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A SERK-kel kélcsdnhatasba 1ép6 fehérjék expresszioja altal

biztositott apomixis

A talalmany targya eljaras egy 0j novénygeneracio vegetativ
reprodukciéja valészinliségének novelésére, oly modon, hogy
transzgenikusan expresszalnak egy olyan fehérjét kodolo gént,
ami a szomatikus embriogenezis receptor-kinaz (SERK) altal be-
inditott jelatviteli kaszkadban jatszik szerepet. Az ebbdl szarmazo
apomiktikus magvak, valamint az ilyen magvak csirazasaval ka-
pott névények és azok utddai, valamint a SERK altal beinditott
jelatviteli kaszkadban szerepet jatszo fehérjéket kodolo gének is a

talalmany targyat képezik.
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A SERK-kel kélcsénhatasba 1ép6 fehérjék expresszioja altal

biztositott apomixis

A jelen talalmany targya a névények €s noévénysejtek vege-
tativ reprodukcidjaval kapcsolatos. Pontosabban, a jelen talal-
many targya eljaras a vegetativ reprodukcié in vivo valészinuseé-
gének novelésére magok utjan, vagy in vitro, szomatikus
embriogenezissel. Az ebbdl szarmaz6 apomiktikus magvak, vala-
mint az ilyen megvak csiraztatasaval kapott névények és azok
utodai szintén a jelen talalmany targyat képezik.

A magokon Kkeresztul torténé vegetativ, aszexualis repro-
dukcié, amit neveznek apomixisnek is, a névények egy geneti-
kailag szabalyozott reprodukciés mechanizmusa, amit néhany
poliploid, termesztésbe nem vont fajnal lehet megtalalni. Az
apomixis két tipusat lehet megktilénboztetni, a gametofitast és a
nem-gametofitist. A gametofitas apomixisben - amibdl szintén
ketté6 van, az aposporas és a diplospéras — tébb embridzacsko
keletkezik, amikbél tipikus esetben hidnyoznak az antipdd sejt-
magok, vagy az embriozacskoban megasporogenezis jatszodik le.

A nem-gametofitas apomixisben, amit esetleges magzatképzideés-



nek is neveznek, szomatikus embrié fejlédik ki kozvetlenil az
embri6ézacskd, a maghaz fal vagy burok sejtjeib6l. A koérnyezo
sejtekbé6l szarmazé szomatikus embriok behatolnak az ivaros
maghazba, a szomatikus embriok koézil az egyik kiszoritja a tébbi
szomatikus embriét és az ivaros embriot, majd felhasznalja a
termelt endospermat.

Ha az apomixist szabalyozhaté, reprodukalhatébb tulajdon-
sagga alakitjuk at biotechnoldégiai modszerekkel, akkor ennek
szamos elénye lehet a névény nemesitésében és a kulturnévény-
valtozatok kifejlesztésében, azokban az esetekben, amikben iva-
ros szaporodasra képes névények elérheték, az apomiktikus né-
vénnyel valé keresztezéshez. A szomatikus embriogenezis recep-
tor kinazr6l (SERK) ismert, hogy szerepe van az apomiktikus
magvakbél szarmazo sporofita sejtekbél keletkezé kiviilallo emb-
riok képzédésében.

Az apomixis a valodi nemesitéshez magré6l szaporodé hib-
rideket szolgaltathat. Emellett az apomixis lerdéviditheti és egy-
szerisitheti a nemesitési folyamatot, oly médon, hogy egy kivant
génkombinéaci6 eléallitasaban és/vagy stabilizalasaban az 6nbe-
porzas és az utoédok vizsgalata eliminalhaté. Az apomixis az
egyedi génkombinaciét tartalmazé genotipusok kulturnévény-val-
tozatként valé hasznalatahoz jarulhat hozza, mivel az apomikti-
kus genotipusok valtozatlanul szaporodnak, a heterozig6zistol
fliggetlentil. A gének vagy a géncsoportok tehat lehetnek ,pirami-
sosak” vagy fixaltak” a szuper genotipusokban. Mindegyik, iva-

ros-apomiktikus keresztezésbdl szarmazé, kivalé tulajdonsagu
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apomiktikus genotipusbdl lehet kultirnévény-valtozat. Az apo-
mixis lehetévé teszi a névénynemesiték szamara, hogy stabil jel-
lemzékkel, azaz példaul magassaggal, mag- és takarmanyozasi
tulajdonsagokkal és érettséggel rendelkezé kultirnévény-val-
tozatokat fejlesszenek ki.

A hibridek kereskedelmi mennyiségben valo eléallitasa so-
ran a nemesitéket nem korlatozza (i) egy citoplazma-sejtmag kol-
csénhatas a steril néiivara szllék létrehozasaban, vagy (i) egy
beporzé termékenységet visszaallité kapacitasa. Majdnem minde-
gyik keresztbe kompatibilis csiraplazma lehet potencialis szuld
az apomiktikus hibridek eléallitasa soran.

Az apomixis leegyszerusitheti a hibrid magok kereskedelmi
mennyiségben valo eldéallitasat is. Pontosabban, (i) nincs sztkség
a kereskedelmi forgalomba kertilé hibrideket termel6 tablak fizi-
kai izolalasara; (ii) minden rendelkezésre all6 terulet hasznalhato
a hibrid magvak eléallitasara, ahelyett, hogy meg kellene osztani
a tertiletet a beporzok és a himsteril vonalak kozott; és (iii) nincs
sztikség kiindulasi sztilévonalak fenntartasara.

Az apomiktikus Uton eléallitott magvak eldallitasabol felhal-
moz6dé potencialis elényodket jelenleg nem realizaljak, nagymér-
tékben azért, mert problematikus az apomiktikus kapacitas bio-
technolégiai modszerekkel valé bevitele a szamunkra érdekes no-
vényekbe. A jelen talalmanynak a SERK altal beinditott jelatada-
si kaszkadban szerepet jatszé fehérjék bejuttatasara vonatkozo
kitanitasa egy tovabbi lépést biztosit ennek a problémanak a

megoldasara, amennyiben in vivo javitja a magvakon kereszul



lejatsz6do vegetativ reprodukciét, in vitro pedig a szomatikus
embriogenezist.

Az alabbiakban a ,gén” szakkifejezés jelentése kodolo szek-
vencia és hozza kapcsolodé szabalyozo-szekvenciak. A kodolo
szekvencia RNS-sé irodik at, ami a gén tipusatél figgéen lehet
mRNS, tRNS, rRNS, snRNS, értelmes RNS vagy antiszensz RNS.
A szabalyozé-szekvencia lehet példaul promoter szekvencia, 5 €s
3" nem-transzlalédé szekvencia és terminacios szekvencia. Mas
elemek is lehetnek még jelen, mint példaul intronok.

A ,promoter” egy olyan DNS szekvencia, ami beinditja egy
hozza kapcsoléodé DNS szekvencia transzkripcidjat. A specifikus
promoter régiotdl figgéen tartalmazhat olyan elemeket is, amik a
génexpresszié szabalyozoiként mukddnek, mint példaul az ak-
tivatorok, fokozok és/vagy represszorok.

Egy szabalyoz6 DNS szekvenciar6l, azaz példaul egy promo-
terrél akkor mondjuk, hogy ,muikédés szempontjabol kapcsolt”,
vagy ,kapcsolodik” egy RNS-t vagy fehérjét kodolo DNS szekven-
ciahoz, ha a két szekvencia egymashoz viszonyitva Gigy van elhe-
lyezve, hogy a szabalyoz6 DNS szekvencia befolyasolja a kddolo
DNS szekvencia expressziéjét.

Az ,expresszi6” szakkifejezés jelentése egy endogén gén
vényekben.

Az expresszid az ,embridzacské koézelében” szakkifejezés
jelentése szerintlink termdlevélben, magburokban, magkezde-

ményben, elsé6 magkezdeményben, maghaz falban, chalaza-ban,
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magdudorbélben, szalban vagy maglécben valé expresszi6. A
szakterlileten jartas szakember szamara nyilvanvalo, hogy a
,magburok” szakkifejezés vonatkozik azokra a szdvetekre is,
amik abbdl szarmaznak, mint példaul az endotéliumra. Az
,embriogenikus” szakkifejezés a sejtnek azt a képességét defini-
alja, hogy permissziv kértilmények kozott embriova fejlédik. Az
nyilvanval6, hogy az ,aktiv formaban” szakkifejezés olyan fehér-
jékre vonatkozik, amik csonkitva, vagy mas moédon mutaltatva
vannak, azzal a feltétellel, hogy még mindig novelik a vegetativ
reprodukcié valoszinuségét, fliggetlenul attol, hogy ezt teszik-e
vagy sem, kolcs6nhatasba lépnek a jelatvitel komponenseivel,
ugyanugy, mint ahogy azt azokban a szdvetekben teszik, amik-
ben normaélis kértlmények kozott eléfordulnak.

A ,marker gének” egy szelektalhat6 vagy szurheté tulajdon-
sagot kodolnak. Tehat a ,szelekciés marker gén” expresszidja egy
sejtnek szelektiv elényt biztosit, ami annak a kévetkezmeénye,
hogy egy nem-transzformalt sejttel 6sszehasonlitva képes egy ne-
gativ szelekcios agens, azaz példaul egy antibiotikum vagy herbi-
cid jelenlétében névekedni. A nem-transzformalt sejtekkel 6ssze-
hasonlitva a transzformalt sejtek altal birtokolt szelektiv elény
annak is lehet a kévetkezménye, hogy képes egy hozzaadott ve-
gyuletet tapanyagként, novekedési faktorként vagy energiaforras-
ként hasznositani. A szelekciéos marker gén szakkifejezés olyan
génre vagy génkombinaciéra is vonatkozik, amiknek noévénysej-
tekben val6é expresszidja a sejtnek mindkét, azaz a negativ €s po-

zitiv szelekcios elényt képes biztositani. Egy masik megoldas sze-
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rint viszont, a ,szlirhetd szelekciés marker gén” nem biztosit sze-
lektiv elényt a transzformalt sejteknek, de expresszidja a transz-
formalt sejteket fenotipusosan megkillonbéztethetéveé teszi a
nem-transzformalt sejtektol.

A ,névény” szakkifejezés barmilyen névényre vonatkozik, de
féleg magos noévényekre.

A ,noévénysejt” szakkifejezés a noévény strukturalis és fiziolo-
gias egységére vonatkozik, ami tartalmaz protoplasztot és sejtfa-
lat. A névénysejt lehet izolalt egyedi sejt (azaz példaul levélrés or-
sejt), vagy tenyésztett sejt, vagy egy magasabban szervezett egy-
ség, azaz példaul novényi szévet vagy noévényi szervezet része.

A , ndvényi anyag” szakkifejezés jelentése levelek, szarak,
gyokerek, hajszalgydkerek, viragok vagy viragok részei, szirmok,
gyumélcsok, viragpor, pollencsd, portok fonalak, magriugyek,
embriozacskék, csirasejtek, maghazak, zigétak, embriok, zigo-
tikus embriok per se, hipokotil szekcidk, apikalis merisztémak,
vaszkularis kétegek, periciklusok, magvak, dugvanyok, sejt- vagy
szbvettenyészetek vagy a névény barmilyen része vagy terméke.

A jelen talalmanyban az alabbi megoldasokat adjuk meg:

e eljaras egy 0j névénygeneracié vegetativ reprodukcigja valo-
szintiségének novelésére, azzal jellemezve, hogy transzgeni-
kusan expresszalunk egy gént, ami a szomatikus embrioge-
nezis receptor kinaz (SERK) altal beinditott jelatviteli kasz-
kadban szerepet jatszo fehérjét kodol,

e az elézé6kben emlitett eljaras, azzal jellemezve, hogy a ko-

dolt fehérje fizikai kolcsénhatasba lép a SERK-kel;
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e az elé6zokben emlitett eljaras, azzal jellemezve, hogy a fehér-
je a Squamosa-promoter kété fehérje (SBP) transzkripcios
faktorok, vagy a 14-3-3 tipusu lambda fehérjék csaladjanak
tagja;

e az elézékben emlitett eljaras, azzal jellemezve, hogy a fehér-
je aminosav szekvenciajat a 2. szamu szekvenciavazlatban,
a 4. szamu szekvenciavazlatban, a 6. szamu szekvenciavaz-
latban, a 8. szamu szekvenciavazlatban, a 10. szamu szek-
venciavazlatban, a 12. szamn szekvenciavazlatban, a 14.
szamu szekvenciavazlatban vagy a 16. szamu szekvencia-
vazlatban mutatjuk be, vagy aminosav szekvenciaja tartal-
maz egy legalabb 150 aminosavbél allé6 komponens szek-
venciat, ami az illesztés utan legalabb 40%-os azonossagot
mutat a 12. szamu szekvenciaval vagy a 16. szamu szek-
venciaval;

e az elé6zékben emlitett eljaras, azzal jellemezve, hogy a mag-
vakon keresztiil fokozzuk a vegetativ reprodukcio
(apomixis) valoszinuségeét;

e az el6z6kben emlitett eljaras, azzal jellemezve, hogy a mag-
vak nem-gametofitas apomixisbél szarmaznak;

e az elé6z6kben emlitett eljaras, azzal jellemezve, hogy a ko-
dolt fehérjét transzgenikusan expresszaljuk az embriézacs-
ko6 szomszédsagaban,;

e az elézékben emlitett eljaras, azzal jellemezve, hogy nével-

juk az in vitro szomatikus embriogenezis valoszintiségét;
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e az elézékben emlitett eljaras, azzal jellemezve, hogy a gén
expressziojat a SERK gén promotere, a répa kitinaz DcEP3-
1 gén promotere, az Arabidopsis AtChitlV gén promotere, az
Arabidopsis LTP-1 gén promotere, az Arabidopsis bel-1 gén
promotere, a petunia fbp-7 gén promotere, az Arabidopsis
ANT gén promotere, vagy a Phalaenopsis O216 gén promo-
tere szabalyozza;

e gén, ami a 2. szamu szekvenciavazlatban, a 4. szamu szek-
venciavazlatban, a 6. szamu szekvenciavazlatban, a 8.
szamu szekvenciavazlatban, a 10. szamu szekvenciavaz-
latban, a 12. szamu szekvenciavazlatban, a 14. szamu
szekvenciavazlatban vagy a 16. szamu szekvenciavazlatban
bemutatott aminosav szekvenciaval rendelkezé fehérjét ko-
dol, vagy egy olyan fehérjét, aminek aminosav szekvencigja
tartalmaz egy legalabb 150 aminosavbdl allo6 komponens
szekvenciat, ami az illesztés utan legalabb 40%-os azonos-
sagot mutat a 12. szamu szekvenciaval vagy a 16. szamu
szekvenciaval,

e az emlitett gén, aminek a nukleotid szekvenciajat az 1.
szamu szekvenciavazlatban, a 3. szamu szekvenciavaz-
latban, az 5. szamu szekvenciavazlatban, a 7. szamu szek-
venciavazlatban, a 9. szamu szekvenciavazlatban, a 11.
szamu szekvenciavazlatban, a 13. szamu szekvenciavaz-
latban vagy a 15. szamu szekvenciavazlatban adjuk meg;

e az emlitett gén, aminek nukleotid szekvenciajat ugy modo-

sitjuk, hogy az ismert mRNS instabilitasi motivumokat vagy



poliadenilezési szignalokat eltavolitjuk, €s/vagy azokat a
kodonokat hasznaljuk, amiket elényben részesit az a no-
vény, amibe a DNS-t be akarjuk épiteni;

e noévény vagy ndévénysejt, ami transzgenikusan expresszalja
az emlitett gént; €s

e névény vagy névénysejt, amit a jelen talalmany szerinti el-
jarassal allithatunk el6 elé.

A jelen taldlmany targya eljaras egy 1j névénygeneracio ve-
getativ reprodukcidja valoszintiségének névelésére, példaul ugy,
hogy apomiktikus magvakat allitunk elé, vagy szomatikus
embridkat allitunk eld in vivo kérilmények koézott, azzal jellemez-
ve, hogy transzgenikusan expresszalunk egy gént, ami a szomati-
kus embriogenezis receptor kinaz (SERK) altal beinditott jelat-
viteli kaszkadban szerepet jatszo fehérjét kodol. Ezt az alabbi el-
jarassal érjuk el:

. a névényi anyagot transzformaljuk az emlitett fehérjét

kodoldé nukleotid szekvenciaval,

. a transzformalt ndévényi anyagot nodvényekkeé, vagy
annak termdlevelet tartalmaz6 részévé transzformal-
juk, majd

" a szekvenciat az embriézacské koézelében expresszal-
juk.

A jelen talalmany egy tovabbi megvalositasi médja olyan ge-

nekre vonatkozik, amik a szomatikus embriogenezis receptor
kinaz (SERK) altal beinditott jelatviteli kaszkadban szerepet jat-

sz6 fehérjét kodolnak, aminek egy aktiv formaban valo jelenléte
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egy sejtben, vagy annak membranjaban az emlitett sejtet embrio-
génné teszi.

Az expresszalandoé gén elénydsen egy olyan fehérjét kodol,
ami fizikai kélcsénhatasba 1ép a SERK-kel. A SERK-kel kélcson-
hatasba keril6 fehérjék specifikus példai a Squamosa-promoter
koté fehérje transzkripcios faktorok [Klein és mtsai: Molecular
and General Genetics 250, 7-16 (1996)]. Ezek a fehérjék képesek
specifikus kélcsonhatasba 1épni a DNS-sel, egy 70-90, elényosen
79 aminosavboél allé konzervalédott doménen, az SBP boxon ke-
resztiil. A kiilénb6zé6 SBP-box szekvenciak altalaban 50%-os, €l6-
nybésen tébb mint 60%-os, vagy tébb mint 70%-os szekvencia-
azonossagot mutatnak. Az SBP-boxban a cisztein és hisztidin
csoportok figyelemre mélto elrendezése lathaté, ami emlékeztett
a cink-ujjakra, és valdszinuleg szerepet jatszik a specifikus pro-
moter-elemek felismerésében. Egy kétrészes nuklearis lokalizaci-
6s szignal talalhaté6 az SBP-box C-terminalisan [Dingwall és
mtsai: Trends in Biochem. Sci. 16, 478-481 (1991)]. A SERK-kel
kélcsénhatasba 1ép6 SBP fehérjének mind az N-terminalis, mind
a C-terminalis doménjei nagyon variabilisak, és valészintuleg sze-
repet jatszanak a fehérje aktivitasanak szabalyozasaban. Az
egyik lehetséges SBP fehérje azonos az SPL3-mal (5. szamu szek-
vencia és 6. szamu szekvencia), ami a virag tranzicioban jatszik
szerepet, és a fejl6dé viragrigyekben expresszalodik [Cardon és
mtsai: Plant Journal 12, 367-377 (1997)].

A SERK-kel kolcsonhatasba 1épé fehérjék egy masik cso-
portja a 14-3-3 fehérjék csaladjanak izoformaibol all, amilyen
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példaul a 14-3-3 tipusu lambda fehérje [Wu és mtsai: Plant
Physiology 114, 1421-1431 (1997); 9. szamu szekvencia és 10.
szamu szekvencia]. Osszesen 10 kiilonbo6zé 14-3-3 fehérje van je-
len Arabidopsis-ban, és a kulénb6zé tagok az intracellularis jelat-
vitelben jatszanak szerepet. Ugy befolyasoljak a jelatvitelt, hogy a
specifikus motivumokon (amiket példaul az olyan konzervalédott
aminosav szekvencidk reprezentalnak, mint az RxxS(p)xP) a
foszfoszerint tartalmazo fehérjékhez kotédnek [Yaffe és mtsai:
Cell 91, 961-971 (1997)]. Egy feltételezett 14-3-3 kolcsonhatas
domént, aminek a szekvencidja RPPSQP, megtalaltak az

« s s
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aminek aminosav szekvencidja RQPSEP, ami a SERK-et egy me-
chanizmussal latja el egy 14-3-3 kozvetitett jelatvitelhez.

A SERK-kel kélcsonhatasba 1épé fehérjék egyik példaja a
11. szamu szekvenciavazlaton (és a 12. szamu szekvenciavaz-
laton) lathat6, egy masik példajat pedig a szakirodalomban is-
mertették [Century és mtsai: Science 278, 1963-1965 (1997)]. Az
NDRI1 valészintileg egy membranhoz kapcsolédé komponenst ko-
dol a jelatviteli bioszintézis Gtban, a patogént felismerd fehérjéek
utan. Azt javasoltak, hogy az NDR1 egy olyan fehérje lehet, ami
szamos kulénbézé receptorral 1ép kolcsonhatasba. A 6. szamu
szekvenciavazlat egy Uj tagot reprezental ebben a kis fehérjecsa-
ladban, amirél feltételezik, hogy a transzmembran receptorok

altal befolyasolt intracellularis jelatvitelben jatszik szerepet.



12 RHES

A 13. szamu szekvencia egy SERK-kel kélcsénhatasba 1€pé
fehérjét (14. szamu szekvencia) kodol, ami homolog az
Escherichia coli aminopeptidaz N-nel, és feltételezik, hogy egy
Arabidopsis proteazt kodol, ami koélcsénhatasba 1ép a SERK-kel,
vagy aktivalja a SERK.

A 15. szamu szekvencianak megfelelé, SERK-kel koélcson-
hatasba 1épé fehérje kikovetkeztetett aminosav szekvenciaja (16.
szamu szekvencia) nem mutat homolégiat ismert géntermékek-
kel, bar 1étezik a rokon géntermékeknek egy kicsi, még le nem irt
csaladja Arabidopsis-ban.

Amennyiben az el6z6kben emlitett, SERK-kel koélcsonha-
tasba 1ép6 fehérjék, és a nekik megfelelé gének ujak, a jelen ta-
lalmany targyat képezik. -

Természetesen az el6z6kben ismertetett génekhez hasonlo
gének is hasznalhaték. A hasonlé gén egy olyan gén, aminek a
nukleotid szekvenciaja komplementer a vizsgalt szekvenciaval és
képes hibridizaléodni a talalmany szerint szekvenciahoz. Ha a
vizsgéalt és a talalmany szerint szekvencia kétszali DNS-t képez,
akkor a vizsgalt szekvenciat alkoté nukleinsav olvadaspontja a
talalmany szerinti szekvencia blvadéspontjétél kevesebb mint 20
°C-szal tér el. Abban az esetben, amikor a vizsgalt és a talalmany
szerinti szekvencia dssze van keverve, és egyszerre vannak dena-
turalva, a szekvencidk olvadaspontja elénydsen 10 °C-szal keve-
sebbel tér el egymastol. Az a legelénydsebb, ha a hibridizaciot
szigoru kériilmények ko6zott hajtjuk végre, vagy a talalmany sze-

rinti, vagy a vizsgalt DNS-t rogzitve. Eszerint a denaturalt vizs-
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galt, vagy talalmany szerinti szekvenciat elényGsen elész0r egy
hordozéhoz régzitjik, majd a hibridizacioét elére meghatarozott
ideig végezziik, 50-70 °C kozotti hémérsékleten, dupla erésségu
citrat pufferrel pufferelt séoldatban (SSC), ami 0,1 % SDS-t tar-
talmaz, majd a hordoz6t ugyanazon a hémérsékleten mossuk egy
megkivant szigorsagi mértéktél, és ennek megfeleléen a szek-
venciak hasonlésagatol fliggéen, egy adott hémérsékleten - azaz
példaul 60 °C-on - az ilyen csokkent koncentracioju pufferek ti-
pikus esetben 0,1% SDS-t tartalmazé egyszeres erdsségu SSC,
0,1% SDS-t tartalmazé fele erésségii SSC, és 0,1% SDS-t tartal-
mazé, egytized erésségii SSC. Azok a legnagyobb hasonlésaggel
rendelkezé szekvenciak, amiknek a hibridizaci6jat a legkevésbé
legelénydsebb, ha a vizsgalt és a talalmany szerinti szekvenciak
olyan hasonléak, hogy a kozottiik lejatszodo hibridizaciot lénye-
gében nem érinti a 0,1% SDS-t tartalmazo6, egytized erdsségu
natrium-citrat pufferrel Vélé mosas.

Az expresszaland6é gén modosithatoé, oly modon, hogy az
ismert mRNS instabilitasi motivumokat vagy poliadenilezési szig-
nalokat eltavolitjuk, és azokat a kodonokat hasznaljuk, amiket
elényben részesit az a névény, amibe a DNS-t be akarjuk épiteni,
ennek kodvetkeztében az igy modositott szekvencia expresszidja az
emlitett névényben olyan fehérjét eredményez, ami lényegében

hasonlit ahhoz, amit a moédositatlan szekvencia expresszidjaval

S RS
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kapunk abban a szervezetben, amiben az emlitett fehérje endo-
gén.

A hasonlé funkciéval rendelkezé fehérjék szekvencia varia-
bilitasa azt sugallja, hogy szamos aminosav helyettesithetd, in-
szertalhaté vagy kivaghato, anélkul hogy megvaltoztatnank a fe-
hérje funkciojat. Az ezek kozott a fehérjék kozott fennallé kap-
csolatot az egyes fehérjék illesztett aminosav szekvenciai, vagy
ezek komponens szekvenciai kozotti szekvencia-azonossag mér-
téke tukrozi.

A dinamikus programozasu algoritmusok kiilénbézd illesz-
kedéseket eredményeznek. Altalaban két megkoézelitési mod van
a szekvenciak illesztésére. A Needleman, Wunsch és Sellers altal
javasolt algoritmusok két szekvencia teljes hosszara vonatkoz-
nak, ezzel a két szekvencia globalis illesztését eredményezik. A
Smith-Waterman algoritmus viszont lokalis illeszkedéseket
eredményez. Egy lokalis illeszkedés a szekvencidkon beltil azokat
a régiokat illeszti egymashoz, amik a leghasonlobbak, ha meg le-
het valasztani az eredmény-matrixot és a rés-buntetéseket. Ez le-
het6vé teszi, hogy egy adatbazis keresést a szekvenciak legin-
kabb konzervalodott szekvenciaira fokuszaljunk. Azt is lehetéveé
teszi, hogy a szekvencidkban a hasonlé doméneket azonositsuk.
Ahhoz, hogy felgyorsitsuk az illesztéseket a Smith-Waterman al-
goritmussal, mind a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
mind a FASTA tovabbi korlatozasokat ad az illesztésekre.

A jelen talalmany szovegosszefliggésében az illesztéseket

kényelmesen a BLAST hasznalataval hajtjuk végre, ami hason-
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16sagi programok sorozata, arra tervezve, hogy az 6sszes elérhet6
szekvencia adatbazist at lehessen vizsgalni vele, fliggetlenil at-
t6l, hogy a keresést fehérjére vagy DNS-re hajtjuk végre. Ennek a
kutatasi segédeszkoznek BLAST 2.0 verzigjat (réses BLAST) az
Interneten hozzaférhetéve tették (jelenleg:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Heurisztikus algoritmust
hasznal, és a globalis illeszkedésekkel szemben lokalisan keres,
ezért képes kimutatni a rokonsagot azok kozott a szekvenciak
kozétt, amik csak az izolalt régiékban azonosak. A BLAST kuta-
tasban adott értékeknek jol definialt statisztikai jelentése van. A
jelen talalmany oltalmi korében kuilonésen hasznos a blastp
program, ami lehet6évé teszi, hogy réseket vigyiink be a lokalis
szekvencia illeszkedésekbe, és a PSI-BLAST program; mindkét
program egy aminosav szekvenciat keres egy fehérjeszekvencia
adatbazisban, valamint a blastp varians program, ami csak két
szekvencia esetében keresi a lokalis illeszkedéseket. Az emlitett
programokat elényésen alapértékekre beallitott opcionalis para-
meéterekkel futtatjak.

A BLAST hasznalataval végzett szekvencia illesztések azt is
figyelembe tudjak venni, hogy egy aminosavnak egy masikkal
valé helyettesitése valdszintileg megérzi-e azokat a fizikai €s ké-
miai tulajdonsagokat, amik ahhoz sziikségesek, hogy a fehérje
strukturajat és funkciojat fenntartsuk, vagy valoszinUbb, hogy
ezzel elrontjuk az esszencialis struktaralis és funkcionalis tulaj-

donsagokat. A nem-konzervativ helyettesitések példaul kis gya-
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korisaggal fordulnak el6é, és a konzervativ helyettesitések az
alabbi csoportokba tartozé aminosavak kozott hajthatok vgre:

(i) Szerin és treonin;

(ii) glutaminsav és aszparaginsav;

(iii) arginin és lizin;

(iv) aszparagin és glutamin;

(v)  izoleucin, leucin, valin és metionin;

(vi) fenilalanin, tirozin és triptofan;

(vii) alanin és glicin.

Az ilyen szekvencia-hasonlésagokat mennyiségileg a pozitiv
aminosavak szazalékaban adjuk meg, ami az azonos aminosavak
szazalékat jelenti, és ez segit abban, hogy egy fehérjét a hatar-
esetekben a helyes fehérjecsaladhoz rendeljunk.

A talalmany specifikus megvalésitasi médjaiban egy gént
expresszalunk, ami egy olyan fehérjét kodol, ami a szomatikus
embriogenezis receptor kinaz (SERK) fehérje altal beinditott jelat-
viteli kaszkadban jatszik szerepet, és aminosav szekvencigja a 2.,
4., 6. vagy 8. szamu szekvenciavazlaton lathaté, vagy egy ehhez
hasonl6 fehérje. A hasonlésagon azt értjuk, hogy egy fehérje tar-
talmaz egy legalabb 150 aminosavbdl allé szekvencia-kompo-
nenst, ami az illesztés elvégzése utan legalabb 40%-os, és elényo-
sen 50 vagy nagyobb szazalékos szekvencia-azonossagot mutat
egy masik fehérjével.

Ahhoz, hogy a szekvenciat expresszaljuk egy regeneralt no-
vényben, de féleg annak termélevelében, szévet-specifikus mo-

don, a szekvencia egy indukalhat6 vagy a fejlédési folyamat altal
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szabalyozott promoter vezérlése alatt all. Azt részesitjuk elény-
ben, ha a gén az embriézacsko, a maghaz fal, a magdudorbél
vagy a magburok szomatikus sejtjeiben expresszalodik. Ahogy az
apomiktikus magban levé endosperma polaris sejtmag és egy
ribzacskoban, az az elényos, ha a fehérjét expresszalé szekvencia
azel6tt expresszalodik, miel6tt a polaris sejtmag fuzional a him
gaméta sejtmagjaval.

Tipikus esetben a promoter olyan promoter, ami a SERK
gének expresszidgjat in planta szabalyozza, az Arabidopsis ANT
gén promotere, a Phalaenopsis 0216 gén promotere, a répa
kitinaz DcEP3-1 gén promotere, az Arabidopsis AtChitlV gén pro-
motere, az Arabidopsis LTP-1 gén promotere, az Arabidopsis bel-
1 gén promotere, a petunia fbp-7 gén promotere, az Arabidopsis
AtDMC1 promotere és a pTA7001 indukalhaté promoter. A
DcEP3-1 gén tranziensen expresszalodik a belsé magburok le-
bomlasa soran, kés6bb pedig azokban a sejtekben, amik a fejlédé
endosperma belsé részét boritjak. Az AtChilV gén tranziensen
expresszalodik a mikropilaris endospermaban, egészen a cellula-
rizaciéig. Az LTP-1 promoter aktiv a fejlédé magdudorbél epider-
miszében, mindkét magburokban, a mag kulsejében és a korai
embridoban expresszalodik. A bel-1 gén a fejlédé belsé magburok-
ban expresszalodik, és az fbp-7 promoter az embriozacsko fej-
16dése soran aktiv. Az Arabidopsis ANT gén a magburok fejlédése
soran expresszalodik, az 0216 gén pedig a Phalaenopsis-ban

expresszalodik az érett magrugyben.
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A DcEP3-1 és az AtChit IV gének promoterei standard elja-
rasokkal klénozhatok és jellemezheték. A SERK jel-kaszkad fe-
hérjéjét kodolo gént a DcEP3-1, az AtChit IV vagy az AtLTP-1
promoter mogé klonozzuk, majd Arabidopsis-ba transzformaljuk.
A ligalast ugy hajtjuk végre, hogy a promotert muiikoédés szem-
pontjabol az atirandé szekvencia moégé kotjiik. Ezt a konstruk-
ciot, ami tartalmaz még ismert marker géneket is, amik a transz-
formalt anyag szelekcidojahoz kellenek, egy binaris vektor, azaz
transzformaljuk. Az Arabidopsis-ba torténé, Agrobacterium-altal
kozvetitett transzformaciot a szakterilleten jartas szakember sza-
mara jol ismert vakuum infiltraciéval vagy gyokértranszformacio-
val hajtjuk végre. A transzformalt sejteket szelektaljuk és Gssze-
gyUjtjikk, majd (ahol lehetséges) normalis 6nbeporzassal rog-
zitjik. A 35S konstrukciokkal és a teljes SERK génnel végzett
parhuzamos transzformaciékat hasznaljuk kontrollként, hogy a
tulexpressziot kiértékeljuk tébb sejtben, vagy csak abban a né-
hany sejtben, amik természetes koértilmények koézott is exp-
resszaljak a gént. A 35S promoter konstrukcié eredményezheti
embri6 képzédését, amikor a jel, ami aktivalja a SERK altal befo-
lyasolt transzdukciét, jelen van a névényben. Létrehoztunk egy
vizsgald rendszert, ami a kasztralason és olyan donor-novény
sejtvonalak l1étrehozasan alapul, amik az LTP1 promoter-GUS és
SERK promoter-barnaz konstrukciét hordozé pollent termelik.

Ugyanazok a konstrukciok (35S, AtChitV, AtLTP-1 és SERK

promoterek a SERK-kel kdlcsénhatasba 1épé kodoloé szekvenciak-
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hoz kapcsolva) hasznalhatok szamos kulénbozé Arabidopsis
hattérbe, azaz példaul vad-tipusy, himsteril, fis (az emb 173
allélje) és primordia timing (pt)-1 vonalakba val6é transzformalas-
ra, vagy ezek kozlil a hatterek kozil kettének vagy tébbnek a
kontrollként hasznaljuk, hogy kiértékeljik a normalis zigétas
embriogenezisre gyakorolt lehetséges hatast, és hogy kiértékeljik
a magot megtermékenyité kézeg nélkll, a kasztralas utan. Az ms
vonalakat arra hasznaljuk, hogy kozvetlenul kiértékeljuk a ma-
gokat megtermékenyité kézeg nélkul. A fis vonalak mutatnak bi-
zonyos mérték(1 mag- és embrié-fejlédést megtermékenyité kozeg
nélkil, igy varhaté, hogy van természetes hajlamuk az
apomiktikus embriogenezisre, amit a konstrukciok jelenléte fo-
kozhat. A pt-1 vonal kivalé regeneralédasi képességgel rendel-
kezik, és arra hasznaltak, hogy az elsé stabilan embriogén
Arabidopsis sejtszuszpenziés tenyészeteket inicialjak vele. Az
kapjuk meg, hogy keresztezzilk 6ket egymassal, valamint olyan
vonalakkal, amik ektopikusan expresszaljak a SERK-kel kélcson-
hatasba 1ép6 fehérjéket. Az MS vonalak kivételével a szaporitast
elvégezhetjilk normalis 6nbeporzassal, és az apomiktikus tulaj-
donsagok elemzésével. Hasonlo stratégiat koévetink, ha az
ATChilV, AtLTP-1 és SERK promotereket a bel-1 és fbp-7 promo-
terekkel, valamint mas, a néivari gaméta komponenseire specifi-

kus promoterekkel helyettesitjuk.
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A jelen talalmany targyat képezik tovabba az olyan vekto-
rok, amik az el6z6 bekezdésekben emlitett DNS-t tartalmazzak, a
vektorral transzformalt névények, az ilyen névények utoédai, amik
a DNS-t stabilan beéplilve tartalmazzak, valamint az ilyen no-
vények vagy ilyen utédok apomiktikus magvai.

Az expresszaland6 géneket szamos, a szakteruleten ismert
moédszerrel lehet bejuttatni a névénysejtekbe, amiket a WO
97 /43427 szamu szabadalmi leiras 7. és 8. oldalan ismertetnek.

A jelen talalmany oltalmi koérébe tartoznak tovabba a
transzgenikus noévények, féleg a termékeny transzgenikus no-
vények, amiket az el6z6kben ismertetett eljarasokkal transzfor-
maltunk, valamint ezek aszexualis és/vagy szexualis utodai,
amik még stabilan tartalmazzak a beépitett DNS-t, és/vagy az
ilyen névények vagy ndévényi utédok apomiktikus magvai. Az
ilyen névényeket ugyanugy lehet hasznalni, mint ahogy azt a WO
97/ a 423427 szamu szabadalmi leirasban ismertetik.

A jelen talalmany szerinti transzgenikus noévény lehet két-
szik(l vagy egyszik(l névény. llyen névények lehetnek a szanto6fol-
di névények, a zoldségek és a gyuimolcsok, beleértve a paradi-
csomot, a borsot, a sargadinnyét, a salatat, a karfiolt, a brokko-
lit, a kaposztat, a kelbimbét, a cukorrépat, kukoricat, az édesku-
koricat, a hagymat, a répat, a péréhagymat, az uborkat, a do-
hanyt, a lucernat, a padlizsant, a céklat, a disznobabot, a zellert,
a cikériat, a tehénborsoét, az endiviat, a lop6tékot, a féldimogyo-
rot, a papayat, a borsét, a mogyoroét, az ananaszt, a burgonyat, a

poérsafranyt, a z6ldbabot, a széjababot, a spenotot, stitétokoket, a

o
.
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napraforgét, a cirkot, a gorégdinnyét, és hasonlokat; valamint a
disznévényeket, mint példaul Impatiens, Begonia, Petunia,
Pelargonium, Viola, Cyclamen, Verbena, Vinca, Tagetes, Primula,
Saint Paulia, Ageratum, Amaranthus, Anthirrhinum, Aquilegia,
Chrysanthemum, Cineraria, Clover, Cosmo, Cowpea, Dahlia,
Datura, Delphinium, Gerbera, Gladiolus, Gloxinia, Hippeastrum,
Mesembryanthemum, Salpiglossis, Zinnia, €és hasonlok. Egy
elényben részesitett megvalositasi mod szerint a DNS-t termény
magvakban” expresszaltatjuk, azaz példaul kukoricaban,
édeskukoricaban, borséban, stb., oly médon, hogy az apomiktikus
magok, amik az ilyen expressziobdl szarmaznak, fizikailag nincse-
nek elmutaltatva, vagy mas modon karositva, a nem-transzformalt
hasonlé terményekbél nyert magvakkal oOsszehasonlitva. A
Graminaceae csaladba tartozé egysziki ndvényeket részesitjuk
elényben, beleértve a Lolium, Zea, Triticum, Triticale, Sorghum,
Saccharum, Bromus, Oryzae, Avena, Hordeum, Secale and Setaria
névényeket.

Még inkabb elényben részesitjuk a transzgenikus kukori-
cat, buazat, arpat cirkot, rozsot, zabokat, pazsitfiféléket és ta-
karmanyfuveket, kélest, rizst és cukorrépat. Kiillénésen elényben
részesitjuk a kukoricat, a buzat, a cirkot a rozsot, a pazsitfufélé-
ket és a rizst.

A kétszikd noévények ko6zil a tovabbiakban az Arabidopsis,
szdjabab, gyapot, cukorrépa, olajrepce, dohany és napraforgb né-
vényeket részesitjiilk inkabb elényben. Kiiléndsen elényben reé-

szesitjuk a paradicsomot, a borsot, a sargadinnyét, a salatat, a
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Brassica z6ldségeket, a szdjababot, a gyapotot, a dohanyt, a cu-
korrépat és az olajrepcét.

Az ,utéd” szakkifejezés a transzgenikus névényeknek mind
az ,aszexualisan”, mind a ,szexualisan” létrejott utoédaira vonat-
kozik. Ez a definicié szerintiink az ismert eljarasokkal, azaz pé€l-
daul a sejtfuzioval vagy mutans szelekcioval kapott 6sszes mu-
tansra és variansra is vonatkozik, amik még rendelkeznek a kiin-
dulasi transzformalt névény jellemzé tulajdonsagaival, a transz-
formalt névényi anyag Osszes keresztezési és fzids termékével
egylitt. Ide tartoznak a visszakeresztezésbdél szarmazo utédnove-
nyek is, mindaddig, amig az emlitett utédnévények még tartal-
mazzak a jelen taldlmany szerinti DNS-t.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba a transzgenikus
novények szaporité anyagai is. A jelen talalmany szerint ezt ugy
definialjuk, mint barmilyen névényi anyag, ami szexualisan vagy
aszexualisan szaporithato in vivo vagy in vitro. A jelen talalmany
szerint kiiléndsen elény6sek a protoplasztok, sejtek, kalluszok,
szbvetek, szervek, magvak, embriok, pollen, csirasejtek, zigotak,
minden mas, transzgenikus noévényekbél nyerhetdé szaporito
anyaggal egyutt.

A névények részei, azaz példaul a jelen talalmany szerinti
modszerekkel korabban transzformalt transzgenikus né-
vényekbdl vagy utdédaikbdl szarmazd, és ennek kévetkeztében
legalabb részben transzgenikus sejteket tartalmazoé viragok, sza-

rak, gyumolcsok, levelek, gytkerek is a jelen talalmany oltalmi
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kérébe tartoznak. Kulondésen elényben részesitjilk az
apomiktikus magvakat.

A jelen talalmany illusztralasara egy SERK-kel kélcsénha-
tasba 1épd gén Arabidopsis-ban vald transzgenikus expresszidjat
adhatjuk meg, amely expresszié névényi expressziés szignalok,
féleg egy olyan promoter vezérletével jatszodik le, ami a SERK
gének expresszigjat szabalyozza névényekben, de elénydsen egy,
a fejlédési folyamat altal szabalyozott vagy indukalhaté promo-
terrel, azaz példaul az Arabidopsis ANT gén promoterével, a
Phalaenopsis 0216 gén promoterével, a répa kitinaz DcEP3-1 gén
promoterével, az Arabidopsis AtChitlV gén promoterével, az
Arabidopsis LTP-1 gén promoterével, az Arabidopsis bel-1 gén
promoterével, a petunia fbp-7 gén promoterével, az Arabidopsis
AtDMCI1 promoterével és a pTA7001 indukalhat6é promoterével.

A DcEP3-1 és az AtChit IV gének promotereit standard elja-
rasokkal klonozhatjuk és jellemezhetjuk. A kivant kédolé szek-
venciat a DcEP3-1, AtChit IV vagy az AtLTP-1 promoter mogeé
klonozzuk, majd Arabidopsis-ba transzformaljuk. A ligalast ugy
hajtjuk végre, hogy a promotert mukédés szempontjabdl az at-
irand6é szekvencia moégé kotjuk. Ezt a konstrukciét, ami tartal-
maz még ismert marker géneket is, amik a transzformalt anyag
szelekcidjahoz kellenek, egy binaris vektor, azaz példaul pBIN19
T-DNS régidjaba épijiik be, majd Arabidopsis-ba transzformaljuk.
Az Arabidopsis-ba torténd, Agrobacterium-altal kozvetitett transz-
formaciot a szakterlileten jartas szakember szamara jol ismert

vakuum infiltraciéval vagy gyokértranszformaciéval hajtjuk vég-
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re. A transzformalt sejteket szelektaljuk és 6sszegyujtjik, majd
(ahol lehetséges) normalis 6nbeporzassal régzitjik. A 35S konst-
rukcidkkal és a teljes SERK génnel végzett parhuzamos transz-
formaciokat hasznaljuk kontrollként, hogy a talexpressziot kiér-
tékeljuk t6bb sejtben, vagy csak abban a néhany sejtben, amik
természetes korulmények kozott expresszaljak a gént. A 35S pro-
moter konstrukcié eredményezheti embriéo képzddését, amikor a
jel, ami aktivalja a SERK altal befolyasolt transzdukciot, jelen
van a noévényben. Létrehoztunk egy vizsgal6 rendszert, ami a
kasztralason és olyan donor-névény sejtvonalak létrehozasan
alapul, amik az LTP1 promoter-GUS és SERK promoter-barnaz
konstrukciot hordozé pollent termelik.

Ugyanazok a konstrukciék (35S, AtChitV, AtLTP-1 és SERK
promoterek a SERK-kel kélcsonhatasba 1€épé kodolé szekvenciak-
hoz kapcsolva) hasznalhatok szamos kulénbézé Arabidopsis hat-
térbe, azaz példaul vad-tipusu, himsteril, fis (az emb 173 allélje)
és primordia timing (pt)-1 vonalakba val6 transzformalasra, vagy
ezek kozll a hatterek kozul kettének vagy tobbnek a kombinacio-
jaba valé transzformalasra. A vad-tipusu vonalakat kontrollként
hasznaljuk, hogy kiértékeljik a normalis zigétas embriogenezisre
gyakorolt lehetséges hatéSt, és hogy kiértékeljik a magot megter-
mékenyit6é kozeg nélkil, a kasztralas utan. Az ms vonalakat arra
hasznaljuk, hogy kozvetlentl kiértékeljik a magokat megtermeé-
kenyité kézeg nélkul. A fis vonalak mutatnak bizonyos mértéku
mag- €s embrio-fejlédést megtermékenyité kozeg nélkul, igy var-

haté, hogy van természetes hajlamuk az apomiktikus embrioge-
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nezisre, amit a konstrukcidk jelenléte fokozhat. A pt-1 vonal ki-
valo regeneralodasi képességgel rendelkezik, és arra hasznaltak,
hogy az elsé stabilan embriogén Arabidopsis sejtszuszpenzids
tenyészeteket inicialjak vele. Az el6z6kben emlitett hatterek kéziil
6ket egymassal, valamint olyan vonalakkal, amik ektopikusan
expresszaljak a SERK-kel kdlcsonhatasba 1ép6 fehérjéket. Az MS
vonalak kivételével a szaporitast elvégezhetjliik normalis 6nbepor-
zassal, és az apomiktikus tulajdonsagok elemzésével. Hasonl6
stratégiat koévetunk, ha az ATChilV, AtLTP-1 és SERK promotere-
ket a bel-1 és fbp-7 promoterekkel, valamint mas, a néivara
gaméta komponenseire specifikus promoterekkel helyettesitjtik.

levé, a SERK-kel kdélcsénhatasba 1épé gén heterolog expresszio-
javal keletkez6 apomiktikus magvak termelése alapjan irtuk le, a
szakteruleten jartas szakember szamara nyilvanvald, hogy mas
gének expresszidja, amiknek a termékei hasonlé struktura-
val/funkcioval rendelkeznek, hasonlé eredményeket ad. Emel-
lett, bar a példa az apomiktikus magtermelést illusztralja
Arabidopsis-ban, a talalmany természetesen nem korlatozédik az
apomiktikus gént indukalé génekre kizardlag ebben a né-
vényben. Emellett a talalmanyban ismertetjiik annak lehetdsé-
gét, hogy a talalmany szerinti génszekvenciakat a transzformalt
noévényi anyagban konstitutiv, nem-szévet-specifikus médon exp-
resszaljuk, példaul egy CaMV35S vagy NOS promoter transzkrip-

cios vezérlése alatt.
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A jelen talalmanybodl hasznot huzd, a szakterlleten jartas
szakember szamara az is nyilvanvalé, hogy egy SERK-kel kol-
csénhatasba 1ép6 gének transzformalhatok a névényi anyagba,
ami azutan szaporithaté és/vagy differencidlédhat, majd explan-
tumként hasznalhatd, amibdl szomatikus embridkat lehet eléal-
litani. Az ilyen szekvencidknak a transzformalt szovetben vald
expresszidja lényegesen megnoveli azoknak a sejteknek a szaza-
lékat a szovetben, amik kompetensek a szomatikus embridk lét-
rehozasaban, a nem-transzformalt hasonlé szdvetekben levd
sejtek szamaval 6sszehasonlitva.

Az alabbi példakban illusztraljuk a SERK-kel kélcsénha-
tasba 1ép6 fehérjéket kodoldé gének izolalasat és klonozasat, vala-
mint az apomiktikus magvak elgallitasat az emlitett gének hete-
moédon, hogy szomatikus embridk keletkeznek, amik behatolnak

az embridzacskoba és a mag kapszulazza a fejlédése soran.

Példak
1. Példa

Az Arabidopsis SERK géntermékkel kolcsonhatasba 1épé fehér-

iéket kédolo Arabidopsis gének izolalasa

A SERK csali-plazmid konstrukcioja

Az AtSERKtot61 Arabidopsis SERK klén pBluescript SK--
ban levé cDNS szekvencijjat hasznaljuk DNS templatként, hogy

polimeraz lancreakcioval amplifikaljuk a SERK nyitott leolvasasi
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keretét, az N-terminalis nélkul, az alabbi oligonukleotid pri-
mereket hasznalva:

V6 (5’ATGCTTTGCATAACTTTGAGG-37); 17. szamu szekvencia €és
T7 (5-AATACGACTCACTATAG-37); 18. szamu szekvencia.

A Kkapott polimeraz lancreakcié terméket a pGEM-T vektorba
(Promega) kloénozzuk. A kapott plazmidb6l egy Ncol-Notl frag-
menst izolalunk, majd az éleszté6 pEG202 SERK lexA két hibrid
csali vektor (Origene) Ncol-Notl hasitasi helyére klonozzuk.
Nukleotid szekvencia elemzést végziink, hogy igazoljuk a polime-
keletkezett SERK csali plazmidban. A csali-fehérje expresszidjat
és aktivitasat a szakirodalomban ismertetett leirasnak megfelel6-
en hatarozzuk meg [E.A. Golemis; J. Gyuris és R. Brent: Current
Protocols in Molecular Biology, 20. fejezet, 33. kiegészités (1996)].
A konstrukciéorél kimutattuk, hogy transzkripciés aktivitassal
rendelkezik az élesztéd EGY48 torzsben. Emellett a represszor ak-
tivitasa a riporter génen a SERK gén helyes nuklearis lokalizacio-
jat mutatja. Az éleszté csali-plazmiddal transzformalt éleszt6
leucin heterotréfnak bizonyult, jelezve, hogy a konstrukcio nem a
lexA szelekciés szurévizsgalat autoaktivalasanak eredménye. A
vizsgalatok azt demonstraljak, hogy SERK csali-konstrukcio al-
kalmas a lexA kettd hibrid szurévizsgalatra.

A lexA ketté hibrid konyvtar szirdvizsgalata

Az EGY48 éleszt6torzset a pSH18-34 LacZ riporter plaz-
middal (Origene) transzformaljuk, majd a pEG202 SERK csali-
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vektort a pJG4-5 cDNS konyvtar vektorral transzformaljuk, a
szakirodalomban ismertetett LiAc/PEG4000 eljarassal [E.A.
Golemis; J. Gyuris és R. Brent: Current Protocols in Molecular
Biology, 20. fejezet, 33. kiegészités (1996)]. Az Arabidopsis
thaliana fiatal bec6é szdvetébdl - ami globularis allapota embrio-
kat tartalmaz - szarmaz6 cDNS-koényvtarat kaptunk (Prof. Gerd
Jurgens, Tubingen ajandéka). A primer konyvtar koérulbeltil
2000000 cDNS klént tartalmaz, az atlagos inszert-méret 1,4 kilo-
bazis (90 klon alapjan szamitva, amikben az inszert nagysaga
0,2-4,5 kilobazis k6z6tt valtozik). A klénok 10%-a nem tartalmaz
inszertet. A kényvtarat Escherichia coli-ban egyszer amplifikaljuk,
miel6tt atvizsgalnank a SERK-fehérje koélcsénhatasra nézve. A
fazios fehérjék pJG4-5-ben val6 indukcidjat galaktéznak a tapta-
lajba tételével végezzik. Nem-indukalé kérilmények kozott az
élesztdsejteket gliilkdzon szaporitjuk, és ekkor nem expresszaljak
a pJG4-5 faziés fehérjéket. 4200000 zsakmany cDNS klont
transzformalunk a pEG202 SERK csali-plazmidot és a pSH18-34
riporter plazmidot tartalmazo élesztétérzsbe. A transzformacio
hatékonysaga 270000 telep per mikrogramm vektor DNS. A
pJG4-5 plazmid tartalmazza a TRP2 szelekciés markert, a
pSH18-34 plazmidnak van egy URA3 szelekcios markere €s a
pEG202 tartalmaz egy HIS3 szelekciés markert. A transzformalt
élesztésejteket komplett minimal (CM) taptalajban szaporitjuk,
amely taptalajt vagy 2% gltukézzal, vagy 2% galaktoz + raffinoz
eleggyel egészitlink ki (az utébbi esetben a pJG4-5 vektoron levd,
galaktézzal indukalhaté promoter aktivalodik, ami a cDNS
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kényvtar fazios fehérjéinek expresszigjat eredmeényezi). Az
EGY48 élesztotorzs hat LexA operatort tartalmaz, amik a LEU2
génrol valé transzkripciét vezérlik. Amikor mind a SERK fuziés
fehérje, mind a cDNS konyvtar fuziés fehérje expresszalodik, a
SERK fuziés fehérje LexA DNS-k6té doménje koélecsénhatasba
léphet a konyvtar cDNS fuziés fehérje aktivaciéos doménjével, ez-
altal egy aktiv lexA transzkripcids faktort képezve, ami viszont le-
het6vé teszi a leucin autotrof transzformansok szelekcigjat a
pSH18-34-en levé LacZ riporter konstrukcié egy LexA operatort
tartalmaz a LEU2 génétdl eltéré promoter kontextusban. Az Xgal
és egy aktiv LexA transzkripciés komplex is lehetévé teszi LacZ
aktivitas meghatarozasat.

Mindharom plazmid tripla szelekciéjat GLU/CM-his-ura-trp
24 cm/24 cm lemezeken hajtjuk végre, lemezenként kérulbelil
100000 teleppel. Osszesen 4200000 éleszté primer transzfor-
manst kapunk. A telepeket steril tiveg fedélemezzel levakarjuk,
két kulénbozé, A illetve B jelolést, 50 ml-es csében gyujtjik 6sz-
sze, majd -80 °C-ra lefagyasztjuk. Ahhoz, hogy megbecstljuk a
telep titert, a mintat GAL/RAF/CM-ura-his-trp-leu lemezekre
szélesztjuk. A titer meghatarozasa utan folytatjuk a kényvtar at-
vizsgalasat, egy-egy 10cm/10cm-es lemezre kérulbelil 1000000
telepet szélesztve. Osszesen 36000000 telepet szélesztlink
GAL/CM-his-ura-trp-leu leu szelekciés lemezekre (20 millié az A
cs6bél, 16 milli6 a B csébdl). A telepeket akkor izolaljuk, ha a
teleek atméroéje legalabb 1 mm. Az izolalt telepek szama az egyes

napokon és az egyes csévakbdl az alabbi tablazatban lathato:
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2 nap 3 nap 4 nap
15A 93A 27A
9B 81B 25B

Minden izolalt telepet egy masik lemezre szélesztiink at, hogy
meghatarozzuk a LacZ aktivitast, és csak azokat a telepeket va-
lasztjuk ki, amik megfelelnek az egyes kozegekre ismertetett
kritériumoknak. Az alabbiakban az egyes napokon €és az egyes

csovekbdl izolalt telepek szamat mutatjuk be:

GAL/RAF/CM | -ura-his-trp-leu van névekedés
GLU/CM -ura-his-trp-leu nincs névekedés
GAL/RAF/CM | -ura-his-trp+Xgal | kék, és van novekedés
GLU/CM -ura-his-trp+Xgal | nem kék,és van novekedés
<12 6ra 20 o6ra 28 ora 48 ora 72 ora
4A 17A 9A 11A 24A
2B 6B 5B 15B 24B

Osszesen koértlbeltil 250 telep nétt leucin szelekcios le-
mezeken, és vizsgaltuk meg a lacZ aktivitasat. Ezek koziil a tele-
pek ko6ztl 107 fest6dott kéken, ami a lacZ aktivitas indikatora.

Ezzel a 107 teleppel végzett telep-polimeraz lancreakcio a
pJG4-5 zsakmany vektor klonozo helye koril levé primerekkel, a
polimeraz lancreakcié termékének mérete alapjan kérulbeltl 10

k1il6nbozé cDNS-klon csoportot eredményezett. A polimeraz lanc-
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reakcios fragmensek Sau3Al restrikciés enzimmel valé emészté-
se a SERK-kodlcsonhatasra kandidaldo cDNS klonok kulénbé6zé
osztalyainak sokkal részletesebb csoportositasat teszi lehetové.
Mindegyik kulonb6zé osztaly tagjait hasznaljuk arra, hogy a
zsakmany plazmidot izolaljuk és Escherichia coli-ba klénozzuk,
valamint arra, hogy meghatarozzuk a nukleotid- és a kikévetkez-
tetett aminosav szekvenciat. A zsdkmany-plazmidokat vissza-
transzformaljuk élesztébe, majd vizsgaljuk a leu szelekcié és a
lacZ aktivitas SERK-dependens aktivalasat. A retranszformacios
kisérletek utan mindegyik DNS klon osztaly képes SERK-depen-
dens élesztd LexA ketté hibrid kélcs6nhatast mutatni. Mindegyik
ilyen klén intracellularis vagy membranhoz ké6téd6 faktorokat
reprezental, amik szerepet jatszanak a SERK receptor kinaz fe-
hérje altal kozvetitett jelatviteli bioszintézis utban. Osszesen 8
kiilénbézé6 SERK-kel koélcsénhatasba 1épé fehérjét azonositot-

tunk.

2. Példa
A SERK-kel kolcsdnhatasba 1ép6 fehériék muikoédése

A fehérjék négy, a SERK-kel koélcs6nhatast mutatd cso-
portja a Squamosa-promoter Binding Protein (SBP) transzkrip-
ci6s faktorok csaladjaba tartozik [Klein és mtsai: Molecular and
General Genetics 250, 7-16 (1996)]. Ezeket a 3A35 (1. szamu
szekvencia és 2. szamu szekvencia), a 3B39 (3. szamu szekven-
cia és 4. szamu szekvencia), a 4B19 (5. szamu szekvencia €és 6.

szamu szekvencia) és a 3A52 (7. szamu szekvencia és 8. szamu
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szekvencia) klonok reprezentaljak. Ezek a fehérjék képesek kol-
csonhatasba 1épni a DNS-sel, egy 79 aminosavbdl allo, konzerva-
l6dott doménen, az SBP-boxon keresztil. Az SBP-boxban a a
cisztein és hisztidin csoportok figyelemre mélté elrendezése lat-
hato, ami emlékeztet a cink-ujjakra, és valészinluileg szerepet jat-
szik a specifikus promoter-elemek felismerésében. Egy kétrészes
nuklearis lokalizaciés szignal talalhaté az SBP-box C-termina-
lisin [Dingwall és mtsai: Trends in Biochem. Sci. 16, 478-481
(1991)]. A SERK-kel kélcsénhatasba 1épé SBP fehérjének mind az
N-terminalis, mind a C-termindlis doménjei nagyon variabilisak,
és valoszintleg szerepet jatszanak a fehérje aktivitasanak szaba-
lyozasaban. Az egyik lehetséges SBP fehérje azonos az SPL3-mal,
amit a 4B19 reprezentdl, ami a virag tranzicioban szerepet jatszo
gén, és a fejlédé viragruigyekben expresszalodik [Cardon é€s
mtsai: Plant Journal 12, 367-377 (1997)]. A SERK és az SBP fe-
hérjék altal befolyasolt jelatviteli bioszintézis ut legvaldszinlibb
modellje a citoplazmatikus SBP-transzkripcios faktorok
transzfoszforilezése a SERK-kel a ligandum megkotése utan,
majd ezt koveti a faktorok nuklearis transzlokacidja és a
genomon levé specifikus szabalyoz6 DNS célpontokhoz valé kots-
dés. A jelatvitelnek egy hasonlé moédjat irtak le az allati szerin-
treonin receptor-kindz fehérjékre, amikrél ismert, hogy
transzfoszforileznek egy ugynevezett SMAD transzkripcios faktor
csaladot. A foszforilezett, aktivalt SMAD fehérjék athelyezédnek a
sejtmagba [Heldin és mtsai: Nature 390, 465-471 (1997)].
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A SERK-kel kélcsonhatasba 1épé fehérjék egy masik osz-
talyat a 14-3-3 fehérjék csaladjanak egy izoformaja reprezentalja.
A 4B11 (9. szamu szekvencia és 10. szamu szekvencia) azonos a
14-3-3 tipusu lambda fehérjével [Wu és mtsai: Plant Physiology
114, 1421-1431 (1997)]. Osszesen 10 kulénbézé 14-3-3 fehérje
van jelen az Arabidopsis-ban, €s a kiilonb6z6 tagok az intracellu-
laris jelatvitelben jatszanak szerepet. Befolyasoljak a jelatvitelt,
oly médon, hogy a specifikus két6 motivumokon (amiket példaul
az olyan konzervalédott aminosav szekvencidk reprezentalnak,
mint az RxxS(p)xP) a foszfoszerint tartalmazé fehérjékhez kétéd-
nek [Yaffe és mtsai: Cell 91, 961-971 (1997)]. Egy feltételezett 14-

3-3 kolcsénhatas domént, aminek a szekvenciaja RPPSQP, meg-

o s s

SERK-et egy mechanizmussal latja el egy 14-3-3 kozvetitett jelat-
vitelhez.

A 4A24 (11. szamu szekvencia és 12. szamu szekvencia)
egy kicsi, 0j Arabidopsis géncsalad egyik tagjat reprezentalja,
aminek az egyik tagjat a szakirodalomban ismertették NDR1 fe-
hérjeként [Century és mtsai: Science 278, 1963-1965 (1997)]. Az
NDRI1 valészintileg egy membranhoz kapcsoléodo komponenst ko-
dol a jelatviteli bioszintézis utban, a patogént felismeré fehérjék
utan. Azt javasoltak, hogy az NDRI1 egy olyan fehérje lehet, ami
szamos kiilénbozé receptorral 1ép kolcsénhatasba. A 4A24 egy U4j

tagot reprezental ebben a kis fehérjecsaladban, amirdl feltétele-
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zik, hogy a transzmembran receptorok altal befolyasolt intracel-
lularis jelatvitelben jatszik fontos szerepet.

A 3B76 klon (13. szamu szekvencia és 14. szamu szekven-
cia) egy, az Escherichia coli aminopeptidaz N-nel homolog fehérjét
kédol, és feltételezik, hogy egy Arabidopsis proteazt kodol, ami
kolcsonhatasba 1ép a SERK-kel, vagy aktivalja a SERK.

A 4A5 kloén altal reprezentalt, kikdévetkeztetett aminosav
szekvencia (15. szamu szekvencia és 16. szamu szekvencia) nem
mutat homoldgiat ismert géntermékekkel, bar létezik a rokon
géntermékeknek egy kicsi, még le nem irt csaladja Arabidopsis-

ban (AA585806, AA651 106, T45539).

3. Példa

Az Arabidopsis transzformalasa SERK-kel kélcsénhatasba 1€pé

fehérjéket kodolo génekkel

Promoter szekvenciakat tartalmazo plazmidok

e A CamV 35S promotert, amit a -343-t6]1 a —93-ig terjedod ré-
gi6 duplikalasaval lehet erésiteni [Kay és mtsai: Science
236, 1299-1302 (1987)], a mMON999 vektorbdl izolaljuk,
HindIIl és Sstl restrikciés enzimekkel valéo emésztéssel,
majd a pBluescript SK- vektorba klénozzuk, igy kapjuk a
pMT120 vektort.

e A Petunia-bdl szarmazdé FBP7 gén promoterét [Angenent és
mtsai: Plant Cell 7, 1569-1582 (1995)] az FBP7 0,6 kiloba-

zis méreti HindIll-Xbal genomialis DNS fragmensének a
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pBluescript KS- HindlIlI-Xbal hasitasi helyére valé szubklo-

nozasaval klonozzuk, igy kapjuk az FBP201 vektort.

Teljes hosszusagu, SERK-kel kolcsé6nhatasba 1épé cDNS klénokat

tartalmaz6 plazmidok

Az azonositott, SERK-kel kolcsénhatasba 1ép6é géntermékek
teljes hosszusagi cDNS-ét a korai allapotu Arabidopsis becdéter-
més RNS reverz transzkriptaz polimeraz lancreakciojaval (RT-
PCR) allitjuk el6. A teljes hossziisagii cDNS-t a 3A35, 3A52 és
4B19 klonokbdl izolaljuk. A 3B39 klon mar teljes hosszusagu
cDNS klénként van jelen. Az oligonukleotid szekvenciak az azo-

nos BAC vagy EST klénok nukleotid szekvenciain alapulnak.

Binaris vektor konstrukciok

A pBIN19 vektor alapjan egy binaris vektort készitink az
Arabidopsis thaliana SERK-kel kolcsénhatasba 1épé cDNS (ktilén-
b6z6 promoterek vezérlete alatt) transzformalasara. A SERK-kel
koélcsénhatasba 1épé, feltételezett SBP-transzkripcioés faktorok
teljes hosszusagi cDNS klonjait Klenow kezeléssel tompavéguve
tesszilk, majd a pBIN19 Smal hasitasi helyére klonozzuk. Az
rbcS::E9 génbél szarmazé poliadenilezési szekvenciat [Millar és
mtsai: Plant Cell 4, 1075-1087 (1992)] a kédolé szekvencia utan
helyezziik €l, oly médon, hogy egy Klenow fragmenssel feltoltott
EcoRI-HindIIll E9 DNS fragmenst a pBIN19::SERK kélcsénhatasi
faktor egy Klenow fragmenssel felt6lté6tt Xmal hasitasi helyére
klénozzuk, hogy a pAt3A35, pAt3AS52, pAt4B19 és pAt3B39 bina-
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ris vektorokat létrehozzuk. A pAt binaris vektorokat hasznaljuk
promoter-SERK koélcsénhatasi faktor konstrukciok készitésére.

e A CaMV 35S promotert a pAt vektor konstrukciék Smal ha-
sitasi helyére klonozzuk, egy Klenow fragmenssel feltéltott
Kpnl-Sstl fragmens formajaban, igy kapjuk a p35Sat vek-
torokat.

e Az FBP201 Sacl-Kpnl fragmensét Klenow fragmenssel tolt-
juk fel, majd a pAt vektor konstrukciok Smal hasitasi he-

lyére klonozzuk, igy kapjuk a pFBP201At vektorokat.

A ndvényi expresszios vektorok bevitele Arabidopsis thaliana né-

vényekbe

Az eléz6kben emlitett vektor-konstrukcidkat elektro-transz-
formaljuk Agrobacterium tumefaciens C58C1 toérzsbe. A vad-tipu-
st Arabidopsis thaliana WS névényeket standard, hosszi nappal-
nak megfelelé kordlmények koézott neveljuk (16 oras meg-
vilagitas, 8 oéra sotétség). Az els6ként megjelend influorescence-t
eltavolitjuk, hogy néveljiik az influorescencek szamat. Ot nappal
késébb a novényeket vakuum-infiltraciés eljarasban alkalmaz-
zuk. A transzformalt Agrobacterium C58C1 névényt S0 mg/l
kanamicint, 50 mg/] rifampicint és 25 mg/1 gentamicint tartal-
mazo6 LB lemezeken szaporitjuk. 1zolalt telepeket hasznalunk S00
ml (az elé6zéek szerinti) folyékony taptalaj beoltasara, majd éjsza-
kan at 28 °C-on tartjuk. A log fazisu tenyészetet (ODe0o=0,8)
centrifugaljuk, hogy a sejteket kitilepitsiik, majd 150 ml infiltra-
ciés taptalajban (0,5x MS taptalaj, pH=5,7, 5% szacharoz és 1
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mg/1 benzilaminopurin) reszuszpendaljuk. A 6 Arabidopsis no6-
vény influorescenciait az »infiltréciés szuszpenzioba meritjuk, mig
a névények tébbi részét (amik még cserépben vannak) fejjel lefelé
dréothalora tesszik, hogy elkertiljuk az infiltraciés koézeggel valo
érintkezésuket. A teljes rendszerre 10 percre 50 kPa vakuumot
bocsatunk. A névényeket ezutan kozvetlenil standard hosszu
nappalos korulmények kozé helyezziik. A maghozas befejez6dése
utan a magvakat a felszinikén sterilezzik 1% natrium-hipoklo-
ritba valé meritéssel, majd alaposan mossuk steril vizzel, és
Petri-csészékre Ultetjlik, amik 0,5X MS taptalajt, 1% agarral és
80 mg/l kanamicinnel kiegészitve tartalmaznak, hogy szelek-
taljuk a transzformalt magvakat. Hosszi nappalos kértilmények
(10000 lux) k6z6tt 7 napig végzett csiraztatas utan transzformalt
hajtasokat azonosithatjuk a szikleveliik z6ld szine, és az €lsé iga-
zi levelek megjelenése alapjan. A transzformalt hajtasokat tovabb
neveljik talajban, hosszé nappalos kértilmények kozott. A va-
kuum-infiltraciés moédszer koérulbelil 0,1% transzformalt magvat
eredményez.

Az alabbiakban részletesen ismertetjik a leirasban emlitett

szekvenciakat.
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A SZEKVENCIAK JEGYZEKE

(1) ALTALANOS INFORMACIO:
() BENYUJTO:
(A) NEV: Novartis AG
(B) UTCA: Schwarzwaldallee 215
(C) VAROS: Basel
(E) ORSZAG: Svajc
(F) IRANYITOSZAM: 4058
(G) TELEFON: +41 61 324 11 11
(H) TELEFAX: +41 61 322 75 32

(ii) A TALALMANY A SERK-kel kélcsénhatasba
CIME: 1ép6 fehérjék expresszidja altal
biztositott apomixis

(iii) A SZEKVENCIAK SZAMA: 18

(iv) SZAMITOGEPES FORMA:
(A) A HORDOZO TIPUSA: FLOPPY LEMEZ
(B) SZAMITOGEP: IBM PC KOMPATIBILIS
(C) OPERACIOS RENDSZER: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAM: PATENTIN RELEASE #1.0, VERSION

#1.25 (EPO)
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1. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 551 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: kétszala
(D) Topolégia: linearis
(ii) A molekula tipusa: cDNS-r6l mRNS
(iii) Elméleti: Nem
(iii) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti foras:
(A) Arabidopsis thaliana
(vii) Kézvetlen forras:
(B) Kloén: 3A35

(xi) A szekvencia leirasa: 1. szamu szekvencia

ACGTGTOCGT GGAGGCGGGT CGGGTCAGTC GGGTCAGATA CCAAGGTGCC AAGTGGRAGG
TTGTGGGATG GATCTAACCA ATGCAAAAGG TTATTACTCG AGACACCGAG TTTGTGGAGT
GCACTCTRARA ACACCTAAAG TCACTGTGGC TGGTATCGAR CAGAGGTTTT GTCAACRGIG
CAGCAGGTTT CATCAGCTTC CGGAATTTGA CCTAGAGAAA AGGAGTTGCC GCAGGAGACT
CGCTGGTCAT AATGAGCGAC GRAGGAAGCC ACAGCCTGCG TCTCTCTCTG TGTTAGCTTC
TCGTTACGGG AGGATCGCAC CTTCGCITTA CGARAATGGT GATGCTGGAA TGRATGGAAG
CTTTCTTGGG ARCCRAGAGA TAGGATGGCC AAGTTCAAGA ACATTGGATA CAAGAGTGAT
GAGGCGGCCA GTGTCATCAC CGTCATGGCA GATCRATCCA ATGRATGTAT TTAGTCAAGG
TTCAGTTGGT GGAGGAAGGA CAAGCTTCTC ATCTCCAGAG ATTATGGACA CTAAACTAGA

GAGCTACAAG G
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2. szamu szekvenciavazlat

A szekvencia jellemzéi:

(A) Hossz: 375 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(C) Szaltipus: egyszalu

(D) Topolégia: linearis

(ii) A molekula tipusa: fehérje

(iii) Elméleti: Nem

(iii) Antiszensz: nem

(vi) Eredeti foras:

(A) Arabidopsis thaliana

(vii) K6ézvetlen forras:

(B) Klén: 3A35

(xi) A szekvencia leirasa: 2. szamu szekvencia

Met
1
Glu
Met
Ser
Ser
65

Met

Gly

145

Glu Met Gly Ser

Ser

Phe

Ser

50

Gly

Asp

Val

Phe

Glu
130
Arg

Gly Gly
20

Gly Gln
35

Ser Ser

Gln Ser

Leu Thr

His Ser
100

Cys Gln
115

Lys Arg

Lys Pro

5

Ser

Lys

Gly

Gly

Asn

85

Lys

Gln

Ser

Gln

Asn

Ser

Ile

Gly

Gln

70

Ala

Thr

Cys

Cys

Pro
150

Ser

Thr

Tyr

Arg

55

Ile

Lys

Pro

Ser

Arg
135
Ala

Gly Pro Gly His Gly Pro
10

Glu Ser Ser Ser Phe Ser
25

Phe Glu Asp Gly Gly Gly
40 45

Ser Asn Arg Arg Val Arg
60

Pro Arg Cys Gln Val Glu
75

Gly Tyr Tyr Ser Arg His
90

Lys Val Thr Val Ala Gly
105

Arg Phe His Gln Leu Pro
120 125

Arg Arg Leu Ala Gly His
140
Ser Leu Ser Val Leu Ala
155

Gly Gln Ala
15

Gly Gly Leu
30

Gly Ser Gly
Gly Gly Gly
Gly Cys Gly

80

Arg Val Cys
95

Ile Glu Gln
110

Glu Phe Asp

Asn Glu Arg

Ser Arg Tyr
160
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Gly Arg Ile Ala Pro Ser Leu Tyr Glu Asn Gly Asp Ala Gly Met Asn
165 170 175

Gly Ser Phe Leu Gly Asn Gln Glu Ile Gly Trp Pro Ser Ser Arg Thr
180 185 190

Leu Asp Thr Arg Val Met Arg Arg Pro Val Ser Ser Pro Ser Trp Gln
195 200 205

Ile Asn Pro Met Asn Val Phe Ser Gln Gly Ser Val Gly Gly Gly Arg
210 215 220

Thr Ser Phe Ser Ser Pro Glu Ile Met Asp Thr Lys Leu Glu Ser Tyr
225 230 235 240

Lys Gly Ile Gly Asp Ser Asn Cys Ala Leu Ser Leu Leu Ser Asn Pro
245 250 255

His Gln Pro His Asp Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn
260 ] 265 270

Asn Asn Asn Thr Trp Arg Ala Ser Ser Gly Phe Gly Pro Met Thr Val
275 280 285

Thr Met Ala Gln Pro Pro Pro Ala Pro Ser Gln His Gln Tyr Leu Asn
290 295 300

Pro Pro Trp Val Phe Lys Asp Asn Asp Asn Asp Met Ser Pro Val Leu
305 310 315 320

Asn Leu Gly Arg Tyr Thr Glu Pro Asp Asn Cys Gln Ile Ser Ser Gly
325 330 335

Thr Ala Met Gly Glu Phe Glu Leu Ser Asp His His His Gln Ser Arg
340 345 350

Arg Gln Tyr Met Glu Asp Glu Asn Thr Arg Ala Tyr Asp Ser Ser Ser
355 360 365

His His Thr Asn Trp Ser Leu
370 375

3. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 859 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: kétszalu
(D) Topologia: linearis
(ii) A molekula tipusa: cDNS-r6l mRNS

(iii) Elméleti: Nem
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(iii) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti foras:

(A) Arabidopsis thaliana
(vii) Kézvetlen forras:

(B) Klon: 3B39

(xi) A szekvencia leirasa: 3. szamu szekvencia

TCAACATTGC TTCCTRACCA GRAATCCACC ATCATCTTCC CACGAATACA ACTTARAGCT
TTACCAGARA ATGGAGGGTC AGAGRACACA ACGCCGGGGT TACTTGARAG ACAAGGCTAC
DGTCTCCARC CTTGTTGARG AAGAARTGGA GAATGGCATG GATGGAGAAG AGGAGGATGG
AGGAGACGAA GACAARAGGA AGPAGGTGAT GGAARGAGTT AGAGGTCCTA GCACTGACCG
TGTTCCATCG CGACTGTGCC AGGTCGATAG GTGCACTGIT AATTTGACTG AGGCCAAGCA
GTATTACCGC AGACACAGAG TATGTGAAGT ACATGCAAAG GCATCTIGCTG CGACTGTTGC
AGGGGTCAGG CAACGCTTTT GTCARACRATG CAGCAGGTTT CATGAGCTAC CAGAGTTTGA
TGAAGCTARA AGAAGCTGCA GGAGGCGCTT AGCTGGACAC AATGAGAGGA GGAGGAAGAT
CTCTGGTGAC AGTTTTGGAG AAGGGTCAGG CCGGAGAGGG TTTAGCGGTC AACTGATCCA
GACTCAAGAA AGARAACAGGG TAGACAGGAA ACTTCCTATG ACCAACTCAT CATTTAAGGG
ACCACAGATC AGATARACCC TCCCGCTCTC TCTCTTCTGI CATCTACATA TGCTCTATCT
ACACTCTTAT TAGACAAATA ATGGCATCTA ACAATGTCAA GAARAGTTGG TCATGGTATT
AAATCCTAGA GGGAAATATA AGTATAAACC TTTAGTCCCC TTTATGCTGT CCTGTAATGA
ATATCTATCC GGARATGTAT TCGCATAGTC TTGCGTCTAA TAATGTTTAT TAAAAAARRA

AAAAAAARAR ARARRAAARA

4. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 181 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszalu

(D) Topolégia: linearis
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(ii) A molekula tipusa: fehérje
(iii) Elméleti: Nem
(iii) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti foras:

(A) Arabidopsis thaliana
(vii) Kozvetlen forras:

(B) Klén: 3B39

(xi) A szekvencia leirasa: 4. szamu szekvencia

Met Glu Gly Gln Arg Thr Gln Arg Arg Gly Tyr Leu Lys Asp Lys Ala
1 5 10 15

Thr Val Ser Asn Leu Val Glu Glu Glu Met Glu Asn Gly Met Asp Gly
20 25 30

Glu Glu Glu Asp Gly Gly Asp Glu Asp Lys Arg Lys Lys Val Met Glu
35 40 45

Arg Val Arg Gly Pro Ser Thr Asp Arg Val Pro Ser Arg Leu Cys Gln
50 55 60

Val Asp Arg Cys Thr Val Asn Leu Thr Glu Ala Lys Gln Tyr Tyr Arg
65 70 75 80

Arg His Arg Val Cys Glu Val His Ala Lys Ala Ser Ala Ala Thr Val
85 90 95

Ala Gly Val Arg Gln Arg Phe Cys Gln Gln Cys Ser Arg Phe His Glu
100 105 110

Ieu Pro Glu Phe Asp Glu Ala Lys Arg Ser Cys Arg Arg Arg Leu Ala
115 120 125

Gly His Asn Glu Arg Arg Arg Lys Ile Ser Gly Asp Ser Phe Gly Glu
130 135 140

Gly Ser Gly Arg Arg Gly Phe Ser Gly Gln Leu Ile Gln Thr Gln Glu
145 150 155 160

Arg Asn Arg Val Asp Arg Lys Leu Pro Met Thr Asn Ser Ser Phe Lys
165 170 175

Gly Pro Gln Ile Arg
180
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5. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 479 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: kétszalu
(D) Topologia: linearis
(ii) A molekula tipusa: cDNS-r6l mRNS
(iii) Elméleti: Nem
(iii) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti foras:
(A) Arabidopsis thaliana
(vii) Kbézvetlen forras:
(B) Klén: 4B19

(xi) A szekvencia leirasa: 5. szamu szekvencia

AGARGCAGAA AGGTARAGCT ACAAGTAGTA GTGGAGTTTG TCAGGTCGAG AGTTGTACCG
CGGATATGAG CAAAGCCAAA CAGTACCACA ARCGACACAA AGTCTGCCAG TTTCATGCCA
BAGCTCCTCA TGTTCGGATC TCTGGICTTC ACCARCGTTT CTGCCAACAA TGCAGCAGGT
TTCACGCGCT CAGTGAGTTT GATGAAGCCA AGCGGAGTTG CAGGAGACGC TTAGCTGGAC
ACAACGAGAG AAGGCGGARA AGCACAACTG ACTAAAGACG GTGAAACGTG TGAGATCCCG
GITTGARGGT TAATGARACA GGCTTTGCTT ACTCTCTTCT GTCAGTCTCT TTTAGCTCCT
TGTAATCCTC TGTGTCTCTG TCTGTTTCTC CATATTACCT GTAATCAAAG CTATCTGCTA

AACCTACGAC ATGGTTAAAT ARATGCATTG AGACTTARARA ARAAAARARR ARRARAADRA

6. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 131 aminosav

(B) Tipus: aminosav
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(C) Szaltipus: egyszalu

(D) Topolégia: linearis

(ii) A molekula tipusa: fehérje

(iii) Elméleti: Nem

(iii) Antiszensz: nem

(vi) Eredeti foras:

(A) Arabidopsis thaliana

(vii) Kézvetlen forras:

(B) Klén: 4B19

(xi) A szekvencia leirasa: 6. szamu szekvencia

1

Leu

Phe

Ser

Lys

65

Lys

Gln

Ser

Thr

Ser

Glu

Ser

50

Ala

Ala

Cys

Cys

Thr
130

Glu

Glu

35

Ser

Lys

Pro

Ser

Arg

115

Asp

Met Ser Met Arg Arg Ser Lys
5

Glu Glu Glu Glu
20

Glu Glu Ala Leu

Ala

Glu

Glu

40

Gly Val Cys Gln
55

Gln Tyr His Lys
70

His Val Arg Ile
85

Arg Phe His Ala
100

Arg Arg Leu Ala

Val

Arg

Ser

Leu

Gly
120

Glu

Glu

25

Lys

Glu

His

Gly

Ser

105

His

Gly
10

Glu
Lys
Ser
Lys
Leu
90

Glu

Asn

Lys

Thr

Gln

Cys

Val

75

His

Phe

Glu

Arg Ser Leu
Glu Asp Glu
30

Lys Gly Lys
45

Thr Ala Asp
60

Cys Gln Phe

Gln Arg Phe

Asp Glu Ala
110

Arg Arg Arg
125

Arg Glu
15

Asp Thr

Ala Thr

Met Ser

His Ala

80

Cys Gln
95

Lys Arg

Lys Ser
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7. szamu szekvenciavazlat

i)

A szekvencia jellemz6i:

(A) Hossz: 2682 bazispar

B) Tipus: nukleinsav

(
(C) Szaltipus: kétszala
(

D) Topolégia: linearis

ii) A molekula tipusa: cDNS-r61 mRNS

(
(iii) Elméleti: Nem
(iii) Antiszensz: nem
(

vi) Eredeti foras:

(A) Arabidopsis thaliana

(vii) Kozvetlen forras:

(B) Klon: 3A52

(xi) A szekvencia leirasa: 7. szamu szekvencia

GCCATTCAAG GAGACACTAA TGGTGCTCTT
CTTTTTCCTG CCAAGAAGAC CAAATCCGGA
GATCTTAGTA AAGTTAAGGA TTATCATAGA
GCTACTAGIG CCACTGICGG AGGTATCTTG
CATCTTCTGC CAGGTTTCGA TGACGGARAG
AATARACGTC CGAGGRARAC AAATCCCGRA
CACTCRAGCA ACTATCTCTT GATTACTCTC
ACCGGTGATC AAGATTTGAT GTCTCATCTT
CAGTTAGGGA ARAACTTAGT TGAACTTCTT
ATATTGGARA ACTCGGCTTT GCTTGGGATT
TTTTCGGCTC GGCRAGATGG GACAGCTACC
AATGATTTTG ATTTGAATGA TATCTATATA
CCTCCTCCRA CGARATCCAGC GACCAGTTCT

AGTCCGCCTC AGACAAGTAG GAATTCAGAT

ACTTTGRATC TTAATGGTGA AAGTGATGGC

GCCGTITTGTC AGGTCGAAAA CTGTGAAGCT

CGCCATRAGG TCTGTGAGAT GCATTCCRAG

CAGCGCTTTT GTCAGCAATG TAGTAGGTTC

AGAAGTTGTC GTAGACGTTT GGCTGGCCAT

CCTGGCGCTA ACGGGRATCC TAGTGATGAT

TTGAAGATAC TCTCCAATAT GCATAACCAT

CTGRRGAGCC TCGTAAGCCA TGCTGGCGAA

CTACARGGAG AGATCTCAAG GTTCCTTAAA

GAGCRAGCTC CTCAAGAGGA GTTAARGCAA

GAGARCAGAT CAGARAARACA AGTCARAATG

GACTCAGATG ACACAGACGT CGAAAGATCT

CTTGATTATC CTTCATGGAT ACATCAGTCT

TCAGCATCTG ACCAGTCACC CTCAAGTTCT
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AGTGAAGATG CTCAGATGCG CACAGGCCGG ATTGIGTTCA AACTATTTGG GARAGAGCCA 900
BATGAATTTC CTATTGTCTT ACGAGGACAG ATTCTTGACT GGTTATCGCA TAGTCCAACT 960
GACATGGAGA GCTACATAAG ACCTGGCTGT ATCGTATTGA CCATCTATCT TCGTCAAGCT 1020
GRAACTGCTT GGGAAGAACT TTCAGACGAT CTGGGTTTTA GCTTAGGGAA GCTTCTAGAT 1080
CTCTCCGATG ATCCCTTGTG GACAACTGGA TGGATTTATG TAGGGTGCAG AACCAARCTTG 1140
CATTTGTATA TAACGGTCAG GTTGICGITG ACACTTCATT GTCTCTAAAA AGTCGTGATT 1200
ATAGTCACAT CATTAGCGTT AAACCGCTTG CTATAGCTGC AACGGAGAAG GCTCAATTTA 1260
CAGTTRAAGG CATGAATCTC CGTCGGCGTG GCACARGGTT ACTTTGITCT GTTGAAGGAA 1320
ANTACTTGAT TCAGGAAACA ACACACGATT CGACGACCAG GGAGGATGAC GATTTCARAGG 1380
BCARCAGTGA GATTGITGAG TGTGTAAACT TCTCTTGTGA TATGCCTATA TTGAGTGGTC 1440
GAGGATTCAT GGAGATTGAA GACCAAGGAC TCAGTAGCAG CTTCTITCCCT TTCTTAGTGG 1500
TTGARGATGA CGATGTTTGT TCTGAAATCC GTATACTTGA AACCACATTA GAGITCACTG 1560
GAACTGATTC TGCTAAGCAR GCTATGGATT TCATACATGA AATCGGTTGG CTTCITCACA 1620
GAAGTAAACT TGGGGAATCA GACCCARATC CAGGCGTTTT CCCATTAATA CGCTTCCAGT 1680
GGCTAATCGA GITCTCRATG GATCGAGAGT GGIGCGCTGT GATCAGAAAG CTATTAAACA 1740
TGTTCTTTGA TGGAGCTGTT GGIGRATTTT CTTCCTCCTIC TAATGCCACA CTGTCAGRAC 1800
TGTGCCTTCT TCACAGAGCC GTGAGGARRA ACTCTAAGCC TATGGTTGAA ATGCTCTTGA 1860
GATATATTCC CAAGCAACAG AGABACAGCT TGTTTAGACC CGATGCTGCT GGTCCAGCCG 1920
GCTTAACACC TCTTCATATT GCAGCTGGTA AAGACGGTTC AGAAGATGTG TTGGATGCGC 1980
TARCAGAAGA TCCTGCAATG GTGGGGATTG AAGCGTGGAA GACATGTCGA GACAGCACAG 2040
GCTTCACACC AGAAGACTAC GCACGCTTAC GOGGTCACTT CTCATACATC CACTTGATTC 2100
AACGCAAGAT CAATARAAARG TCAACAACTG ARGATCATGT TGTGGTCAAC ATCCCAGITT 2160
CTTTCTCAGA CAGAGAGCAG ABAGAACCAA AATCAGGTCC GATGGCTTCA GCCTTGGAGA 2220
TCACACAGAT TCCATGCAAG CTCTGTGACC ATAAARCTGGT GTATGGGACA ACACGCAGGT 2280
CTGTAGCGTA CAGACCAGCT ATGTTGTCAA TGGTGGCGAT TGCTGCGGTT TGCGICTGIG 2340
TGGCACTTCT GTTTAAGAGT TGCCCGGAAG TGCTCTATGT GTTTCAACCG TTCAGGTGGG 2400
AGTTATTGGA CTATGGAACA AGCTGAGTGT AAGTCTACTT TGAAAGATCT TCTAAGATAT 2460
ATATATGAAT GTITACTTATA TAAAACCATA GAGGTGTGAT TTCTATATGT AACTATATGA 2520
GTATARGATA TAGAGACATG TTGGAGAAGA AGATTGTTGT TATTATTGIT GTTGITGTTG 2580
TTGTGTAAAA GCCTCTCCTA TCTCTCTCGA ACCTAAGGAT TCTCTCTCTG ATTAGTATAT 2640
TTTTTGTTTG ACARARARAA AAAARAARARA ARRARARARA RA 2682



@)

- 48 -

8. szamu szekvenciavazlat

A szekvencia jellemzéi:

(A) Hossz: 848 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(C) Szaltipus: egyszalu

(D) Topolégia: linearis

(ii) A molekula tipusa: fehérje

(iii) Elméleti: Nem

(iii) Antiszensz: nem

(vi) Eredeti foras:

(A) Arabidopsis thaliana

(vii) K6zvetlen forras:

(B) Klon: 3A52

(xi) A szekvencia leirasa: 8. szamu szekvencia

Met Glu
1

Ser Val
Asn Asp
Ala Leu

50
Lys Lys
65
Asp Leu
Met His

Phe Cys

Gly Lys
130

Ala Arg
Gly Asn
20

Lys Lys
35

Thr Leu

Thr Lys

Ser Lys

Ser Lys
100

Gln Gln
115

Arg Ser

Ile Asp Glu Gly Gly
5

Ser Ser Asn Ser Ser
25

Arg Arg Ala Val Ala
40

Asn Leu Asn Gly Glu
55

Ser Gly Ala Val Cys
70

Val Lys Asp Tyr His
85

Ala Thr Ser Ala Thr
105

Cys Ser Arg Phe His
120

Cys Arg Arg Arg Leu
135

Glu Ala
10

Ser Ser
Ile Gln
Ser Asp
Gln Val

75
Arg Arg
90
Val Gly

ILeu Leu

Ala Gly

Gln Gln
Cys Ser
Gly Asp

45

Gly Leu
60

Glu Asn

His Lys

Gly Ile

Pro Gly

125

His Asn
140

Phe

Asp

Thr

Phe

Cys

Val

Leu

110

Phe

Lys

Tyr Gly
15

Glu Gly

Asn Gly

Pro Ala

Glu Ala

80
Cys Glu
95
Gln Arg

Asp Asp

Arg Pro



Arg
145
His
Met
Ser
Leu
Ser
225

Phe

Gln

Ser

305

Ser

Gly

Gly

Glu

385

Gln

Ser

Pro

Met
465

Lys

Ser

His

Leu

Leu

210

Ala

Ser

Val

Asp

Ser

290

Ser

Glu

Lys

Trp

Cys

370

Glu

Ser

Asn

Leu

Leu

450

Asn

Thr Asn

Ser Asn

Asn His
180

Val Ser
195

Leu Gln

Leu Leu

Ala Arg

Lys Met
260

Thr Asp
275

Leu Asp

Arg Asn

Asp Ala

Glu Pro
340

Leu Ser
355

Ile Val

Leu Ser

Asp Asp

Gln ILeu

420

Ser Leu
435

Ala Ile

leu Arg

Pro Glu
150

Tyr Leu
165

Thr Gly

His Ala

Gly Arg

Gly Ile

230

Gln Asp
245

Asn Asp

Val Glu

Tyr Pro

Ser Asp
310

Gln Met
325

Asn Glu

His Ser

Leu Thr

Asp Asp
390

Pro Leu
405

Ala Phe
Lys Ser

Ala Ala

Arg Arg
470

Pro

Leu

Asp

Gly

Arg

215

Glu

Gly

Phe

Arg

Ser

295

Ser

Arg

Phe

Pro

Ile

375

Leu

Trp

Val

Arg

Thr

455

Gly

Gly

Ile

Gln

Glu

200

Ser

Gln

Thr

Asp

Ser
280

Trp

Ala

Thr

Pro

Thr
360

Tyr

Gly

Thr

Tyr

Asp

440

Glu

Thr
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Ala

Thr

Asp

185

Gln

Gln

Ala

Ala

Leu

265

Pro

Ile

Ser

Gly

Ile

345

Asp

Leu

Phe

Thr

Asn
425

Tyr

Lys

Arg

Asn

Leu

170

Leu

Leu

Gly

Pro

Thr

250

Asn

Pro

His

Asp

Arg

330

val

Met

Arg

Ser

Gly

410

Gly

Ser

Ala

Ieu

Gly
155

Leu

Met

Asn

Lys

Ser

Gly Lys

Ser

Gln
235

Glu

Asp

Pro

Gln

Gln

315

Ile

Leu

Glu

Gln

Leu
395

Trp

Gln

His

Gln

Leu
475

Leu

220

Glu

Asn

Ile

Pro

Ile

His

Asn

205

Asn

Glu

Arg

Tyr

Thr Asn

Ser

300

Ser

Val

Arg

Ser

Ala

380

Gly

Ile

Val

Ile

Phe

460

Cys

285

Ser

Pro

Phe

Gly

365

Glu

Lys

Tyr

val

Ile

445

Ser

Ser

Leu

Leu

190

Leu

Ile

Leu

Ser

Ile

270

Pro

Pro

Ser

Lys

Gln

350

Ile

Thr

Leu

Val

Val

430

Ser

vVal

Val

Asp

Ser

175

Leu

Val

Gly

Lys

Glu

255

Asp

Ala

Pro

Ser

Leu

335

Ile

Ala

Leu

Arg

415

Asp

Val

Lys

Glu

Asp

160

Asn

Lys

Glu

Asn

Gln

240

Lys

Ser

Thr

Gln

Ser

320

Phe

Leu

Pro

Trp

Asp

400

Val

Thr

Lys

Gly

Gly
480



Lys

Cys
Gln
Asp
545

Gly

Trp

Val

Gly
625

Leu

Glu

Pro
705
Gly
Ile
His
Glu
Pro

785

Ser

Tyr

Asp

Asp

Gly

530

Val

Leu

Phe

Glu

610

Ala

Cys

Met

Pro

Gly

690

Ala

Phe

His

Val

Pro

770

Cys

Val

ILeu Ile

Phe Lys
500

Met Pro
515

Leu Ser

Cys Ser

Asp Ser

leu His
580

Pro Leu
595

Trp Cys

Val Gly

Leu Leu

Leu Leu
660

Asp Ala
675

Lys Asp
Met Val
Thr Pro
Leu Ile

740
Val val
755
Lys Ser

Lys Leu

Ala Tyr

Gln
485

Asp

Ile

Ser

Glu

Ala

565

Arg

Ile

Ala

Glu

His

645

Arg

Ala

Gly

Gly

Glu

725

Gln

Asn

Gly

Cys

Arg
805

Glu

Asn

Leu

Ser

Ile

550

Lys

Ser

Arg

Val

Phe
630

Arg

Tyr

Gly

Ser

Ile

710

Asp

Arg

Ile

Pro

Asp

790

Pro

Thr
Ser
Ser
Phe
535
Arg
Gln
Lys
Phe
Ile
615
Ser
Ala
Ile
Pro
Glu

695

Glu
Tyr
Lys
Pro

Met
775

His

Ala

Thr

Glu

Gly

520

Phe

Ile

Ala

Leu

Gln

600

Arg

Ser

Val

Pro

Ala

680

Asp

Ala

Ala

Ile

Val

760

Ala

Lys

Met
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His
Ile
505
Arg
Pro
Leu
Met
Gly
585
Trp

Lys

Ser

Arg
Lys
665
Gly
Val
Trp
Arg
Asn
745
Ser
Ser

Leu

Leu

Asp

490

Val

Gly

Phe

Glu

Asp

570

Glu

Leu

Leu

Ser

Lys

650

Gln

Leu

Leu

Lys

Leu

730

Lys

Phe

Ala

Val

Ser
810

Ser

Glu

Phe

Leu

Thr

555

Phe

Ser

Ile

Leu

Asn
635

Asn

Gln

Thr

Asp

Thr

715

Arg

Lys

Ser

Leu

795

Met

Thr

Cys

Met

Val

540

Thr

Ile

Asp

Glu

Asn

620

Ala

Ser

Arg

Pro

Ala
700

Cys

Gly

Ser

Asp

Glu

780

Gly

Val

Val

Glu

525

Val

Leu

His

Pro

Phe

605

Met

Thr

Lys

Asn

Leu

685

Leu

Arg

His

Thr

Arg

765

Ile

Thr

Ala

Arg

Asn

510

Ile

Glu

Glu

Glu

Asn

590

Ser

Phe

Leu

Pro

670

His

Thr

Asp

Phe

Thr

750

Glu

Thr

Thr

Ile

Glu Asp
495

Phe Ser

Glu Asp

Asp Asp

Phe Thr
560

Ile Gly
575

Pro Gly

Met Asp

Phe Asp

Ser Glu
640

Met Val
655

Leu Phe

Ile Ala

Glu Asp

Ser Thr
720

Ser Tyr
735

Glu Asp

Gln Lys

Gln Ile

Arg Arg

800

Ala Ala
815
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Val Cys Val Cys Val Ala Leu Leu Phe Lys Ser Cys Pro Glu Val Leu
820 825 830

Tyr Val Phe Gln Pro Phe Arg Trp Glu Leu Leu Asp Tyr Gly Thr Ser
835 840 845

9. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 576 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: kétszalu
(D) Topoloégia: linearis
(ii) A molekula tipusa: cDNS-ré6l mRNS
(iii) Elméleti: Nem
(iii) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti foras:
(A) Arabidopsis thaliana
(vii) Kézvetlen forras:
(B) Klén: 4B11

(xi) A szekvencia leirasa: 9. szamu szekvencia
CAGCGGAAGA GCTCACCGTT GAAGAGAGGA ATCTCCTCTC TGITGCTTAC ARRRACGTGA
TCGGATCTCT ACGCGOOGCC TGGAGGATCG TGTCTTCGAT TGAGCAGAAG GAAGAGAGTA
GGAAGAACGA CGAGCACGTG TCGCTTGTCA AGGATTACAG ATCTARAGTT GAGICTGAGC
TTTCTTCTGT TTGCTCTGGA ATCCTTAAGC TCCTTGACTC GCATCTGATC CCATCTGCTG
GAGCGAGTGA GICTAAGGTC TTTTACTTGA AGATGAMAGG TGATTATCAT CGGTACATGG
CTGAGTTTAA GTCTGGIGAT GAGAGGAAAA CTGCTGCTGA AGATACCATG CTCGCTTACA
AAGCAGCTCA GGATATCGCA GCTGCGGATA TGGCACCTAC TCATCCGATA AGGCTTGGIC
TGGCCCTGRA TTTCTCAGIG TTCTACTATG AGATTCTCAA TTCTTCAGAC AAAGCTTGTA
ACATGGCCAA ACAGGCTTTT GAGGAAGCCA TAGCTGAGCT TGACACICTG GGAGAAGAAT

CCTACARAGA CAGCACTCTC ATAATGCAGT TGCTGA

-
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10. szamu szekvenciavazlat

A szekvencia jellemz6i:

(A) Hossz: 248 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(C) Szaltipus: egyszala

(D) Topolobgia: linearis

(ii) A molekula tipusa: fehérje

(iii) Elméleti: Nem

(iii) Antiszensz: nem

(vi) Eredeti foras:

(A) Arabidopsis thaliana

(vii) Kézvetlen forras:

(B) Klén: 4B11

(xi) A szekvencia leirasa: 10. szamu szekvencia

Met Ala Ala Thr Leu Gly Arg

1

Ala

ILeu

Ala

65

Ser

His

Lys

Glu

Val

Leu
50

Trp

Asp

Glu

Leu

Met
130

5

Gln Ala Glu Arg Tyr
20

Thr Gly Ala Thr Pro
35

leu Ser Val Ala Tyr
55

Arg Ile Val Ser Ser
70

Glu His Val Ser Leu
85

Leu Ser Ser Val Cys
100

Ile Pro Ser Ala Gly
115

Lys Gly Asp Tyr His
135

Asp Gln Tyr
10

Glu Glu Met
25

Ala Glu Glu
40

Lys Asn Val
Ile Glu Gln
Val Lys Asp

90

Ser Gly Ile
105

Ala Ser Glu
120

Arg Tyr Met

Val

Val

Leu

Ile

Lys

75

Tyr

Leu

Ser

Ala

Tyr

Gln

Thr

Gly

60

Glu

Arg

Lys

Lys

Glu
140

Met Ala Lys Ieu

Phe

Val

45

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

125

Phe

Met
30

Glu
Leu
Ser
Lys
Leu
110

Phe

Lys

15

Glu Gln

Glu Arg

Arg Ala

Arg Lys

80
Val Glu
95
Asp Ser

Tyr ILeu

Ser Gly
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Asp Glu Arg Lys Thr Ala Ala

145

150

Ala Gln Asp Ile Ala Ala Ala

165

Leu Gly Leu Ala Leu Asn Phe

Ser

180

Ser Asp Lys Ala Cys Asn
195

Ile Ala Glu Leu Asp Thr Leu

Leu
225

210 215

Ile Met Gln Leu Leu Arg
230

Met Gln Glu Gln Met Asp Glu

245

- 53 -

Glu Asp Thr
Asp Met Ala
170

Ser Val Phe
185

Met Ala Lys
200
Gly Glu Glu

Asp Asn Leu

Ala

Met Ieu Ala
155

Pro Thr His
Tyr Tyr Glu
Gln Ala Phe

205

Ser Tyr Lys
220

Thr Ieu Trp
235

Tyr

Pro

Ile

190

Glu

Asp

Thr

11. szamu szekvenciavazlat

A szekvencia jellemz6i:

(A) Hossz: 659 bazispar

(B) Tipus: nukleinsav

(C) Szaltipus: kétszalu

(D) Topologia: linearis

(ii) A molekula tipusa: cDNS-rél mRNS

(iii) Elméleti: Nem
(

iii) Antiszensz: nem

(vi) Eredeti foras:

(A) Arabidopsis thaliana

(vii) K6zvetlen forras:

(B) Klon: 4A24

Lys Ala
160

Ile Arg
175

Leu Asn
Glu Ala

Ser Thr

Ser Asp
240

(xi) A szekvencia leirasa: 11. szamu szekvencia

CGCCGCCACC GUGATGTACG TGATCTACCA CCCTCGTCCG CCGTCGTTCT CCOGTCCCGIC

DATAAGAATC AGCCGCGTGA ACCTAACAAC CTCCTCTGAT TCCTCCGTCT CTCATCTCTC

TTCCTTCTTC AACTTCACTC TAATCTCAGA GAARTCCAAAC CAACACCTCT CTTTCTCTTA
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CGATCCTTTC ACCGTCACCG TTAATTCAGC TAAARTCCGGT ACGATGCTCG GTAACGGRAC
TGTTCCTGCT TTCTTCAGCG ATAACGGTAA CAAAACTTCG TTTCACGGCG TGATCGCTAC
GTCTACAGCG GCGCGTGAGT TAGATCCGGA TGAAGCTAAG CATCTGAGAT CAGATCTGAC
GCGCGCGCGT GTAGGATATG AGATCGAGAT GAGAACTAAA GTGAAGATGA TAATGGGGAA
GCTGRAGAGT GAAGGAGTAG AGATCAAAGT GACATGTTGA AGGATTTGAA GGAACTATAC
CRAARAGGTAA AACTCCAATT GTAGCTACTT CTAARAAAAC TAAGTGTAAG TCTGATCTTA
GTGTCAAGTC TGGARATGGA TTTCTARAGG AATTTGATAA TTTCACATTG AAATTCTATA

TATCTCICTT TTTCTCTGGA TTTGIGAARC TTTGGATGAT CAARGRATTC TTCATTGTC

12. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 174 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topolégia: linearis
(ii) A molekula tipusa: fehérje
(iii) Elmeéleti: Nem
(iii) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti foras:
(A) Arabidopsis thaliana
(vii) Kézvetlen forras:
(B) Klén: 4A24

(xi) A szekvencia leirasa: 12. szamu szekvencia
Arg Ile Cys Cys Cys Cys Phe Trp Ser Ile Leu Ile Ile Leu Ile Leu
1 5 10 15

Ala Leu Met Thr Ala Ile Ala Ala Thr Ala Met Tyr Val Ile Tyr His
20 25 30

Pro Arg Pro Pro Ser Phe Ser Val Pro Ser Ile Arg Ile Ser Arg Val
35 40 45

Asn Leu Thr Thr Ser Ser Asp Ser Ser Val Ser His Leu Ser Ser Phe
50 55 60
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Phe Asn Phe Thr Leu Ile Ser Glu Asn Pro Asn Gln His Leu Ser Phe
65 70 75 80

Ser Tyr Asp Pro Phe Thr Val Thr Val Asn Ser Ala Lys Ser Gly Thr
85 90 95

Met Leu Gly Asn Gly Thr Val Pro Ala Phe Phe Ser Asp Asn Gly Asn
100 105 110

Lys Thr Ser Phe His Gly Val Ile Ala Thr Ser Thr Ala Ala Arg Glu
115 120 125

Leu Asp Pro Asp Glu Ala Lys His Leu Arg Ser Asp lLeu Thr Arg Ala
130 135 140
Arg Val Gly Tyr Glu Ile Glu Met Arg Thr Lys Val Lys Met Ile Met

145 150 155 160

Gly Lys Leu Lys Ser Glu Gly Val Glu Ile Lys Val Thr Cys
165 170

13. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 584 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: kétszalt
(D) Topologia: linearis
(ii) A molekula tipusa: cDNS-rél mRNS
(iii) Elméleti: Nem
(iii) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti foras:
(A) Arabidopsis thaliana
(vii) Kozvetlen forras:
(B) Klén: 3B76
(xi) A szekvencia leirasa: 13. szamu szekvencia
CCTCCARCTC CAGGCCAGCC AACARAAGAA CCTACATTTA TTCCAGTGGT TGTTGGICTT 60

TTGGACTCAA GTIGGGRAAGA CATTACTCIT TCCTCTGTTC ATTATGATGG TACAGTGCAG 120

ACCATTTCAG GCAGCAGCAC AATACTTCGA GIGACAAGAA ACARGAAGAG TTTGTGTTTT 180
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CTGATATACC AGAAAGACCT GTTCCGTCCC TATTTAGGGG ATTCAGCCCC AGTTCGTGIT
GAARCTGATC TCTCTAATGA TGACTTATTC TTCCTCCTAG CACATGATTC AGATGAATTC
AATAGGTGGG AGGCCGGTCA AGTTCTGGCA AGRAAGCTGA TGCTGAACTT AGTTTCTGAT
TTCCAGCARA ATAAACCGTT GGCTCTAAAC CCARPATTTG TGCAAGGTCT CGGCAGTGTG
CTTTCTGACT CAAGCTTGGA CARGGAATTT ATAGCCARAG CAATAACACT ACCTGGGGAG
GGAGAGATAA TGGACATGAT GGCCGTGGCG GATCCTGATG CTGTTCATIGC TGTTAGARAG

TTTGTACGRA AGCAGCTTGC ATCTGARCTT AAGGAGGAGC TTCT

14. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 283 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topolbgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: fehérje
(iii) Elméleti: Nem
(iii) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti foras:
(A) Arabidopsis thaliana
(vii) Kozvetlen forras:
(B) Klon: 3B76

(xi) A szekvencia leirasa: 14. szamu szekvencia
Pro Pro Thr Pro Gly Gln Pro Thr Lys Glu Pro Thr Phe Ile Pro Val
1 5 10 15

Val Val Gly Leu Leu Asp Ser Ser Gly Lys Asp Ile Thr leu Ser Ser
20 25 30

val His Tyr Asp Gly Thr Val Gln Thr Ile Thr Gly Ser Ser Thr Ile
35 40 45

Leu Arg Val Thr Lys Lys Gln Glu Glu Phe Val Phe Ser Asp Ile Pro
50 55 60
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Glu
65
Val

Asp

Lys

Ser
145
Glu
His
Glu
Phe
Ala
225
Glu

Gly

Pro

Arg

Glu

Ser

Leu

Leu

130

Ser

Gly

Ala

Glu

Asp

210

Tyr

Arg

Thr

Asp

(i)

Pro Val
Thr Asp
Asp Glu

100

Met Leu
115

Asn Pro

Leu Asp

Glu Ile

Val Arg
180

Leu Lys
195

His Ser

ILeu Ala

Ile Gln

Leu Ser

260

Phe Tyr
275

Pro Ser
70

Leu Ser
85

Phe Asn

Asn Leu

Lys Phe

Lys Glu
150

Met Asp
165

Lys Phe

Ile Val

Asn Met

Ser Leu

230

Gly Gly
245

Gln Asn

Glu Gln

Leu

Asn

Arg

Val

Val

135

Phe

Met

Val

Glu

Ala

215

Glu

His

Pro

Val

Phe

Asp

Trp

Ser

120

Gln

Ile

Met

Arg

Asn

200

Arg

Asp

Gln

Gly

Ala
280

.57 -

Arg Gly Phe
75

Asp leu Phe
90

Glu Ala Gly
105

Asp Phe Gln
Gly Leu Gly
Ala Lys Ala

155

Ala Val Ala
170

Lys Gln Leu
185

Asn Arg Ser
Arg Ala Leu
Pro Ala Tyr

235

Phe Asp Arg
250

Lys Thr Arg
265

Gly Thr Ile

Ser

Phe

Gln

Gln

Ser

140

Ile

Asp

Ala

Thr

Lys

220

Met

Pro

Glu

Ala

Leu

Val

Asn

125

Val

Thr

Pro

Ser

Glu

205

Asn

Gly

Ile

Arg

Pro Val
Leu Ala
95

Leu Ala
110

Lys Pro

Leu Ser

Leu Pro

Asp Ala
175

Glu Leu
190

Ala Tyr

Thr Ala

Thr Cys

Cys Cys

255

Thr Phe
270

15. szamu szekvenciavazlat

A szekvencia jellemzéi:

(A) Hossz: 534 bazispar

(B) Tipus: nukleinsav

(C) Szaltipus: kétszalu
(

D) Topoloégia: linearis

(ii) A molekula tipusa: cDNS-r6l mRNS

Arg

80

His

Arg

Leu

Asp

Gly

160

Val

Lys

val

Leu

Thr

240

Phe

Leu
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(iii) Elméleti: Nem
(iii) Antiszensz: nem
(vi) Eredeti foras:
(A) Arabidopsis thaliana
(vii) Kézvetlen forras:
(B) Klon: 4A5

(xi) A szekvencia leirasa: 15. szamu szekvencia

ACCAGGAGGG GAAARAGTCT TACCCCATGG ACATCCCGGG GATTGAGTGT TACCCGAARA
GGATGAAGAA TGGTATTCCT CCGTCGTGGA CCCCATGCAC CCATTGGGAA AGCOGIGTGG
CGTTTTCTTT CAGGGATGAT AGAPAAGTGC TCCCTTGGGA TGGARAGGAG GAGCCTTTAC
TGGTAGTGGC CGATAGGGTG AGGRATGTTG TGGAGGCTGA TGACGGGTAT TATCTCGTGG
TGCCTGRAGAR CGGACTTAAG CTAGAGAAAG GATCAGATTT GAAGGCGAGA GAGGTGRAGG
AGAGTTTAGG GATGGTTGIT TTGGTGGTGA GGCCGCCRAG AGRAGATGAT GATGATTGGC
AGACAAGTCA TCAGAACTGG GACTGAATTA ATAGRATCAA TACTCATATG CTGTAACTGA
TTACGGAGTC ATCATGGTCA TGTAAAATTT TTGGATARAAG GTGGTAACTT TTTGTTCTAA

GATACAATCA GAAACAGAGC AATATTTTTC TCTAAAAAAA AAAAAARNAR AARA

16. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 119 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topolégia: linearis
(ii) A molekula tipusa: fehérje
(iii) Elméleti: Nem

(iii) Antiszensz: nem
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(vi) Eredeti foras:

(A) Arabidopsis thaliana
(vii) Kézvetlen forras:

(B) Klon: 4A5

(xi) A szekvencia leirasa: 16. szamu szekvencia
Met Asp Ile Pro Gly Ile Glu Cys Tyr Pro Lys Arg Met Lys Asn Gly
1 5 10 15

Ile Pro Pro Ser Trp Thr Pro Cys Thr His Trp Glu Ser Arg Val Ala
20 25 30

Phe Ser Phe Arg Asp Asp Arg Lys Val Leu Pro Trp Asp Gly Lys Glu
35 40 45

Glu Pro Leu Leu Val Val Ala Asp Arg Val Arg Asn Val Val Glu Ala
50 55 60

Asp Asp Gly Tyr Tyr Leu Val Val Ala Glu Asn Gly Leu Lys Leu Glu
65 70 75 80

Lys Gly Ser Asp Leu Lys Ala Arg Glu Val Lys Glu Ser Leu Gly Met
85 90 95

Val Val leu Val Val Arg Pro Pro Arg Glu Asp Asp Asp Asp Trp Gln
100 105 110

Thr Ser His Gln Asn Trp Asp
115

17. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:

(A) Hossz: 21 bazispar

(B) Tipus: nukieinsav

(C) Szaltipus: egyszalu

(D) Topolégia: linearis
(ii) A molekula tipusa: DNS (genomialis)
(iii) Elméleti: Nem

(iii) Antiszensz: nem

3
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(vii) Kézvetlen forras:
(B) Klén: V6 primer

(xi) A szekvencia leirasa: 17. szamu szekvencia

ATGCTTTGCA TAACTTTGAG G 21

18. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 17 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topolégia: linearis
(ii) A molekula tipusa: DNS (genomialis)
(iii) Elméleti: Nem
(iii) Antiszensz: nem
(vii) Kézvetlen forras:
(B) Klon: T7 primer

(xi) A szekvencia leirasa: 18. szamu szekvencia

AATACGACTC ACTATAG 17
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras egy Uj névénygeneracié vegetativ reprodukcio-
ja valészinliiségének novelésére, azzal jellemezve, hogy transzge-
nikusan expresszalunk egy olyan fehérjét kodolo gént, ami a szo-
matikus embriogenezis receptor-kinaz (SERK) altal beinditott jel-
atviteli kaszkadban jatszik szerepet.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a kodolt fehérje fizikailag koélcsonhatasba lép a SERK-kel.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a fehérje a a Squamosa-promoter koété fehérje (SBP) transzkrip-
cios faktorok, vagy a 14-3-3 tipusu lambda fehérjék csaladjanak
tagja.

4. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a fehérje aminosav szekvencijjat a 2. szamu szekvenciavaz-
latban, a 4. szamu szekvenciavazlatban, a 6. szamu szekvencia-
vazlatban, a 8. szamu szekvenciavazlatban, a 10. szamu szek-
venciavazlatban, a 12. szamu szekvenciavazlatban, a 14. szamu
szekvenciavazlatban vagy a 16. szamu szekvenciavazlatban mu-
tatjuk be, vagy aminosav szekvencidja tartalmaz egy legalabb
150 aminosavbél allo komponens szekvenciat, ami az illesztés
utan legalabb 40%-os azonossagot mutat a 12. szamu szekven-
ciaval vagy a 16. szamu szekvenciaval.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a vegetativ reprodukcié valoszinliiségét a magvakon keresztul fo-

kozzuk (apomixis).
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6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a magvak nem-gametifitas apomixisbél szarmaznak.

7. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a kuloénbozét fehérjét transzgenikusan expresszaljuk az embrio-
zacsko6 kozelében.

8. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az in vitro szomatikus embriogenezis valészintiségét noveljuk.

9. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a gén expresszidjat a SERK gén promotere, a répa kitinaz DcEP3-
1 gén promotere, az Arabidopsis AtChitlV gén promotere, az
Arabidopsis LTP-1 gén promotere, az Arabidopsis bel-1 gén pro-
motere, a petinia fbp-7 gén promotere, az Arabidopsis ANT gén
promotere, vagy a Phalaenopsis O216 gén promotere szabalyozza.

10. Gén, ami a 2. szamu szekvenciavazlatban, a 4. szamu
szekvenciavazlatban, a 6. szamu szekvenciavazlatban, a 8. sza-
mu szekvenciavazlatban, a 10. szamu szekvenciavazlatban, a 12.
szamu szekvenciavazlatban, a 14. szamu szekvenciavazlatban
vagy a 16. szamu szekvenciavazlatban bemutatott aminosav
szekvenciaval rendelkezé fehérjét kodol, vagy egy olyan fehérjét,
aminek aminosav szekvenciaja tartalmaz egy legalabb 150 ami-
nosavboél allé komponens szekvenciat, ami az illesztés utan leg-
alabb 40%-o0s azonossagot mutat a 12. szamu szekvenciaval vagy
a 16. szamu szekvenciaval.

11. A 10. igénypont szerinti gén, aminek a nukleotid szek-
venciajat az 1. szamu szekvenciavazlatban, a 3. szamu szekven-

ciavazlatban, az 5. szamu szekvenciavazlatban, a 7. szamu szek-
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venciavazlatban, a 9. szamu szekvenciavazlatban, a 11. szamu
szekvenciavazlatban, a 13. szamu szekvenciavazlatban vagy a
15. szamu szekvenciavazlatban adjuk meg.

12. A 10. igénypont szerinti gén, aminek nukleotid szek-
venciajat ugy modositjuk, hogy az ismert mRNS instabilitasi mo-
tivumokat vagy poliadenilezési szignalokat eltavolitjuk, és/vagy
azokat a kodonokat hasznaljuk, amiket elényben részesit az a
névény, amibe a DNS-t be akarjuk épiteni.

13. Novény vagy ndévénysejt, ami transzgenikusan exp-
resszalja a 10-12. igénypontok barmelyike szerinti gént.

14. Az 1. igénypont szerint eléallithaté névény vagy no-

vénysejt.

K @g/ag

A meghatalmazott
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