollent termel ahhoz, hogy megfelel§ kiter-
meléssel kapjunk magokat. Az ilyen kultimévényekre
példaként emlithetd a kukorica és az olajrepce.

2. A termesztési stratégia azoknal a névényeknél is
leegyszer(isodik, amelyeknél nem a mag képezi a keres-
kedelmi terméket, itt sincs sziikség helyreallité génnek a
him fertilis sziil6vonalba térténd bevezetésére. Ezeknél
a kultirévényeknél nincs Jelentésége annak, hogy a
kereskedelmileg forgalmazott hibrid magok 50%-a him-
steril. Az ilyen névényekre példaként emlithetd a cukor-
répa és a lucerna.

3. A taldlmany lehetdvé teszi, hogy a meglév3 bel-
tenyésztett vonalakbél egy mavelette] magban himsteril
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vonalakat és fenntarté vonalakat allitsunk el§ visszake-
resztezés nélkiil. Ez legalabb 68 generacioval csok-
kenti a tenyésztés kezdete és a kereskedelmi forgalma-
zas kozotti id6t. Himsteril DNS-t tartalmazo ¢s kifejezg
sziiléndvénybél kiindulva a hibrid novények el6allitass-
nak stratégiaja lehet példaul:

1. beltenyésztett vonalak keresztezésével teszthibride-
ket allitunk el§ és vizsgaljuk a kombinaciés készséget
¢s a szelektalt jellemzdket (2 év),

2. a szelektalt magban himsteril hibridekbél a tal4l-
many szerinti eljarassal egy sziilévonalat llitunk elg
(1 ¢v),

3. a kapott magban himsteril sziiléndvényt (tovabbiak-
ban AS) és annak fenntarté vonalat (tovabbiakban A),
valamint a beporzé him fertilis sziilén6vényt (tovabbi-
akban B) elszaporitjuk (3 év), és ugyanebben a perio-
dusban elvégezziik a kivalasztott hibrid hivatalos kisér-
leti termesztését (3 év),

4. a megfelel hibrid magokat elSallitjuk és kereskedel-
mi forgalomba hozzuk (1 év).

4. Ha a magban a himsterilitst herbicidrezisztenciat
k6dolé marker DNS-sel kombinaljuk, akkor tetszGleges
kombinaciékban kettS-, harom- és négyutas hibrideket
allithatunk el8. Tapasztalataink szerint elegendd, ha a
himsteril DNS-t és vele szomszédosan a marker DNS-t
bevezetjiik egy olyan novény sejtmaggenomjaba, ame-
lyet kett6- vagy haromutas hibridek el6allitasanal az
egyik nagysziil§ beltenyésztett vonalként alkalmazunk,
és két olyan novény sejtmaggenomjaba, amelyeket
négyutas hibridek el8allitasanal két nagysziilévonalként
alkalmazunk. Valamennyi beltenyésztett vonal fenntart-
haté példaul az alabbi két keresztezéssel, ahol SH a
himsterilitas (S) és a herbicidrezisztencia (H) dominans
allelomorf génje és sh a himsterilitas (s) és a herbicid
erzékenység (h) recessziv allelomorf génje:

a) SH/sh x sh/sh, amely 50% SH és 50% sh utédot ered-
ményez és a H 4ltal rezisztenciat biztosité herbiciddel
bepermetezve 100% steril magot eredményez,

b) sh/shx sh/sh 100%-ban fertilis utédot eredményez.

5. A tenyésztd szamara biztositja a himsteril rend-
szerbe bevitt marker DNS védelmét, mivel a konkurens
csak nagy nehézséggel tudja a marker DNS-t sajét bel-
tenyésztett vonalaba bevezetn.

A taldlmény szerinti eljaras bemutatasara két kultar-
novény vonatkozisaban az albbj termesztési vazlatot
adjuk meg:

1. szdmu vazlat: Egymas mellett himsteril DNS-t és
herbicidrezisztenciat kédolé marker DNS-t tartalmazo
ndvény termesztése

1A) Az AS himsteril vonal fenntartésa:

ASHsh vong] x Ash/sh yonal, amelynek eredménye

50% ASHAh (fenotipus: himsteril herbicidrezisztens)

50% Ashsh (fenotipus: him fertilis herbicidérzékeny)

IB) Hibrid mag el8allitasa:

a) Bshsh magok (him néveény) eliiltetése és a kapott
magok 1A) szerinti keresztezése, ahol az ASH/sh
€s Ash/sh (ngi ndvény) névényeket kiilon sorokba
tltetjiik.

b) Az Ashsh genotipust kiiktatjuk ugy, hogy a néi
sorokat herbiciddel permetezziik.



I

1 HU 217413 B 2

c) Keresztbe beporzas: ASH/shx Bshish &g
Bsl/shx Bshsh amelynek soran a néi sorokban
50% ABSHsh-t (fenotipus: hibrid, himsteril, her-
bicidrezisztens) és
50% ABshsh-t (fenotipus: hibrid, him fertilis,
herbicidérzékeny) kapunk, mig a him sorokban
100% Bstvsh-t kapunk.

d) A Bssh genotipust a him sorokban herbiciddel
torténé bepermetezéssel vagy mechanikai tton
kiiktatjuk.

€) A c) pont alatt keresztbe beporzott ndi sorok
hibrid magjait betakaritjuk, ezek képezik a ke-
reskedelmi forgalomba hozhat6 magot.

2. szdmil vdzlat: Egymas mellett himsteril DNS-t és két
kiilonbdz6 herbicidrezisztenciat kodolé marker DNS-t
(H1 és H2. tartalmaz6 ndvény termesztése

2A) Az AS himsteril vonal fenntartdsa:

AS: ASHIH2ShIN x AshIh2/shih2, amelynek eredménye

50% ASHIH2sh1h2 (fenotipus: himsteril, ketts herbi-

cidrezisztens) és

50% Ashih2zshih2 (fenotipus: him fertilis, mindkét her-

bicidre érzékeny)

2B) A B vonal fenntarté beporzasa:

BshlH2sh1H2 x Bsh1H2/shtH2, amelynek eredménye

100% BshiH2/shiH2 (fenotipus: him fertilis, 1 herbi-

cidre érzékeny és 2 herbicidre rezisztens)

2C) Hibrid magok el8allitasa:

a) Veletlenszeriien eliiltetjiik a 2A) és 2B) pont
szerint kapott magokat.

b) Az Ashth2shih2 genotipust 2 herbiciddel beper-
metezve kiiktatjuk.

¢) Keresztbe beporzast hajtunk végre:

ASHIH/shih2 x Bshih2/sh1H2 | amelynek eredménye
50% ABSHIH2sh1H2 &g 509, ARBshib2/shiH2
valamint 6nbeporzast hajtunk végre:

BshlH2sbIH2  BshIH2shiH2, amelynek eredménye
100% Bsh1H2/sh1H2,

d) A B sziildvonalbol 6nbeporzassal kapott
BshlH2/shIH2 genotipust 1 herbiciddel beperme-
tezve kiiktatjuk.

€) A c) pont szerinti keresztbe beporzassal kapott
ASHIH2shIH2 ngvények hibrid magjait betakarit-
juk.

A leirdshoz a kovetkezd abrakat csatoljuk:

1. 4bra az 1. példa szerinti pTA29S3-ban 1év6 TA29

cDNS és ennek Clal fragmensének hasitasi térképe.

2. dbraa 2. példa szerinti TA29 gén Pstl fragmen-

sének cDNS-szekvencidja.
3A. dbraa TA29 gén DNS-szekvencidja és amino-
savszekvencidja a Clal helyt6l a HindIII helyig. A szek-
vencidk felett megjeldltiik a fontos hasitasi helyeket, mig
a szekvencidk alatt megadtuk a kddolt aminosavszek-
venciat.
Tovabbi jelolések:

— 1446-1452 nukleotid (nt) kozétt: TATA box
(csillagok)

— 1477 nt-nél: a TA29 mRNS 4atirdsi inicilohelye
(csillag),

— 15141537 nt kozott: a 2. példa szerinti szinteti-

kus oligomer 3-5. szekvencidja,
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~ 1940-2296 nt kozétt (nyilak): a TA29 cDNS ki-
egyenesitett szekvencidja.

A 3B. dbra a TA13 cDNS (felsé vonal) és a TA29
cDNS (als6 vonal) felsorolésa (lasd a 4. példat). A ho-
molodg nukleotidokat vizszintes vonal jelzi.

A 3C. dbraa TA26 cDNS-szekvencidja (lasd a 4.
peldat), ORF alahuzva.

A 4A. példa a 3. példa szerinti pMB2 vektor vazla-
tos elballitasa.

A 4B. 4bra a 3. példa szerinti pMB3 vektor térképe.

Az 5. dbra az 5. példa szerinti pTTM3 vektor térképe.

A 6. dbra a 7. példa szerinti pTTM4 vektor térképe.

A 7A. 4braa9. példa szerinti pTTM6 vektor térképe.

A 7B. dbraa 11. példa szerinti p TTM6A- vektor
térképe.

A 8. 4bra a 12. példa szerinti pTTMS vektor térképe.

A 9A. dbra a 14. példa szerinti pTVEP] vektor tér-
képe.

A 9B. 4bra a 14. példa szerinti pTVEP2 vektor tér-
képe.

A 10A. 4bra a 16. példa szerinti pTVEP63 vektor tér-
képe.

A 10B. &bra a 16. példa szerinti pTVEP62 vektor tér-
képe.

A 11. ébra normél dohdnynévény virdgjanak és a 9.
példa szerinti himsteril DNS-sel transzformalt dohany-
ndvény viragjanak fényképe.

A 12. 4bra normal dohdnyndvényportok ferde met-
szetének ¢és a 9. példa szerinti himsteril DNS-sel transz-
formalt dohanynovényportok ferde metszetének fénykeé-
pe (250-szeres nagyitas).

A taldlmany szerinti eljarast kozelebbr§l az alabbi
példakkal vilagitjuk meg anélkiil, hogy az oltalmi kér a
példakra korlatozddna. A példakban ellenkezG értelmd
megjeldlés hidnydban valamennyi miiveletet rekombi-
nans DNS-sel Maniatis és munkatérsai: Molecular Clo-
ning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labo-
ratory, 1982 el6irasai szerint végeztiik. A példikban al-
kalmazott és alabb felsorolt plazmidokat és vektorokat a
Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zell-
culturen (DSM) gyljteményben a Budapesti Szerz8dés
eléirdsai szerint helyeztiik letétbe :

Plazmid vagy vektor DSM-szam Datum
pMB3 4470 1988. marcius 21.
pGSC1600 4467 1988. marcius 21.
pGCC1700 4469 1988. marcius 21.
pGV2260 2799 1983. december
pGSC1701A 4286 1987. oktdber 22.
pTTM4 4471 1988. marcius 21.
pMAC5-8 4566 1988. aprilis 25.
pTTMé6 4468 1988. marcius 21.
1. példa

Portokspecifikus gén (TA29 gén) szubklénozdsa
Robert Goldberg professzor (University of Califor-
nia, Los Angeles, USA) a rendelkezésiinkre bocsatott
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egy Nicotiana tabacum portokspecifikus ¢cDNS-t
(TA29 cDNS), amely Pstl fragmensként GC farkazissal
pBR329-be (Covarrubias és Bolivar: Gene 17, 79, 1982.
van klénozva, valamint a megfelels genom klont (, Jambda
TA29”), amely egy N. tabacum “Samsun” genomtarbél
mintaként TA29 cDNS-t alkalmazva izolaltak és a
cH32 lambda fag vektor (Loenen és Blattner: Gene 26,
171, 1983. EcoRI helyére épitettek be. A TA29 cDNS
365 bazispar hosszisagi (+0,4 kb). A TA29 cDNS-t az
N. tabacum portokjabol szdrmazé poli A+ mRNS
0,24%-4t kitevé 1100 nukleotid hossziisdgii tapétum
specifikus mRNS-sel hibridizaltuk. Mint az 1. 4bra mu-
tatja, a lambda TA29 két EcoRI fragmenst tartalmaz, a
teljes beépités mérete 13,2 kb.

Mint az 1. abran lathatd, a lambda TA29-bs] szarma-
z6 s a TA29 gént tartalmazo belsd 7,5 kb Clal fragmenst
pLK31-be (Botterman és Zabeau: DNA, 6, 6, 1987)
szubklonoztuk, amely a pTA29S3 plazmidot eredménye-
zi. A lambda TA29 EcoRI/ClalHindIIl/HindIII-EcoRI
kombindciéval és Clal-EcoRI kombinacioval emésztett
€és TA29 cDNS-sel szemben hibridizalt nitro-celluléz-ko-
tési fragmensei igazoljak a TA29 c¢DNS-sel homolog
szekvencia jelenlétét.

2. példa

A pTA2983-bol szarmazé TA29 cDNS és homolég

szekvencidi nukleotidszekvencidjanak meghatdro-

zdsa, a TA29 gén térképezése és annak promotere

A pBR329-ben taldlhaté TA29 cDNS Pstl beépitett
szakaszit teljes egészében szekvenaltdk (Maxam és
Gilbert: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 560, 1977).
A cDNS-szekvenciat a 2. dbra mutatja. Mint az abrabél
lathatd, a teljes cDNS-szekvencidban egy nyitott leol-
vasokeret talalhaté (az abran jelslve).

A pTA29S3-ban taldlhaté Clal beépitett szakasz
szekvencidjat meghataroztuk a Clal helyt3l a HindIII
helyig (3261 bazisparhossz). A TA29 cDNS-szekvencia
¢és a pTA29S3 szekvencia dsszehasonlitisabol lathatd,
hogy a pTA29S3-ban talalhat6 egy olyan szakasz, amely
teljesen homolog a TA29 cDNS-szekvencidjaval.

A pTA29S3-ban taldlhaté TA29 gén szekvenciajat a
3A. dbra mutatja. A TA29 cDNS-szekvenciajaval azo-
nos szakaszt a 3A. dbran a nyilak kézott talaljuk. A meg-
felel6 aminosavszekvenciaban felteheté nyilt leolvasé-
keret azonosithat6. Ez arra utal, hogy a TA29 gén 321
aminosavbol all6 fehérjét kédol, és a kodoloszakaszban
nincsenek intronok. A nyilt leolvasokeret hossza 964
(+vezet6) nukleotid, amely egyenl$ annak az atirasnak
a méretével, amely megtalalhato fiatal (12-20 mm
hosszl) dohanyviragriigybél izolalt portokbdl elBallitott
dohanyportok-mRNS-ben, de nincs jelen a levélbdl és
oreg viragbol (a riigy kinyilt és a virdgszirmok megje-
lentek) izolalt mRNS-ben. A fenti mRNS mérete mint-
egy 1100 nukleotid.

Két ATG kéd talélhato, az egyik az 1527. nukleo-
tidnal, a mésik az 1560. nukleotidnal, amelyek a nyilt
leolvasokeret kezdSkodjaként mitkédhetnek, és amelyek
33 nukleotid tavolsdgban helyezkednek el. Egy TATA
egylittmikddés-szekvencia taldlhaté az 1446. nukleo-
tidnél az els6 ATG kodtél 5’-irdnyban 81 nukleotid ta-
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10

volsdgban (a 3. dbran csillagokkal jelSlve). Annak iga-
zolasara, hogy a TATA szakasz a TA29 gén promote-
rének részét képezi, meghataroztuk a TA29 mRNS 5°-
végét. Ezt primer meghosszabbitassal (McKnight és
munkatérsai: Cell 25, 385, 1981. végeztiik. Ebbél a cél-
bol egy 24 nukleotidbdl 4116 oligomert, amelynek szek-
venciaja

5 GGA GCT ACC ATT TTA GCT AAT TTC 3’
hasznaltunk, mivel az komplementer a TA29 gén
1514-1537 nukleotidja kozotti szakaszaval.

Ezt az oligonukleotidot 32P-vel jel6ltiik az 5°-végen.
Portok-mRNS-sel végzett hibridizalas utan az oligonuk-
leotidot reverz transzkriptdzzal meghosszabbitottuk.
A kapott meghosszabbitott oligonukleotidot szekvenalo-
gélen analizaltuk egy szekvenalolétra mellett, és igy
meghataroztuk a pontos méretet. A fragmens 61 nuk-
leotidbol all. Ez arra utal, hogy a TA29 mRNS atirasi
kezdete az 1477. nukleotidra esik (a 3. bran csillaggal
jelolve). A TA29 gén tehat egy TATA szakasszal ren-
delkezik az atirds kezdeti helyét8l szamitva felfelé a 31.
nukleotidnal. Az mRNS egy 51 nukleotid hosszusagu
vezetdszekvenciat tartalmaz az 1477-1527 nukleotid
kozott, egy 964 nukleotidbdl 4116 kodoloszakaszt tartal-
maz az 1527-2491 nukleotid kozitt és egy mintegy
100 nukleotid hosszusagt 3° nem kddold szakaszt tartal-
maz a 2492-2590 nukleotid kozdtt. A jelenleg ismert
novényi gének mintegy 92%-ahoz (Joshin: Nucleic Acids
Research, 15 (16), 6643, 1987) hasonléan itt is feltehetd,
hogy az mRNS elsé AUG kédja biztositja a transzlaci6
kezdetét. A TA29 promoter tehat a Clal restrikcios hely
€s az 1477. nukleotid k6z6tt helyezkedik el.

3. példa

TA29 génbdl szarmazo promoterszakasz (PTA29)

eldallitdsa

A 4. dbran bemutatott médon olyan kimer DNS-
szekvenciat allitunk el6, amely 5° szabalyozoszakaszt és
egy promotert tartalmaz, amely a TA29 génen beliil azo-
nos atirdsi egységbe tartozik az altala szabalyozott elsd
heterol6g himsteril DNS-sel. Ebbél a célbol a pTA29S3-
bél szarmazd 2,5 kb Clal/Accl fragmenst a pMACS5-8
(0319353-as szamu eurdpai kozzétételi irat) polilinker
Accl helyére szubklénozzuk. gy pMB2 vektort kapunk,
amely felhasznalhaté a helyspecifikus muticidhoz sziik-
séges egyszali DNS elSallitasara.

Ezutan az elsé ATG kodot koriilvevd AAAATGGTA
szekvenciat ACCATGGTA szekvencidra médositjuk
gy, hogy két adeninmaradékot citozinmaradékra cseré-
link. Ez a mutdci6 CCATGG szekvenciat eredményez,
ami az Ncol restrikciés enzim felismerShelye. A pMB2-n
beliil ezt a helyspecifikus mutaciét 24 nukleotidbél allo
és alabbi szekvenciaju szintetikus oligonukleotid felhasz-
nalasaval végezziik:

3’ GTT TAA TCG ATG GTA CCA TCG AGG 5°.

A kapott pMB3 plazmidot, amely tartalmazza az
Ujonan elééllitott Ncol helyet, a 4B. 4bra mutatja. Az
Ncol helyet koriilvevé pontos nukleotidszekvenciat
meghatdrozva megéllapithatjuk, hogy az a TA29 gén

eres

16nbozik, amely el@allitotta az Ncol helyet. Az 1507
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nukleotid hossziisagi Clal-Ncol fragmens a PTA29 je-
let kapja.

4. példa

Mas porzoszal-specifikus mRNS-bdl eléallitott

¢DNS-klonok meghatdrozdsa

Annak bemutatdsara, hogy mas portokspecifikus
mRNS is a TA29 génnel azonos médon alkalmazhatd
cDNS klénok izolalasara, Goldberg professzortol két to-
vabbi N. tabacum portokspecifikus ¢cDNS-t (TA13
c¢DNS és TA26 cDNS) szereztiink be.

A TA13 cDNS 1100 bp nagysagu klén, amely két
darab, mintegy 1100 és 1200 nukleotid hosszusagh
mRNS-sel hibridizalédik, amelyek a tapétumsejtekre
specifikusak és a portok fejl3désének nagyon korai sza-
kaszaban fordulnak el6. A TA13 cDNS-t a 2. példéban
leirt médon szekvenaltuk és sszehasonlitottuk a TA29
cDNS-szekvencidjaval. Az sszehasonlitasbol adddik,
hogy a TA13 cDNS és a TA29 cDNS 92%-o0s homolé-
giat mutat, és az ORF nagyon sok glicint tartalmaz.

A TA26 cDNS-t poli-G/C farkazassal Pstl beépitett
szakaszként pBR329-be vittiik be. Ez egy olyan 519 bp
klon, amely egy 580 nukleotidbél 4116 dohany mRNS-
sel hibridizalédik, amely mRNS specifikus a tapétum-
sejtekre, és a portok fejlédésének egy bizonyos szaka-
széban fordul el6. A teljes TA26 cDNS-t a 2. példédban
megadott médon szekvenaltuk és a TA29 cDNS-szek-
vencidjival &sszehasonlitva megallapitottuk, hogy
homolégit nem mutat. A TA26 cDNS-szekvenciajat a
3C. ébra mutatja.

3. példa

PTA29-et és egy gliikuroniddzgént tartalmazo ki-

mer DNS-szekvencia eldallitdsa

Az 5. dbra szerinti pTTM3 plazmidot az alabbi koz-
ismert DNS-fragmensekbdl allitottuk dssze:

1. pGSC1600-b8l szarmaz6 és T-DNS-hatarszek-
vencidkat tartalmazo vektorfragmens,

2. 3. példa szerinti PTA29 promotert tartalmazé ki-
mer szekvencia, amely egy kereten beliil béta-gliikuroni-
dézt kodold E. coli gént tartalmazé pMB3 Ncol/EcoRI
fragmenssel (Jefferson és munkatarsai: Proc. Natl. Acad.
Sci., 83, 8447, 1986, Jefferson és munkatarsai: EMBO J.,
6, 3901, 1987) és egy oktopin szintdz gén (Dhaese és
munkatarsai: EMBO 1., 2, 419, 1983) 3’-vég( szignalja-
val van egyesitve,

3. Arabidopsis SSU promotert (PSSU vagy
PSSUARA), herbicid rezisztens sfr gént (0242 246-o0s
szamu eurdpai és egy T-DNS-gén 7 (Velten és Schell:
Nucleic Acid Research, 13, 6981, 1985) 3’-végii szig-
naljat tartalmazo kimer szekvencia, és

4. a pGSFR401 EcoRI/Sacl fragmensét tartalmazo
kimer szekvencia, amely egy nopalin-szintaz-promotert
(PNOS), egy kanamicinrezisztenciat kodold neo gént és
egy oktopin-szintdz-gén (0242246-0s szdmu eurdpai
kozzétételi irat, ahol a pGSFR401-et pGSR4-nek jelo-
lik) 3’-végii szignaljat tartalmazza.

A pTTM3 olyan T-DNS-vektor, amely a T-DNS-
hatdrszekvenciak kozott két kimer szekvenciat tartal-
maz: PSSU-sfr, amelyben az sfr a méasodik promoter-
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ként PSSU szabalyozisa ala esé marker DNS (0242 246-
0s szdml eurépai kozzétételi irat), és PTA29-GUS,
amelyben a GUS egy riportergén, amelynek a TA29 pro-
moter szabalyozésa alatt torténé kifejezddése novény-
ben és ndvényi sejthen kénnyen lokalizalhaté és meg-
hatarozhato.

6. példa

Az 5. példa szerinti kimer DNS-szekvencia dohdny-

ba térténd bevitele

Rekombinans agrobaktérium-torzset allitunk el
ugy, hogy E. colibol szarmazé pTTM3-at (5. példa),
pGV2260-at (De Blaere és munkatarsai: Nucleic Acid
Research 13, 4777, 1985) tartalmazo agrobaktérium
C58C1 RifR-be visziink be. A bevitelt a 116718 szamu
europai kozrebocsatési iratban leirt modon végezziik,
amelynek soran segitSként pRK2013-at (Figurski és
munkatérsai: Proc. Natl. Acad. Sci. 76, 1648, 1979)
tartalmazo E. coli HB101-et alkalmazunk. A kapott ag-
robaktérium-torzs egy hibrid Ti-plazmidot tartalmaz,
amelyben pGV2260 és pTTM3 talalhato.

Ezt a tdrzset alkalmazzuk ahhoz, hogy a példaul
0242246-0s szami eurGpai kozzétételi iratban leirt, stan-
dard eljarassal dohdnylevéllemezeket (N. tabacum Petite
Havane SR1. transzformaljunk. A transzformalt hegeket
¢s hajtasokat ugy szelektaljuk, hogy a kozegbe 5 mg/l
mennyiségben foszfino-tricin-herbicidet adagolunk (De
Block és munkatarsai: EMBO J., 6, 2513, 1987). A transz-
formalt herbicidrezisztens hegekben és hajtasokban bé-
ta-ghikuronidaz-enzimaktivitds nem mutathaté ki.

A transzformalt hajtdsokat gyokereztettiik, eliiltet-
tiik, és liveghdzban viragzasig termesztettiik. A virago-
kat megvizsgaltuk, és csak a porzészal portokjanak
tapétumsejtjeiben talaltunk béta-gliikkuronidaz-aktivi-
tast. Ez azt mutatja, hogy a TA29 promoter képes a
heterolég géneknek, igy a béta-gliikkuronidaz-génnek
szelektiven a névény tapétumsejtjeiben torténd direkt
kifejezésére.

7. példa

PTA29 és gén 4 szekvenciat tartalmazé kimer

DNS eléallitasa

A 6. abra szerinti pTTM4 plazmidot allitottunk el
az alabbi kozismert DNS-fragmensekbdl :

1. pGSC1700-bol szarmazé (Cornellisen és Vande-
wiele: Nucleic Acid Research 17 (1), 19-29, 1989) és
T-DNS-hatarszekvenciakat tartalmaz6 vektorfragmens,

2.5. példa szerinti kimer szekvencia (3 szdm), amely
a herbicidrezisztens sfr gén és a T-DNS gén 73’-vég
kifejezését szabalyozo CSSU promotert tartalmaz,

3. 5. példa szerinti kimer szekvencia (4 szam),
amely neogén és oktopin szintaz gén 3’-vég kifejezését
szabalyozé PNOS promotert tartalmaz és

4. 3. példa szerinti PTA29 promotert tartalmazo ki-
mer szekvencia, amely a keretben izopentenil-transzfe-
razt k6dolé agrobaktérium T-DNS-gén 4-gyel (Akiyoshi
¢s munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci., 76, 5994, 1984,
Barry és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. 81, 4776,
1984) van egyesitve, amely tartalmazza a sajat 3’-vég
atirasszabalyoz6 szignaljat.
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A pTTM4 egy biner tipus T-DNS-vektor, amely a
T-DNS-hatarszekvencidk kozott az alabbi kimer szek-
vencidkat tartalmazza: PSSU-sfr és PNOS-neo, ame-
lyekben az sfr és neo gének a névényre nézve szelektiv
domindns markert kodolo marker DNS-ek, és amelyeket
masodik promoterként a PSSU és a PNOS szabalyoz,
valamint PTA29 gén 4, amelyben a gén 4 az els6 pro-
moterként a PTA29 szabalyozésa ala esé himsteril DNS
és citokinin tiltermelését okozé izopentenil-transzferdz-
enzimet kédol. A tapétumsejtekben a TA29 promoter
szabalyozasa alatt kivaltott fokozott citokinintermelés
megzavarja a tapétumsejtek metabolizmusat és
organogenezisét.

8. példa

A 7. példa szerinti kimer DNS-szekvencia dohdny-

névénybe torténd bevitele

A 6. példaban leirt modon a 7. példa szerinti pTMM4-et
visziink be E. coli torzsbél agrobaktérium C58C1 RifR
torzsbe. A kapott agrobaktérium-torzs pGV2260-at és
pTTM4-et tartalmaz6, biner tipust Ti-plazmidot tartal-
maz.

Szintén a 6. példaban leirt modon ezt a torzset fel-
hasznalhatjuk dohanylevéllemezekbe torténé transzfor-
malasra és a transzformalt hegeket és hajtasokat 5 mg/l
foszfino-tricin segitségével szelektaljuk. Gyokereztet-
Jik azokat a transzformalt herbicidrezisztens hajtaso-
kat, amelyekben a 4 gén még nem fejezdott ki.

A ndvényeket eliiltetjiik és tiveghdzban viragoztat-
juk. A virdgokat megvizsgéljuk €s azt talaljuk, hogy a
porzészalban a portok tapétumsejtiei nem funkcional-
nak. Ez azt igazolja, hogy a TA29 promoter képes a
heterolog 4 génnek a tapétumsejtekben torténd kozvet-
len kifejezésére.

9. példa

PTA29 és RN-Gz T1 gént tartalmazé kimer DNS-

szekvencia elédllitisa

A 7A. 4bra szerinti pTTM6 plazmidot allitunk eld
az alabbi kézismert DNS-fragmensekbdl :

1. pGSC1600-bol szarmazd és T-DNS-hatarszek-
vencidkat tartalmazé vektorfragmens,

2. 5. példa szerinti kimer szekvencia (3 szam),
amely PSSU promotert, sfr herbicidrezisztens gént és
T-DNS 7 gén 3’-végét tartalmazza, és

3. 3. példa szerinti PTA29 promotert tartalmazo ki-
mer szekvencia, amelyben egy kereten beliil A. orhy-
zae-bol szdrmazé RN-az Tl-et kodold szintetikus gén
(Quaas és munkatarsai: Biophosphates and their Ana-
logues-Synthese, Structure, Metabolism and Activity,
Elsevier Science Publisher B. V., Amsterdam, 1987,
Quaas és munkatarsai: Eur. J. Biochem. 173, 617—622,
1988) és nopalin-szintdz- (NOS) gén 3’-végi szignaljai
(An és munkatarsai: EMBO J., 4, (2), 277, 1985) egye-
stilnek.

A pTTM6 olyan T-DNS-vektor, amely a T-DNS-
hatarszekvencidk kozott két kimer szekvenciat tartal-
maz: PSSU-sfr, amely masodik promoterként PSSU sza-
balyozasa alatt mikdd3 marker DNS és PTA29-RN-4z
T1 gén, amely az els6 promoterként PTA29 szabalyo-

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

12

zasa ala es6 himsteril DNS. A himsteril DNS TA29
promoter szabalyozasa alatt tapétumsejtekben t5rténd
kifejez6dése olyan RN-az T1-et termel, amely letalis a
sejtekre nézve, mivel az RN-az T1 elroncsolja azokat
az RNS-molekulakat, amelyek nélkiilozhetetlenek a
sejtmetabolizmushoz.

10. példa

9. példa szerinti kimer DNS-szekvencia dohényba

tortend bevitele

A 6. példaban leirt modon rekombinans agrobakté-
rium-térzset allitunk el6 gy, hogy E. colibdl szarmazé,
9. példa szerinti pTTM6-ot agrobaktérium C58C1 RifR
torzsbe visziink be. A kapott agrobaktérium-torzs,
amely pGV2260-bol és pTTM6-bol 4ll6 Ti-plazmidot
tartalmaz, felhasznalhaté dohanylevéllemezek transzfor-
malasahoz. A transzformalt hegeket és hajtisokat 5 mg/l
foszfino-tricinnel szelektaljuk. Az a tény, hogy az RN-az
T1 gén nem fejez3dik ki a transzformalt herbicidre-
zisztens hegekben és hajtisokban, a novekedésiikbél lat-
haté.

A transzformélt hajtasokat gyokereztetjiik, eliiltet-
juk és tiveghdzban virdgoztatjuk. A transzformalt do-
hanynévények a portoktol eltekintve normalis virago-
kat fejlesztenek. A portok, bar normalis alaki, késbb
nyilik, mint a nem transzformalt dohdnynévény portok-
ja.(Lasd a 11. abrat.) A portok nyilasa utdn a transzfor-
malt névénybél legfeljebb csak kevés pollen szabadul
fel, és a transzformalt névények altal termelt pollen-
szemcsék térfogatukban mintegy 50—100-szor kiseb-
bek, mint a normal pollenszemcsék, és alakuk szabaly-
talan. Emellett a transzformalt névény legtobb pollen-
szemcséje csirdzasra alkalmatlan, és a transzformalt no-
vény pollenjének csirazasi képessége mintegy 0-2% a
normal pollenszemcsék csirdzasi képességéhez viszo-
nyitva. A transzformalt névények sem természetes, sem
kézzel végzett Gnbeporzassal nem termelnek magot.

A transzformalt ndvény vékonyrétegii keresztmet-
szetének mikroszkopikus vizsgalataval megallapithato,
hogy normélis tapétumréteg nem képzédik, és a pollen-
zsak iires marad. (Lasd a 12. abrat.) Ezt azt jelenti, hogy
a TA29 promoter alkalmas a heterolég RN-az T1 gén
szelektiven a transzformalt névény tapétumsejtieiben
torténd kozvetlen kifejezésére, és hogy az RN-4z T1 ké-
pes a tapétumsejtek megfeleld roncsolasara, és igy a
novényben himsterilitas kialakitasara.

11. példa

9. példa szerinti kimer DNS-szekvencia szdrmazé-

kanak olajrepcébe torténd bevitele

Rekombindns agrobaktérium-torzset allitunk el gy,
hogy E. colibdl szarmazé6 pTTM6A--t agrobaktérium
C58 RifR torzsbe visziink be, amely pMP90-et tartalmaz
(Koncz és Schell: Mol. Gen. Genetics 204, 383396,
1986). Az pMP9O0 vir és transz funkciéval rendelkezik, és
nem hordoz ampicillinrezisztenciat kodolé gént. Mint a
7B. abra mutatja, a pTTM6A- a 9. példa szerinti pTTM6
szarmazéka, amelyben az ampicillinrezisztenciat kodolé
béta-laktamaz-gént annak Scal helyére torténd DNS-
szekvencia beépitésével inaktivaltuk.
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A kapott agrobaktérium-térzs (A3144) hordozza a
pMP90-et és a pTTM6A--t és felhasznalhaté Brassica
napus transzformaldsdhoz (Lloyd és munkatarsai:
Science, 234, 464-466, 1986, és Klimaszewska és mun-
katarsai: Plant Cell Tissue Organ Culture 4, 183—197,
1985). A kozos tenyésztés utdn az A3144-et karbenicil-
linnel elpusztitjuk. A transzformalt hegeket 5 mg/l fosz-
fino-tricinnel és 100 pg/ml kanamicinnel szelektaljuk,
¢s a rezisztens hegeket visszavissziik a novényekre. Haj-
tasok és gyokerek elGallitisa utan a transzformalt noveé-
nyeket tiveghazba vissziik és virdgoztatjuk. A virdgokat
megvizsgaljuk és azt talaljuk, hogy azok lényegében
ugyanolyan fenotipussal rendelkeznek, mint a 10. példa
szerinti transzformalt dohinynévények. Ez azt igazolja,
hogy a TA29 promoter képes a heterolog RN-4z T1 gén
dohanytol eltér6 novények tapétumsejtjeiben t6rténd
szelektiv és kozvetlen kifejezésére, és igy himsterilitas
kialakitasara.

12. példa

PTA29-et és barndzgént tartalmazé kimer DNS-

szekvencia elédllitdsa

A B. abra szerinti pTTMS8 plazmidot az alabbi koz-
ismert fragmensekbdl allitjuk el6:

1. pGSC1700-bol szarmaz6 T-DNS-hatarszekven-
cidkat tartalmazd vektorfragmens (Cornelissen és
Vancewiele: Nucleic Acid Research, 17 (1), 19-29,
1989), amely béta-laktaméaz-gént (a 8. abran I’) tartal-
maz, amelyet az Scal helyre DNS-szekvencia beépité-
sével inaktivaltunk,

2. 5. példa szerinti kimer szekvencia (3 szam),
amely PSSU promotert, sfr herbicidrezisztens gént és
T-DNS-gén 3’-végét tartalmazza,

3. 5. példa szerinti kimer szekvencia (4 szam),
amely PNOS promotert, neo gént és oktopin-szintiz-
gén 3’-végét tartalmazza, és

4) 3. példa szerinti PTA29 promotert tartalmazé ki-
mer szekvencia, amelyhez egy kereten beliil Bacillus
amiloliquefaciensbdl szarmazé barnizgén (Hartley és
Rogerson: Preparative Biochemistry, 2 (3), 243—250,
1972. és 9. példa szerinti nopalil-szintaz-gén 3’-vége
egyesil.

A pTTMS olyan biner tipusii T-DNS-vektor, amely
a T-DNS-hatarszekvencidk kozétt harom kimer szek-
vencidt tartalmaz: PSSU-sfr és PNOS-neo, amelyek
mésodik promoterként PSSU-val és PNOS-sel kifejez-
hetd marker DNS-ck, valamint PTA29-barniz gén,
amely els6 promoterként PTA29 szabilyozasa ala es
himsteril DNS. A himsteril DNS TA29 promoter sza-
balyozasa alatt torténg kifejezésével szelektiven a tapé-
tumsejtekben termeliink barnazt, amely bekapcsolodik
a sejtek metabolizmusaba.

13. példa

12. példa szerinti kimer DNS-szekvencia dohdny-

ba és olajrepcébe torténd bevitele

A 11. példdban leirt médon rekombionans agrobak-
térium-torzset allitunk el Ggy, hogy E. colibél szarma-
z6 pTTMB-at (12. példa) pMP90-et tartalmazé agro-
baktérium C58C1 RifR torzsbe (Koncz és Schell: Mol.
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Gen. Genetics 204, 383-396, 1986) visziink be. A ka-
pott A3135 térzs pMP90-et és pTTMS-at hordoz, és
dohanylevéllemezzel és olajrepcével transzformalhaté.
A transzformalt hegeket és hajtasokat 5 mg/l foszfino-
tricinnel és 100 pg/ml kanamicinnel szelektiljuk. Az a
tény, hogy a barnazgén nem fejez3dik ki a transzfor-
malt herbicidrezisztens hegekben €s hajtasokban, a fej-
16désiikbdl latszik.

A transzformdlt hajtasokat gyokereztetjiik, eliiltetjiik
és liveghazban virdgoztatjuk. A dohény- és az olajrep-
cevirdgokat megvizsgalva azt tapasztaljuk, hogy a
transzformalt ndvény viragjainak fenotipusa lényegében
azonos a 10. példa szerinti transzformalt dohanynovény
fenotipusaval. Ez azt jelenti, hogy a TA29 promoter ké-
pes a heterolég bamézgén szelektiven tapétumsejtekben
torténd kozvetlen kifejezésére, és igy himsterilitas kiala-
kitasara.

14. példa

PTA29-et és papaint kodol gént tartalmazé kimer

DNS-szekvencia eléallitasa

A 9A. abra szerinti pTVEPI plazmidot allitunk el6 a
kdvetkez0, kozismert fragmensekbdl :

1. pGSC1700-bol szarmazé T-DNS-hatarszekven-
cidkat tartalmazo vektorfragmens, amelyben a béta-
laktamdz-gént (9A. abra, 1°) az Scal helyre DNS-szek-
vencia beépitésével inaktivaltuk,

2. 5. példa szerinti kimer szekvencia (3 szam),
amely PSSU promotert, sfr herbicidrezisztens gént és
T-DNS gén 73’-végét tartalmazza,

3. 5. példa szerinti kimer szekvencia (4 szam),
amely PNOS promotert, neo gént és oktopin-szintdz-
gén 3’-végét tartalmazza, és

4. 3. példa szerinti PTA29 promotert tartalmazé ki-
mer szekvencia, amelyben egy kereten beliil

a) Carica papaja gyiimolcsbél szarmazo papaingén,
amely peptid- és észterkdtések megtimadasara alkal-
mas névényi endopeptidaz papain zimogént (Cohen és
munkatérsai: Gene 48, 219-227, 1986) kodol, amely-
nek DNS-szekvencidjaban Cohen és munkatarsai a
3. példdban leirt modon az alabbi, helyspecifikus muta-
ciot hajtottak végre.

1) az elsé ATG kodtol felfelé¢ az elsd helyzetben
talalhatdé A nukleotidot C nukleotidra cserélve
egy megfeleld Ncol hasitasi helyet alakitottak
ki, és

ii) a 47, 118 és 135 helyzetben 1év8 glutamatot ké-
dolé GAA kodokat glutamint kédolé CAA ké-
dokra cserélték, és

b) a 9. példa szerinti nopalin-szintiz-gén 3’-vége
egyesiil.

A pTVEPI olyan biner tipusa T-DNS-vektor, amely
a T-DNS-hatarszekvenciaja k6z6tt harom kimer szek-
venciat tartalmaz: PSSU-sfr és PNOS-neo, amelyek a
masodik promoterként PSSU és PNOS szabalyozisa
alatt a transzformalt ndvényre nézve szelektalhaté mar-
kert kédol6 marker DNS-ek, valamint PTA29-papain
gén, amely elsé promoterként a PTA29 szabalyozasa
ala es6 himsteril DNS. A himsteril DNS-nek a TA29
promoter szabalyozédsa alatt a tapétumsejtekbe torténd
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kifejezésével olyan endopeptidazt (papain zimogént)
kapunk, amely hasitja a tapétumsejtekben taldlhaté fe-
hérjéket, és igy elpusztitja ezeket a sejteket.

A 9B. abra szerinti pTVEP2 plazmidot az alabbi
kozismert fragmensekbdl kapjuk:

1. pGSC1700-bél szarmazé T-DNS-hatarszekvenci-
dkat tartalmazd vektorfragmens, amelyben a béta-lak-
tamaz-gént (9B. dbra, 1°) az Scal helyre DNS-szekven-
cia beépitésével inaktivaltuk,

2. 5. példa szerinti kimer szekvencia (3 szim),
amely PSSU promotert, sfr herbicidrezisztens gént és
T-DNS-gén 7 3’-végét tartalmazza,

3. 5. példa szerinti kimer szekvencia (4 szam),
amely PNOS promotert, neo gént és oktopin-szintaz-
gén 3’-végét tartalmazza, és

4. 3. példa szerinti PTA29 promotert tartalmazé ki-
mer szekvencia, amelyben egy kereten beliil

a) Carica papaja gyiimolcsbdl szarmazd papaingén,
amely a papain zimogén aktiv fehérjéjét kodolja, amely-
ben a DNS-szekvenciaban Cohen és munkatérsai 3. pél-
da szerinti helyspecifikus muticiéval az alabbi modosi-
tasokat hajtottdk végre:

i) az aktiv fehérje els6 Ile csoportjatdl felfelé az
Asn-t kédol6 AAT kddot GAT kédra cserélték,
amely megfeleld EcoRV hasitdsi helyet (GAT
ATC) biztosit, az EcoRV hasitasi hely kdzvetle-
niil a PTA29 szakaszhoz kapcsolodik, és igy a
kereten beliil kdzvetlen kapcsolatot létesit a pro-
moter €s a papain zimogén aktiv fehérjéjét kédold
szekvencia kozott, és

ii) a 47, 118 és 135 helyzetii glutamatot kodold
GAA kodokat glutamint kodolé CAA kédra cse-
rélték, és

b) 9. példa szerinti nopalin-szintaz-gén 3’-vége kap-
csolédik.

A pTVEP2 a pTVEP1-hez hasonl6an olyan biner ti-
pust T-DNS-vektor, amely a T-DNS-hatarszekvencigk
koz6tt harom kimer gént tartalmaz: PSSU-sfr és PNOS-
neo, amelyek a névénytranszformacional dominans sze-
lektalhaté markert kddolnak, és PTA29-papain gén,
amely a tapétumsejtekben 1év8 fehérjéket hasité endo-
peptidazt kddol, és igy ezeket a sejteket elpusztitja.

15. példa

14. példa szerinti kimer DNS-szekvencia dohdny-

ba és olajrepcébe térténd bevitele

A 11. példdban leirt modon egymastél kiilén
pTVEPI1-et és pTVEP2-t visziink be E. colibél agro-
baktérium C58C1 RifR tdrzsbe, amely pMP90-et hordoz.

A kapott torzseket, amelyek a pMP90 mellett
pTVEPI-et, illetve a pMP90 mellett pTVEP2-t hordoz-
nak, a 11. és 13. példa szerint dohany- és olajrepce-
névényekbe transzformalunk. Az a tény, hogy a transz-
formalt herbicid- és kanamicinrezisztens hegekben, haj-
tasokban és gyokerekben a papaingén nem fejezédik ki,
a ndvekedésen latszik.

A transzformalt névényeket tiveghdzban helyezziik
és talajba iiltetve virdgoztatjuk. A dohany- és olajrepce-
virdgokat megvizsgalva megallapithatjuk, hogy a transz-
formalt noévények fenotipusa lényegében azonos a
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10. példa szerinti transzformalt dohdnynévény fenoti-
pusaval. Ez azt jelenti, hogy a TA29 promoter képes a
PTVEPI1-ben és pTVEP2-ben 1¢v8 heterolég papaingén
szelektiven a névény tapétumsejtjeiben tortén kozvet-
len kifejezésére, és igy himsterilitas kialakitasara.

16. példa

PTA 29-et és EcoRl-et kédolo gént tartalmazo ki-

mer DNS-szekvencia el6allitisa

A 10A. abra szerinti pTVE63 plazmidot allitunk el
az alabbi kozismert fragmensekbdl:

1. pGSC1701A2-b6] szdrmazé T-DNS-hatarszek-
vencidkat tartalmazd vektorfragmens (87/115985.1 sza-
mu eurdpai szabadalmi bejelentés),

2.5. példa szerinti kimer szekvencia (3 szém), amely
PSSU promotert, sfr herbicidrezisztens gént és T-DNS-
gén 73’-végét tartalmazza,

3) 5. példa szerinti kimer szekvencia (4 szam), amely
PNOS promotert, neo gént és oktopin-szintiz-gén 3’-vé-
gét tartalmazza,

4. 3. példa szerinti PTA29 promotert tartalmazo ki-
mer szekvencia, amelyben egy kereten beliil

a) E. colibdl szdrmaz6 EcoRI restrikcids endonuk-
leazt kodolo gén (Green és munkatarsai: J. Biol. Chem.
256, 2143-2153, 1981, Botterman és Zabeau: Gene,
37,229-239, 1985), amely képes GAATTC szekvenci-
anak kett6s szali DNS-en tortén6 felismerésére és hasi-
tasara, és amelyben a Green és munkatarsai féle DNS-
szekvencidban a 3. példa szerint az aldbbi helyspeci-
fikus mutaciot végeztiik :

i) az ATG kezdeti kéd nukleotidjait ATGCA
nukleotidokra cseréltiik, amellyel a kezdeti kod-
nal egy Nsil helyet alakitottunk ki, és igy az
alabbi nukleotidszekvenciat kaptuk :

ATCCA, TCT, AAT, ..., és

ii) a pEcoR12-be klénozott EcoRI gén HindII-
HindIII fragmensét (Botterman és Zabeau idé-
zett miive) pMAC5-8 helyspecifikus muticids
vektorba klonoztuk,

€s

b) a 9. példa szerinti nopalin-szintdz-gén 3’-végét
egyesiti, és

5. sajat, természetes promotere szabilyozdsa alatt
EcoRI metilazt kédoldé gén (Botterman és Zabeau:
Gene 37, 229-239, 1985), amely E. coliban vagy agro-
baktériumban gatolja az EcoRI aktivitdsat, és igy kija-
vitja az EcoRI gén lehetséges hibas kifejezdését.

A pTVE63 dimer tipusi T-DNS vektor, amely a
T-DNS-hatarszekvenciak koz6tt harom kimer szekvenci-
at tartalmaz: PSSU-sfr és PNOS-neo, amelyek a maso-
dik promoterként PSSU és PNOS szabalyozésa alatt mar-
ker DNS-ként szolgalnak, és a PTA29-EcoRI gén, amely
els6 promoterként PTA29 szabalyozésa alatt himsteril
DNS-ként szolgal. A himsteril DNS TA29 promoter altal
szabalyozott és tapétumsejtekben bekdvetkez6ds kifeje-
zése olyan EcoRI restrikcids endonukleazt termel, amely
a tapétumsejtek kettds szali DNS-ét a GAATTC helyen
hasitja (lasd a IL. tipusi restrikciés modifikaciés rendsze-
reket, igy Wilson: TIG 4 (11), 314318, 1988), ami a
sejtek pusztulasat okozza.
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A 10B. abra szerinti pTVE62 plazmidot az alabbi
kozismert fragmensekbdl allitjuk el :

1. pGSC1701A2-b6l szarmazé T-DNS-hatirszek-
vencidkat tartalmazo6 vektorfragmens,

2.5. példa szerinti kimer szekvencia (3 szdm), amely
PSSU promotert, sfr herbicidrezisztens gént és T-DNS-
gén 7 3’-végét tartalmazza,

3.5. példa szerinti kimer szekvencia (4 szdm), amely
PNOS promotert, neo gént és oktopin-szintaz-gén neo
3’-végét tartalmazza,

4. 3. példa szerinti PTA29 promotert tartalmazé ki-
mer szekvencia, amelyben egy kereten beliil

a) Mn-szuperoxid-dizmutdz (Mn-SOD) tranzit-
peptidjét kodolo génfragmens; amely a pSOD1 Hpal-
HindIII fragmensébdl szdrmazé Ncol-Pstl fragmens
(Bowler és munkatarsai: EMBO J. 8, 31-38, 1989),
amelynek DNS-szekvencidjaban Bowler és munkatér-
sai a 3. példdban leirt helyspecifikus muticiéval az
alabbi modositasokat végezték:

1) az ATG kezdeti kodtol felfelé a —2 és —1 pozi-
ciéban elhelyezkedd AA nukleotidokat CC nuk-
leotidokra cserélték, és igy a kezdeti kodnal egy
Ncol helyet alakitottak ki, amely a kdvetkezd
nukleotidszekvenciinak felel meg:

—CCATGGCACTAC
Ncol

ii) a tranzitpeptid mikédési helyétdl kozvetleniil le-
fel¢ elhelyezkeds T, TCG, CTC nukleotidokat C,
TGC, AGC nukleotidokra cserélték, és igy egy
PstI helyet alakitottak ki a miikodési hely mogott,
amely a kovetkezd nukleotidszekvencidnak felel
meg:

L Q T F S L
CTC, CGC, GGC, TTG, CAG, ACC, TTT, TCG, CTC
CTC, CGC, GGC, TTG, CAG, ACC, TTC, TGC, AGC...
Pstl
ahol a nyil a tranzitpeptid miikodési helyét mu-
tatja, mig a felsé vonal az Mn-SOD kédoloszek-
vencidnak megfeleld aminosavszekvenciat mu-
tatja, az Ncol-Pstl fragmens egy kereten beliil
EcoRI restrikcios endonukledzt kodolé génnel
van egyesitve (Green és munkatarsai: J. Biol.
Chem. 256, 2143-2153, 1981, Botterman és
Zabeau: Gene 37, 229-239, 1985), amely alkal-
mas a pTVEG63-ban talalhato kettds szalu DNS
GAATTC szekvenciajanak felismerésére és ha-
sitasara, és

b) 9. példa szerinti nopalin-szintdz-gén 3’-vége van
egyesitve és

5. természetes promoterek szabalyozasa alatt EcoRI
metilazt kodolo gén (Botterman és Zabeau idézett mii-
ve), amely E. coliban vagy agrobaktériumban gétolja az
EcoRI aktivitasat, s igy kikiiszboli az EcoRI gén eset-
leges hibas kifejezGdésének kovetkezményeit, amely
gén a vektorfragmensen beliil a hatarszekvenciakon ki-
viil helyezkedik el.

A pTVEG62 biner tipusi T-DNS-vektor, amely a ha-
tarszekvencidkon beliil harom kimer szekvenciat tartal-
maz: PSSU-sfr és PNOS-NPTII, amelyek maésodik pro-
moterként PSSU és PNOS szabélyozasa alatt 4116 mar-
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ker DNS-ek, valamint pTA29-tranzitpeptid-EcoRI en-
donukleaz gén, amely els6 promoterként PTA29 szabé-
lyozas ald es himsteril DNS és ezek kozott elhelyezke-
dd tranzitpeptid-kodolé szekvencia. A himsteril DNS
tapétumsejtekben TA29 promoter szabélyozasa alatt tor-
ténd kifejez6dése olyan restrikcios endonukledzt ered-
ményez, amely beépiil a tapétumsejtek mitokondriuma-
ba és a sejtek kettds szala DNS-ét a GAATTC helyen
hasitja. Ez a sejtek pusztulasat okozza.

17. példa

16. példa szerinti kimer DNS-szekvencia dohdny-

ba és olajrepcébe torténé bevitele

A 11. és 15. példdban leirt mddon E. colibél szdrma-
26 pTVE62-t és pTVE63-at agrobaktérium C58C1 RifR-
be visziink be, amely pMP90-et hordoz. A kapott térzsek,
amelyek pMP90-nel egyiitt pTVE62-t, illetve pMP90-nel
egyiitt pTVE63-at hordoznak, felhasznalhatok dohény és
olajrepce transzformalodasara a 11. és 13. példaban leirt
modon. Azt a tényt, hogy az EcoRI endonukledz gének a
transzformalt herbicid- és kanamicinrezisztens hegekben,
hajtasokban és gyokerekben nem fejez3dnek ki, azok
fejlédésén latjuk.

A transzformalt ndvényeket liveghdzban talajba iil-
tetve virdgoztatjuk. A dohany- és olajrepceviragokat
megvizsgalva azt talaltuk, hogy a transzformalt nové-
nyek fenotipusa lényegében azonos a 10. példa szerinti
transzformalt dohdnyndvények fenotipusaval. Ez azt je-
lenti, hogy a TA29 promoter képes a heterolég EcoRI
endonukledz gén szelektiven a pTVE62 és pTVEG63
transzformalt névények tapétumsejtjeiben torténd koz-
vetlen kifejezésére, és igy himsterilitas kivaltasara.

A talalmany szerinti eljards nem korlatozédik vala-
mely konkrét névény transzformalésira. Az eljaras
megval6sithaté minden olyan névénynél, amelynek
sejtmaggenomja himsteril DNS-sel transzformalhatd,
amely egy elsé promoter szabalyozasa alatt szelektiven
a ndvény porzdszalsejtjeiben kozvetleniil kifejezhetd,
és a novény mind 6nbeporzd, mind keresztbeporzé le-
het. A novényekre példaként emlitheté burgonya, para-
dicsom, olajrepce, lucerna, napraforgd, gyapot, zeller,
hagyma, kukorica, szdjabab, dohany, kaposztafélék és
cukorrépa.

A taldlmény oltalmi kére tovabba nem korlatozodik
a példdkban emlitett plazmidokra és vektorokra, hanem
kiterjed minden olyan plazmidra és vektorra, amely egy
elsd promoter szabalyozasa al4 esd himsteril DNS-t tar-
talmaz.

A talalmény oltalmi kore nem korlatozodik tovabba
a példakban emlitett promoterekre, igy a TA29 promo-
terre, hanem kiterjed minden olyan DNS-szekvenciara,
amely valamely himsteril DNS-nek szelektiven a por-
z0szalsejtekben torténd kdzvetlen kifejez6désére alkal-
mas promotert kédol. Ebben a vonatkozasban az oltal-
mi kor kiterjed a 3A. dbra szerinti TA29 promoter DNS-
szekvencidjara, valamely barmely ekvivalens DNS-
szekvencidra, igy a 3B. 4bra szerinti TA13 promoter és
a 3C. abra szerinti TA26 promoter DNS-szekvencisja-
ra, amelyek felhasznalhatok a himsteril DNS-nek sze-
lektiven a névény tapétumsejtjeiben térténd kifejezésé-
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re. A TA29, TA26 és TA13 promoter DNS-szekvenciai
mddosithatok:

1. néhany kod azonos vagy mas aminosavat kodold
kédra tortén6 kicserélésével, és/vagy

2. néhany kod kiiktatasival vagy hozzéadasaval, az-
zal a feltétellel, hogy ezek a modositisok lényegében
nem valtoztatjak meg a kodolt promoternek azt a tulaj-
donsagat, hogy szabélyozza a himsterilitds tapétumspe-
cifikus kifejez6dését.

A taldlmény oltalmi kore tovabba nem korlatozodik
a példakban emlitett himsteril DNS-ekre, hanem kiter-
jed minden olyan DNS-szekvenciara, amely olyan elsé
RNS-t, fehérjét vagy polipeptidet kodol, amely lénye-
gesen megzavarja azoknak a porzoszalsejteknek a me-
tabolizmusat, miikodését és/vagy fejlédését, amelyek-
ben az elsd promoter szabalyozasa alatt kifejez3dtek.

Az oltalmi kor nem korlatozodik végiil a példakban
emlitett marker DNS-ekre, hanem kiterjed barmely
olyan DNS-szekvencidra, amely olyan masodik RNS-t,
fehérjét vagy polipeptidet kodol, amely legalabb egy
olyan specidlis névényi szovetnek vagy sejtnek, amely-
ben az adott DNS-szekvencia kifejezédik, egy megkii-
16nbdztethetd jelleget kolcsonoz, az olyan névényi szo-
vethez vagy sejthez viszonyitva, amelyben az adott
DNS-szekvencia nem fejez6dik ki.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards himsteril n6vény elGallitdsara, azzal jelle-
mezve, hogy
i) a ndévény sejtiénck nukledris genomjiba egy, a)

himsteril DNS-t és egy b) els6 promotert tartalma-

26 idegen DNS-szekvenciat juttatunk be, amelyben

a himsteril DNS ugyanabban a transzkripciés egy-

ségben helyezkedik el, mint az els§ promoter, ugy,

hogy egyben annak irdnyitasa alatt all, és az els§
promoter alkalmas a himsteril DNS expresszioja-
nak szelektiven a névény porzészilsejtjeiben torté-
né iranyitasara, és
i) andvényi sejtbél ndvényt regeneralunk,
azzal a megszoritassal, hogy amennyiben elsd promo-
terként a himsteril DNS expresszidjat szelektiven a pol-
lensejtekben iranyitd promotert alkalmazunk, akkor a
transzformalt névény nuklearis genomjéba a DNS-t ho-
mozig6ta modon juttatjuk be.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy himsteril DNS-ként egy, a porzdszalsejteket
— amelyekben a DNS expresszalodik — megold elsé
fehérjét vagy polipeptidet kédold DNS-t alkalmazunk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jjellemezve, hogy az expresszidt szelektiven a porzo-
szalsejtekben iranyitani képes els@ promoterként a
himsteril DNS-nek a novény specifikus portoksejtjei-
ben t6rténd expressziojat eredményezd elsd promotert
alkalmazunk.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy els6 promoterként a himsteril DNS-nek a tapétum-
sejtekben torténé expresszidjat eredményez8 promotert
alkalmazunk.
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5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy elsé promoterként a 3A. 4brdn bemutatott TA29
gén promoterét alkalmazzuk.

6. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy elsé promoterként a 3C. dbra szerinti cDNS-szek-
vencianak megfeleld TA26 gén promoterét, a 3B. dbra
szerinti cDNS-szekvencidnak megfelelé TA13 gén pro-
moterét vagy a TA29 génnel, a TA26 génnel vagy a
TA13 génnel hibridizdlodni képes, tapétumspecifikus
mRNS-t kédolé DNS promoterét alkalmazzuk.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljiras,
azzal jellemezve, hogy himsteril DNS-ként RN-4zt ko-
dolé DNS-t alkalmazunk.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy himsteril DNS-ként barnazt kédolé DNS-t alkal-
mazunk.

9. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy himsteril DNS-ként RN-az-T1-et kédolé DNS-t
alkalmazunk.

10. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy himsteril DNS-ként DN-azt, pro-
tedzt, gliikanazt, lipazt, lipidperoxidazt, sejtfalinhibitort
vagy bakteridlis toxint kodolé DNS-t alkalmazunk.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy himsteril DNS-ként endonukleazt vagy papaint ké-
dolé DNS-t alkalmazunk.

12. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy himsteril DNS-ként zimogén papaint, aktiv
papainfehérjét vagy foszfolipaz-A2-t kodold DNS-t al-
kalmazunk.

13. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy himsteril DNS-ként novényi
hormon szintézisét katalizalé enzimet kédolé DNS-t
alkalmazunk.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy himsteril DNS-ként Agrobacterium T-DNS-é-
nek 1. génje, 2. génje vagy 4. génje altal kodolt enzimet
alkalmazunk.

15. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy himsteril DNS-ként ribozimot
kodolo, elénydsen a 3A. abra szerinti TA29 gén altal
koédolt mRNS elleni, a 3C. 4bra szerinti cDNS-szekven-
ciat tartalmazé TA26 gén 4ltal kodolt mRNS elleni vagy
a 3B. abra szerinti cDNS-szekvenciat tartalmazé TA13
geén altal kédolt mRNS elleni ribozimot kédold, vagy
egy antiszensz DNS-t, elénydsen a TA29 gén, a TA26
gén vagy a TA13 gén antiszensz DNS-ét kodold DNS-t
alkalmazunk.

16. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy idegen DNS-szekvenciaként
egy tranzitpeptidet kodold elsd DNS-t is tartalmazd, és
az els6 DNS-t a himsteril DNS-sel és az elsé promo-
terrel azonos transzkripcios egységben, a ketté kozotti
helyzetben tartalmaz6 idegen DNS-szekvenciat alkal-
mazunk.

17. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy idegen DNS-szekvenciaként
egy ¢) marker DNS-t és d) egy mdsodik promotert is tar-
talmazé idegen DNS-szekvenciat alkalmazunk, amely-
ben a marker DNS a masodik promoterrel azonos transzk-
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ripci6s egységben helyezkedik el iigy, hogy annak iranyi-
tdsa alatt 4ll; és a masodik promoter alkalmas a marker
DNS expressziojanak a novény legaldbbis specifikus
szOvetében vagy sejtjeiben torténd irdnyitasara.

18. A 17. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként herbicidrezisztencia-gént
vagy egy, herbiciddel szembeni, médositott, a modosi-
tatlan enzimnél a herbiciddel szemben kisebb affinitasa
célenzimet kédold gént alkalmazunk.

19. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy marker DNS-ként glutamin-szintetaz inhibitoraval
szemben rezisztenciat biztositd gént, vagy ,.glyphosate”-
tal szembeni célenzimként egy médositott 5-enol-piruvil-
sikimat-3-foszfat-szintazt kédold gént vagy glutamin-
szintetdz inhibitordval szembeni célenzimként egy mo-
dositott glutamin-szintetazt kédolé gént alkalmazunk.

20. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként foszfinotricinnel szemben
rezisztenciat biztosito gént alkalmazunk.

21. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként sfr gént vagy sfrv gént al-
kalmazunk.

22. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként legalabb a specifikus szo-
vetnek vagy a specifikus sejteknek szint biztosit6 fehér-
Jét vagy polipeptidet kédolé gént; egy névénynek
stresszel szembeni tiir6képességet biztositd gént; vagy
egy betegséggel, vagy kartevdvel szemben rezisztenciat
biztositd fehérjét vagy polipeptidet kédold gént alkal-
mazunk.

23. A 22. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként GUS-gént vagy Al-gént,
Mn-szuperoxid-dizmutazt kédoldé gént, rovarokkal
szemben rezisztenciat biztositd, Bacillus thuringiensis
endotoxint kédolé gént vagy baktériummal szemben
rezisztenciat biztosité baktericid peptidet kodold gént
alkalmazunk.

24. A 17-23. igénypontok barmelyike szerinti elj4-
1as, azzal jellemezve, hogy masodik promoterként egy
konstitutiv promotert, sériiléssel indukalhatéd promotert,
a génexpressziot szelektiven fotoszintetikus aktivitassal
rendelkezd névényi szovetben irdnyité promotert, vagy
a génexpresszi6t szelektiven levélsejtben, sziromsejt-
ben vagy magsejtben iranyité promotert alkalmazunk.

25. A 24. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy mésodik promoterként 35S promotert, PNOS
promotert vagy POCS promotert, TR1’ vagy TR2’
promotert, SSU promotert vagy a génexpresszit sze-
lektiven magburoksejtekben iranyité6 promotert alkal-
mazunk.

26. A 17-25. igénypontok barmelyike szerinti elj4-
18s, azzal jellemezve, hogy idegen DNS-szekvenciaként
egy tranzitpeptidet kddolé masodik DNS-t is tartalmazé
és az els6 DNS-t a marker DNS-sel és a méasodik pro-
moterrel azonos transzkripcios egységben, a kettd ko-
z0tti helyzetben tartalmaz6 idegen DNS-szekvenciat al-
kalmazunk.

27. Az 1-26. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rés, azzal jellemezve, hogy idegen DNS-szekvenciaként
a 6. abran bemutatott pTTM4 vektor, a 7A. abran bemu-
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tatott pTTMS6 vektor, a 7B. abran bemutatott pTTM6A
vektor, a 8. 4bran bemutatott pTTMS vektor, a 9A. 4bran
bemutatott pTVEP1 vektor, a 9B. 4bran bemutatott
pTVEP2 vektor, a 10B. 4bran bemutatott pTVE62 vek-
tor vagy a 10A. dbrin bemutatott pTVE63 vektor
T-DNS-ét tartalmaz6 DNS-szekvenciat alkalmazunk.

28. Eljaras himsteril novény és szaporitdanyagai el6-
allitésdra, azzal jellemezve, hogy a névény egy sejtjének
nukledris genomjaba idegen DNS-szekvenciat visziink
be és a ndvényt regeneraljuk a névényi sejtb6l az 1-27.
igénypontok barmelyike szerinti eljaras i) és ii) lépései-
vel megegyez6 modon — azzal a megszoritassal, hogy
amennyiben els6 promoterként a himsteril DNS exp-
resszigjat szelektiven a pollensejtekben iranyito pro-
motert alkalmazunk, akkor a transzformalt névény nuk-
ledris genomjaba a DNS-t homozigéta médon juttatjuk
be — majd az idegen DNS-szekvenciat tartalmazé né-
vénybdl a szaporitéanyagokat kinyerjiik.

29. Eljaras sejtjeinek nuklearis gemomjdban az
aldbbiakat tartaimazé idegen DNS-szekvenciat hordozo
himsteril névény termesztésére:

a) egy himsteril DNS-t és egy elsG promotert, amely
himsteril DNS ugyanabban a transzkripcios egy-
ségben helyezkedik el, mint az els8 promoter ugy,
hogy egyben annak irdnyitisa alatt 4ll, és amely
elsé promoter alkalmas a himsteril DNS exp-
resszidjanak szelektiven a névény porzdszalsejt-
Jeiben torténd irdnyitdsara, és

b) egy marker DNS-t és egy mésodik promotert,
amely marker DNS a masodik promoterrel azo-
nos transzkripcios egységben helyezkedik el ugy,
hogy annak irdnyitisa alatt 4ll; és amely masodik
promoter alkalmas a marker DNS expresszioja-
nak a ndvény legalabbis specifikus szovetében
vagy sejtjeiben t6rténd iranyitisara,

azzal jellemezve, hogy

1) a himsteril névényt keresztbe beporozzuk egy,
ugyanahhoz a vonalhoz tartoz6, a méasodik promotert
€s a marker DNS-t hordozé idegen DNS-szekvencia-
t6l mentes himtermékeny ndvénnyel, majd

i) a himsteril névényt és/vagy a keresztbe beporzasbol
szarmaz6 himsteril utédait kiilonvalasztjuk a him-
termekeny névénytdl és/vagy himtermékeny utodai-
tol, kihasznélva azt, hogy a himtermékeny novény
mentes a marker DNS-t61 és a masodik promotertsl,
majd

(iif) a himsteril n6vénybdl magokat nyeriink, és azok-
bol névényeket termesztiink.

30. Eljaras hibrid magok el@allitasara, azzal jelle-
mezve, hogy
i) egy olyan himsteril névényt, amely sejtjcinek nuk-

ledris genomjdban egy, az aldbbiakat tartalmazé
idegen DNS-szekvencit tartalmaz:

a) egy himsteril DNS-t és egy b) els promotert,
amely himsteril DNS ugyanabban a transzkrip-
cids egységben helyezkedik el, mint az els3 pro-
moter, ugy, hogy egyben annak irdnyitisa alatt
all, és amely elsd promoter alkalmas a himsteril
DNS expressziojanak szelektiven a névény por-
z6szélsejtjeiben torténd iranyitasara;
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keresztbe beporzunk egy, az idegen DNS-szekvenciatél
mentes himtermékeny névénnyel, majd
ii) a himsteril n6vénybdl hibrid magokat takaritunk be.

31. A 29. vagy a 30. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jellemezve, hogy expresszidt szelektiven a ndvény por-
z6szélsejtjeiben irdnyité els6 promoterként a himsteril
DNS portoksejtekben torténd expressziot eredményezd
promotert alkalmazunk.

32. A 31. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy els6 promoterként a himsteril DNS tapétum-
sejtekben térténé expressziojat eredményezd promotert
alkalmazunk.

33. A 32. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemez-
ve, hogy elsé promoterként a 3A. abra szerinti TA29
gén promoterét alkalmazzuk.

34. A 31-33. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a himsteril DNS-ként RN-
4zt kodolo DNS-t alkalmazunk.

35. A 34. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy himsteril DNS-ként barnazt kodolé DNS-t al-
kalmazunk.

36. A 30. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy idegen DNS-szekvenciaként
¢) marker DNS-t és d) egy masodik promotert is tartal-
mazo idegen DNS-szekvenciat alkalmazunk, amelyben
a marker DNS a masodik promoterrel azonos transzkrip-
cios egységben helyezkedik el, gy, hogy annak iranyi-
tasa alatt all; és a masodik promoter alkalmas a marker
DNS expresszijanak a n6vény legalabbis specifikus
szOvetében vagy sejtjeiben torténd irdnyitasara.

37. A 29. vagy 36. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jjellemezve, hogy marker DNS-ként egy herbicidrezisz-
tencia-gént vagy egy, herbiciddel szembeni, médosi-
tott, a modositatlan enzimnél a herbiciddel szemben
kisebb affinitasu célenzimet kodolé gént alkalmazunk.

38. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy marker DNS-ként glutamin-szintetaz inhibitoraval
szemben rezisztenciat biztosito gént, vagy ,.glyphosate”-
tal szembeni célenzimként egy médositott 5-enol-piru-
vil-sikimat-3-foszfat-szintizt kodold gént vagy glutamin-
szintetiz inhibitordval szembeni célenzimként egy mé-
dositott glutamin-szintetazt kodold gént alkalmazunk.

39. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként foszfinotricinnel szemben
rezisztenciat biztositd gént alkalmazunk.

40. A 37. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként sfr gént vagy sfrv gént al-
kalmazunk.

41. A 29. vagy a 36. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jjellemezve, hogy marker DNS-ként legaldbb a specifi-
kus szévetnek vagy a specifikus sejteknek szint biztosi-
t6 fehérjét vagy polipeptidet kodold gént; egy ndvény-
nek stresszel szembeni tlirSképességet biztositd gént;
vagy egy betegséggel, vagy kartevGvel szemben rezisz-
tenciat biztositd fehérjét vagy polipeptidet kodolo gént
alkalmazunk.

42. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy marker DNS-ként GUS-gént vagy Al-gént, Mn-
szuperoxid-dizmutazt kodold gént, rovarokkal szemben
rezisztenciat biztositd, Bacillus thuringiensis endotoxint
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kodolé gént vagy baktériummal szemben rezisztenciat
biztosit6 baktericid peptidet kodolé gént alkalmazunk.

43. A 37-42. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy masodik promoterként egy
konstitutiv promotert, sériiléssel indukélhaté promotert,
a génexpressziot szelektiven fotoszintetikus aktivitassal
rendelkez8 névényi szovetben iranyité promotert, vagy
a génexpressziot szelektiven levélsejtben, sziromseit-
ben vagy magsejtben irdnyit6 promotert alkalmazunk.

44. A 43. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy masodik promoterként 35S promotert, PNOS
promotert vagy POCS promotert, TR1’ vagy TR2’
promotert, SSU promotert vagy a génexpressziot sze-
lektiven magburoksejtekben iranyitd promotert alkal-
mazunk.

45. A 37-44. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy a himsteril névényt vagy a
keresztbe beporzasbol szarmazo himsteril utédait kiilon-
vélasztjuk a himtermékeny novénytsl vagy himtermé-
keny ut6daitél, kihasznélva azt, hogy a himtermékeny
novény vagy himtermékeny utédja mentes a marker
DNS-t6l.

46. A 45. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként herbicidrezisztencia-gént
alkalmazunk, ¢és a himtermékeny névényt vagy him-
termékeny utodjat herbiciddel valé permetezéssel eli-
minaljuk.

47. A 37-46. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy himsteril névényként nukles-
ris genomjaban a marker DNS mellett egy masodik
marker DNS-t is tartalmazd himsteril néveényt, és him-
termékeny névényként egy marker DNS-t — de a két
marker DNS koéziil az egyiket nem — tartalmazé himter-
mékeny névényt alkalmazunk, és a himsteril névény
kiilonvalasztasat a himtermékeny névényts] azt kihasz-
ndlva végezziik, hogy a himtermékeny névény mentes
az egyik marker DNS expresszi6jatol.

48. A 37-47. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a himsteril névények koziil
tobbet és a himtermékeny névények koziil is tobbet
kiilon sorba iiltetiink.

49. A 37-47. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1éds, azzal jellemezve, hogy a himsteril névények koziil
tobbet és a himtermékeny novények koziil is tobbet
lényegében véletlenszeri eloszlasban termesztiink.

50. Eljaras a) egy himsteril DNS-t és b) egy, a him-
steril DNS expressziojat szelektiven egy névény porzo-
szalsejtjeiben irdnyito elsé promotert tartalmazé idegen
DNS-szekvencia el6allitasara, azzal jellemezve, hogy a
himsteril DNS-t az els6 promoter iranyitasa alé és azzal
azonos transzkripcids egységbe épitjiik be.

51. Az 50. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy expressziot szelektiven porzészalsejtekben ira-
nyit6 elsé promoterként egy, a himsteril DNS expresz-
szijat a ndvény specifikus portoksejtjeiben irdnyitd pro-
motert alkalmazunk.

52. Az 51. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy elsS promoterként a himsteril DNS-nek a tapé-
tumsejtekben térténd expressziojat eredményezé pro-
motert alkalmazunk.
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53. Az 52. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy elsé promoterként a 3A. 4bra szerinti TA29
gén promoterét alkalmazzuk.

54. Az 50-53. igénypontok barmelyike szerinti el-
Jjaras, azzal jellemezve, hogy a himsteril DNS-ként RN-
azt kodolé DNS-t alkalmazunk.

55. Az 54. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy himsteril DNS-ként barnazt kédolé DNS-t al-
kalmazunk.

56. Az 54. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy himsteril DNS-ként RN-4z-T1-et kédold DNS-t
alkalmazunk.

57. Az 50-53. igénypontok barmelyike szerinti el-
jaras, azzal jellemezve, hogy himsteril DNS-ként DN-
azt, proteazt, gliikanazt, lipazt, lipidperoxidazt, sejtfal-
inhibitort vagy bakterialis toxint kédolé6 DNS-t alkal-
mazunk.

58. Az 50-57. igénypontok barmelyike szerinti el-
jaras, azzal jellemezve, hogy az idegen DNS-szekven-
ciaba a masodik promoter iranyitasa ala és azzal azonos
transzkripciés egységbe egy marker DNS-t épitiink be.

59. Az 58. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként egy herbicidrezisztencia-
gént vagy egy, herbiciddel szembeni, mddositott, a mé-
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dositatlan enzimnél a herbiciddel szemben kisebb affini-
tash célenzimet kodold gént alkalmazunk.

60. Az 59. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként foszfinotricin-rezisztenciat
biztositd gént alkalmazunk.

61. Az 59. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként sfr gént vagy sfrv gént al-
kalmazunk.

62. Az 58. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemez-
ve, hogy marker DNS-ként legalabb a specifikus szovet-
nek vagy a specifikus sejteknek szint biztosité fehérjét
vagy polipeptidet kodolé gént; egy ndvénynek stresszel
szembeni tirSképességet biztosito gént; vagy egy beteg-
séggel, vagy kartevvel szemben rezisztenciét biztosito
fehérjét vagy polipeptidet kodold gént alkalmazunk.

63. Az 50-62. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy idegen DNS-szekvenciaként a
6. dbran bemutatott pTTM4 vektor, a 7A. abran bemuta-
tott pTTM6 vektor, a 7B. abran bemutatott pTTM6A
vektor, a 8. dbran bemutatott pTTMS8 vektor, a 9A. dbran
bemutatott pTVEP1 vektor, a 9B. dbran bemutatott
pTVEP2 vektor, a 10B. abran bemutatott pTVE62 vektor
vagy a 10A. abran bemutatott pTVE63 vektor T-DNS-ét
tartalmazé DNS-szekvenciat alkalmazunk.
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