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HIPERSZENZITIV VALASZREAKCIO ELICITOR ALTAL
KIVALTOTT STRESSZREZISZTENCIA

A jelen taldalmany targya stresszel szembeni ellenallas
kialakitasa ndévényekben. Ez oly médon érheté el, ha a
névényeket vagy névényi magvakat nem fertézéses uton, a
névényekben vagy a magvakbol termesztett névényekben stressz
elleni rezisztencia kialakitasara alkalmas kériilmények kézott
hiper-szenzitiv valaszreakciés elicitorral kezeljuk. Masik eljaras
szerint elballithatunk az elicitort koédolo DNS molekulaval
transzformalt, transzgenikus névényeket vagy névényi magvakat,
és a transzgenikus névényeket vagy a transzgenikus magvakbol
kifejlodott névényeket stressz elleni rezisztencia kialakitasara
alkalmas kérulmények kdzott termesztjik.
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HIPERSZENZITIV VALASZREAKCIO ELICITOR ALTAL
KIVALTOTT STRESSZREZISZTENCIA

A jelen taldlmany targya stresszel szembeni ellenallas
kialakitdsa ndévényekben, egy hiperszenzitiv valaszreakcid

elicitorral (tulérzékeny valaszreakciot kivaltdo anyaggal).

Természetes és mezdgazdasagi feltételek mellett a
névenyeket kialonféle kérnyezeti stresszhatasok érik. A stressz
merese foként a ndvekedés (tehat biomassza felhalmozodas)
vagy az elsédleges asszimilaciés folyamatok (tehat széndioxid-
és asvanyi anyag felvétel) figyelembevételével térténik. A talajviz
hiany, szuboptimdlis és szupraoptimalis (az optimalisnal
alacsonyabb és magasabb) hémérsékletek, a magas sétartalom,
valamint a talaj elégtelen légellatasa korlatozhatjak a névekedést
a tenyésziddszakban, igy a tenyészidészak végére a termés a
genetikai potencialnak csupan kis téredéke. Becslések szerint az
Egyesilt Allamokban a féldeken termé gabonatermés a
genetikai potencidlnak csupan 22%-a. Ugyanazon fizikai-kémiai
tenyez6k bizonyos éléhelyeken, példaul sivatagi vagy lapos
teriletek, szélséségessé valhatnak, és csupan a specialisan
alkalmazkodott névényzet képes teljes életciklust produkalni a
szokatlanul kemény kériilmények kozott. Kevésbé szélsdséges
kérnyezetben egyes nbévények képesek alkalmazkodni a talajviz
mennyiségében, a hémérsékletben, a sotartalomban
bekévét‘kézettVéltozésokhoz es az oxigén hianyahoz, igy javul
az adott kdrnyezeti feltételekre vonatkozé alkalmassaguk. Egyes
fajok alkalmazkod6 képessége nagyobb mas fajokénal, és az



alkalmazkodast szamos anatomiai, szerkezeti és biokémiai
mechanizmus befolyasolja.

Természetes és mezbégazdasagi feltételek mellett a
névényeknek allandban stresszhatasokat kell elviselniitkk. Egyes
kornyezeti tényezék nagyon révid idén belil éreztetik negativ
hatasukat (peldaul magas vagy alacsony hémérséklet), masok
hosszu id6 alatt okoznak stresszhatast a névényekben (példaul a
talaj viztartalma vagy az asvanyi tapanyagok). A névényekre
haté kérnyezeti stressz altalaban lehet az éghajlattal 6sszefiiggé
stressz, a levegd szennyezettsége okozta stressz, vegyszerek
okozta stressz, és tapanyag ellatassal 6sszefiiggd stressz. Az
éghajlattal 6sszefiiggd stressz példaul az aszaly, viz, fagy,
alacsony homérséklet, magas hémérséklet, talsagosan sok fény
és elégtelen mennyiségli fény. A leveg6szennyezés okozta
stressz eléfordulhat széndioxid, szénmonitrogén-oxidok,
kéndioxid, nitrogénitrogén-oxidokid, szénhidrogének, 6zon,
ultraibolya sugarzds és savas es6 formajaban. A vegyszerek
okozta stressz eredhet rovarirté szerek, gombadld szerek,
gyomirté szerek, valamint nehézfémek alkalmazasabél. A
tapanyagellatasbol ered6 stresszt okozhatjak mdtragyak,
mikroelemek és makro-elemek.

A viz a legtobb ndévény szamara elengedhetetlen a
novekedéshez. Egyes fajok a vizet a talajban elraktarozzak
kesObbi felhasznalas céljabol, mig masok teljes fejlddési ciklusa
egy nedves iddszak alatt, még az aszalyos idészak bekészonte
elott zajlik. Mas fajok képesek a viz erételjes felhasznalasara,
sajat tulélésuk érdekében, mik6zben az adott teriileten é16 tobbi
névénytdl elsziviak a vizet. Az elébb felsorolt képességek
egyikével sem rendelkezd fajokat a viz hianya sulyosan érinti.



A lehlléses karosodas érzékeny fajok esetében
kovetkezik be, a normal ndévekedéshez tul alacsony, de a jég
képz6déséhez nem eléggé alacsony hémérsékleten. Ezen
karosodas jellemzéen a tropusi vagy szubtrépusi eredetii fajoknal
fordul el6. Amikor a lehlléses karosodas bekévetkezik, a
leveleken elszinez6dés vagy karosodas jelenik meg, amely a
leveleknek viz aztatta megjelenést kélcsénéz. Ha a gyGkereket
éri lehlléses karosodas, a névények elhervadhatnak. Masrészrol,
a fagypont koérali hdmérsékletek és a névényekben kialakuld
jegkristalyok a noévény élete végét is jelenthetik, ha a
jégkristalyok a protoplazmaba is behatolnak, vagy hosszd idén
keresztil jelen vannak.

Stresszt mas szélséséges hoémeérsékleti értékek s
okozhatnak, a magas hémérsékletet csak néhany faj tudja talélni.
Amikor a magasabbrendli névényi sejtek vagy szdvetek
dehidrataltak vagy nincsenek névekedési szakaszban, magasabb
hdmérsekletet is atvészelhetnek, mint a vizzel telitett, vegetativ
szakaszban |évd és n6vekvd sejtek. Az aktivan novekvd szdvetek
csak ritkan élik tul a 45°C feletti hd6mérsékletet.

A magas sokoncentracié a névényekre hato kérnyezeti
stressz masik fajtaja. Természetes koérilmények kozott ezen
magas sokoncentracidk a tengerpartok és torkolatok kézelében
talalhatok. A szarazféld tengertél tavolabbi részein a
természetes s6 a mezdégazdasagi teriiletekkel hataros geolégiai
réte-gekbél szivarog ki. Tovabba a sé felhalmozodhat az 6nt6z6-
vizekben, ha a tiszta viz a talajbol elparolog vagy elszivarog. A
magas sokoncentraci6 az &sszes Ont6zétt mezégazdasagi
foldterilet nagy hanyadat érinti.i A magas soékoncentracioé
nemcsak karositja a ndvényeket, de a porozitas és a vizatereszté
kepesseg cs6kkentésével rontja a talaj szerkezetét.
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Az ozon, széndioxid, szénmonitrogén-oxidok, kéndioxid,
nitrogén-oxidok, és szénhidrogének alakjaban megjelend
levegbszennyezés szmogot és kérnyezeti felmelegedést okoz,
ezaltal karos hatasa lehet a névények névekedésére.

A jelen talalmany targya a kilénféle kérnyezeti
stresszhatasok lekizdése, valamint a névényekben a stresszel

szembeni rezisztencia (ellenalloképesség) kialakitasa.

A jelen talalmany targya a névényekben a stresszel
szembeni rezisztencia kialakitasa egy hiperszenzitiv
valaszreakciot kivalté fehérje vagy polipeptid alkalmazasaval. A
jelen talalmany egyik megvalositdsaban a hiperszenzitiv
valaszreakciot kivalto fehérjével vagy polipeptiddel a névényeket
vagy a névény magjat kezeljuk, a stresszel szembeni
rezisztencia elbidézéséhez hatasos feltételek kozott. Masik
eljaras szerint a stresszel szembeni rezisztenciat ugy valésitjuk
meg, hogy egy DNS molekulaval atalakitott, transzgenikus
névényt vagy névényi magot allitunk elé, ami genetikailag kédol
egy hiperszenzitiv valaszreakciot kivalto fehérjét vagy
polipeptidet, eés a transzgenikus novényi magbél kifejlédott
transzgenikus novényt vagy névényeket a stresszel szembeni
rezisztencia kialakitasadhoz hatasos kéralmények  kozott
termesztjiuk.

A stressz barmely kérnyezeti tényezé6t jelenthet, amely a
novény élettanara és fejlédésére karos hatassal van. llyen
kérnyezeti stressz tébbek kézétt az éghajlattal 6sszefiiggd
stressz (példaul aszaly, viz, fagy, alacsony hémérséklet, magas
homeérséklet, tul sok fény és tulsagosan kevés fény), levegd-
szennyezés okozta stressz (példaul széndioxid, szénmonoxidok,
kéndioxid, nitrogénoxidok, szénhidrogének, 6zon, ultraibolya
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sugarzas, savas es6), kémiai stressz (példaul rovarirté,
gombadlé, gyomirtd szerek, nehézfémek), valamint tapanyag
ellatassal ¢sszefliiggd stressz (példaul mitragya, mikroelemek,
makroelemek). A jelen talalmany szerzéi ugy talaltak, hogy a
hiperszenzitiv valaszreakciét kivalté anyagok jelen talalmany
szerinti alkalmazasaval a noévényekben kialakul a felsorolt

formakban elé6fordulé kérnyezeti stresszel szembeni rezisztencia.

A jelen talalmany targya hiperszenzitiv valaszreakciot
kivalté feherje vagy polipeptid alkalmazasa névényekben a
stresszel szembeni rezisztencia kialakitasa céljabol. A jelen
talalmany egyik megvaldsitasaban a hiperszenzitiv
valaszreakciot kivalto fehérjével vagy polipeptiddel a névényeket
vagy a novényi magokat kezeljuk, a stresszel szembeni
rezisztencia el6-idézésére hatasos koérulmények kozott. Masik
eljaras szerint a stresszel szembeni rezisztenciat agy valositjuk
meg, hogy egy DNS molekulaval atalakitott, transzgenikus
névenyt vagy névényi magot allitunk elé, ami genetikailag kodol
egy hiperszenzitiv valaszreakciot kivalto fehérjét vagy
polipeptidet, és a transzgenikus noévényi magbdl kifejlédott
transzgenikus noévényt vagy névényeket a stresszel szembeni
rezisztencia  kialakitasahoz hatasos kérilmények k6zott

termesztjik.

A jelen taladlmany szerinti hiperszenzitiv valaszreakciot
kivalté polipeptideket vagy fehérjéket tébbféle gombas és
bakterialis kérokozé hiperszenzitiv valaszreakciét kivalté poli-
peptidjébdl vagy fehérjéjébdl szarmaztatjuk. Az ilyen poli-
peptidek vagy fehérjék képesek a valaszreakciot kivalto

vegylulettel kezelt névényi szévetben helyi szévetelhalast
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eredmeényezni. Alkalmazhat6 bakteridlis eredetd polipeptid vagy
fehérje elicitorok tobbek kb6z6tt Erwinia, Pseudomonas és
Xanthamonas fajok (példaul az alabbi baktériumok: Erwinia
amylovora, Erwinia chrysanthemi, Erwinia stewartii Erwinia
carotovora, Pseudo-monas syringae, Pseudomonas solancearum,
Xanthomonas campestris, valamint ezek keverékei). Tovabba
ezen Gram negativ baktériumokban 1évé hiperszenzitiv
valaszreakciés elicitorokon kivill Gram pozitiv baktériumokban
lévé elicitorok is alkalmazhatok. llyen példaul a Clavibacter
michiganensis baktérium sepedonicus alfaja.

Gombas eredetli hiperszenzitiv valaszreakcios elicitor
fehérje vagy polipeptid példaul a Phytophthora. A Phytophthora
alkalmazhat6 fajai tobbek koz6tt a Phytophthora parasitica,
Phytophthora cryptogea, Prytophthora cinnamoni, Phytophthora
capsici, Phytophthora megasperma, valamint a Phytophthora
citrophthora.

Az Erwinia chrysanthemi fajban |évé hiperszenzitiv
valaszreakciés polipeptid vagy fehérje elicitor aminosav
szekvenciaja az 1. szamu aminosav szekvencia:

Met Gln Ile Thr Ile Lys Ala His Ile Gly Gly Asp Leu Gly Vval Ser
1 5 10 15
Gly Leu Gly Ala Gln Gly Leu Lys Gly Leu Asn Ser Ala Ala Ser Ser
20 25 30
Leu Gly Ser Ser Val Asp Lys Leu Ser Ser Thr Ile Asp Lys Leu Thr

35 40 45

Ser Ala Leu Thr Ser Met Met Phe Gly Gly Ala Leu Ala Gln Gly Leu
50 55 60

Gly Ala Ser Ser Lys Gly Leu Gly Met Ser Asn Gln Leu Gly Gln Ser

65 70 75 80

Phe Gly Asn Gly Ala Gln Gly Ala Ser Asn Leu Leu Ser Val Pro Lys

85 90 95



Ser

Leu

Leu
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Ala

Asn
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Leu

Ala

130

Ala
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Gly

Asn
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Lys

Tyr

Ser

Asp

Met
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Leu

Val

Ala

Gly

Gly
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Asn

Phe

Leu

Gly

Ala
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Asn

Glu

Pro

Pro

Asp
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Gly

Asn

Val

Ezen hiperszenzitiv
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His

Ser

Gly

Gly

Leu

180

Ile

Val

Asp

Glu

Lys

260

Asp

Met

Leu

Gly

Ala

Asp

Met

Ser

Gln

165

Gln

Gly

Ser

Arg

Ile

245

Thr

Gly

Ile

Arg

Asp

325

Leu

Thr

Leu

Gly

150

Ser

Gly

Met

Thr

Gly

230

Phe

Asp

Met

Lys

Gly

310

Lys

Ser

Val

Asn

135

Val

Met

Leu

Gly

His

215

Met

Gly

Asp

Thr

Ser

295

Ala

Ile

Lys

Thr

120

Ala

Asn

Ser

Ser

Val

200

Val

Ala

Lys

Lys

Gly

280

Ala

Gly

Ala

Met

105

Lys

Ser

Asn

Gly

Gly

185

Gly

Asp

Lys

Pro

Ser

265

Ala

Val

Gly

Asn

Phe

Leu

Gln

Ala

Phe

170

Ala

Gln

Gly

Glu

Glu

250

Trp

Ser

Ala

Ala

Met

330

Asp

Thr

Met

Leu

155

Ser

Gly

Asn

Asn

Ile

235

Tyr

Ala

Met

Gly

Ser

315

Ser

Lys

Asn

Thr

140

Ser

Gln

Ala

Ala

Asn

220

Gly

Gln

Lys

Asp

Asp

300

Leu

Leu

Ala

Gln

125

Gln

Ser

Pro

Phe

Ala

205

Arg

Gln

Lys

Ala

Lys

285

Thr

Gly

Gly

Leu

110

Ser

Gly

Ile

Ser

Asn

190

Leu

His

Phe

Asp

Leu

270

Phe

Gly

Ile

Lys

Asn

Asn

Leu

Leu

175

Gln

Ser

Phe

Met

Gly

255

Ser

Arg

Asn

Asp

Leu

335

Gln

Met

Gly

160

Gly

Leu

Ala

Val

Asp

240

Trp

Lys

Gln

Thr

Ala

320

Ala

valaszreakcids polipeptid vagy fe-
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hérje elicitor molekulatémege 34 kDa, a molekula héalle,
glicintartalma nagyobb, mint 16%, és lényegében nem tartalmaz
ciszteint. Az Erwiinia chrysanthemi hiperszenzitiv valaszreakciés

polipeptid vagy fehérje elicitort kédol6 DNS molekula nukleotid

szekvenciaja a 2. szamu( szekvencia:

CGATTTTACC

GCGTTTATGG

GATCTGGTAT

CAGCAATATC

TGCGATGGCT

CCGTCGGATC

ACGTTGCCGT

CGATCATTAA

CACCGTCGGC

GGCATCCGTT

AATTACGATC

TCAGGGACTG

GAGCAGCACC

GGCGCAGGGG

TTTCGGCAAT

TGCGTTGTCA

CAAGCTGACT

CCAGGGTAAT

CAACGGTCTC

GCAGGGCCTG

GGGGCAGAAT

CCGCCACTTT

TCAGTATCCG

GACGGACGAC

CGCCAGCATG

TACCGGCAAT

GGCTGTCGTC

CGGGTGAACG
CCGCGATGAA
TTCAGTTTGG
CCGGCATGTT
GCCATCTGTG
CCGGCAGTTA
CGCTATCCAT
GATAAAGGCG
GTCACTCAGT
GCAGATACTT
AAAGCGCACA
AAAGGACTGA
ATCGATAAGT
CTGGGCGCCA
GGCGCGCAGG
AAAATGTTTG
AACCAGAGCA
ATGAATGCGT
GGCCAGTCGA
AGCGGCGCGG
GCTGCGCTGA
GTAGATAAAG
GAAATATTCG
ARATCCTGGG
GACAAATTCC
ACCAACCTGA

GGCGATARAA

TGCTATGACC
CCGGCATCAG
GGACACCGGG
GCGCACGCTG
CCTGAACGGC
TCCGCAGGTG
AGCACCGACG
GCTTTTTTTA
AACAAGTATC
TTGCGAACAC
TCGGCGGTGA
ATTCCGCGGC
TGACCTCCGC
GCTCGAAGGG
GTGCGAGCAA
ATAAAGCGCT
ACCAACTGGC
TCGGCAGCGG
TGAGTGGCTT
GTGCATTCAA
GTGCGTTGAG
AAGATCGCGG
GTAAACCGGA
CTAAAGCGCT
GTCAGGCGAT
ACCTGCGTGG

TAGCCAACAT

GACAGCATCA
GCGGCGCGCT
CGTGAACTCA
CTCGCTCGTC
AGCGATGTAT
ATCGAACGTT
GCGCGTCCGC
TTGCARAACG
CATCATGATG
CTGACATGAA
TTTGGGCGTC
TTCATCGCTG
GCTGACTTCG
GCTGGGGATG
CCTGCTATCC
GGACGATCTG
TAATTCAATG
TGTGAACAAC
CTCTCAGCCT
CCAGTTGGGT
TAACGTCAGC
CATGGCGAAR
ATACCAGAAR
GAGTAAACCG
GGGTATGATC
CGCGGGCGGT

GTCGCTGGGT

CGGTATTCGA
GGTCGCCGCA
TGATGCAGAT
GTTATCAGCA
TGATCCTCTG
TGTTTGAACT
AGACAGGGAA
GTAACGGTGA
CCTACATCGG
TGAGGAAACG
TCCGGTCTGG
GGTTCCAGCG
ATGATGTTTG
AGCAATCAAC
GTACCGAAAT
CTGGGTCATG
CTGAACGCCA
GCACTGTCGT
TCTCTGGGGG
AATGCCATCG
ACCCACGTAG
GAGATCGGCC
GATGGCTGGA
GATGATGACG
AARAGCGCGG
GCATCGCTGG

AAGCTGGCCA

CACCGTTACG
ATCCGGCGTC
TCAGCCGGGG
GGCGGCAGAG
GTGGCCGCTG
GGCGGGAATG
CGGACGCGCC
GGAACCGTTT
GATCGGCGTG
AAATTATGCA
GGCTGGGTGC
TGGATAAACT
GCGGCGCGCT
TGGGCCAGTC
CCGGCGGCGA

ACACCGTGAC

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

GCCAGATGAC1020

CCATTCTCGG1080

CAGGCGGCTT1140

GCATGGGCGT1200

ACGGTAACAA1260

AGTTTATGGA1320

GTTCGCCGAA1380

GTATGACCGG1440

TGGCGGGTGA1500

GTATCGATGC1560

ACGCCTGATA1620



ATCTGTGCTG

TTATTATGCG

ACGCACATTT

GTCGCTCAGA

CAGATGGAGA

CAGATAGATT

GATCACCACA

AAAATAGGGC

GTTCGTCATC

valaszreakcios

GCCTGATAAA
GTTTATGCGG
TCCCGTTCAT
TTGCGCGGCT
CACGTCTGCG
GCGGTTTCGT
ATATTCATAG
AGTTTTTGCG

ATCTTTCTCC

GCGGAAACGA

TTACCTGGAC

TCGCGTCGTT

GATGGGGAAC

ATAAATCTGT

AATCAACATG

AAAGCTGTCT

TGGTATCCGT

ATCTGGGCGA

AAAAAGAGAC

CGGTTAATCA

ACGCGCCACA

GCCGGGTGGA

GCCGTAACGT

GTAATGCGGT

TGCACCTACC

GGGGTGTTCC

CCTGATCGGT

GGGGAAGCCT
TCGTCATCGA
ATCGCGATGG
ATATAGAGAA
GTTTETATCC
TCCGCCTGTG
GTATCGCGGG
GGCCTGACAA

T

GTCTCTTTTC1680
TCTGGTACAA1740
CATCTTCCTC1800
ACTCGCCGGC1860
GCCCCTTTAG1920
CGCCGGCCGG1980
AGATACCGAC2040
TCTTGAGTTG2100

2141

Az Erwinia amylovora fajb6l szarmazé hiperszenzitiv

polipeptid

vagy

fehérje

szekvenciaja a 3. szamu aminosav szekvencia:

Met Ser Leu
1

Ile Gly Gly

Asn Ala Gly

35

Gln Asn Asp

50

Met Met Met

65
Gly Gly

Gly Leu Ser

Leu Gly Ser

115

Leu Asp Gln
130

Thr Ser

145

Gly

Asn Thr
5
Ala Gly
20
Leu Gly

Thr VvVal

Ser Met

Gly

Gly

Asn

Met

Ser Gly Leu Gly Ala

Asn Asn

Asn Ser

40
Gln Leu
55

Gly Gly

70

Leu Gly

85
Asn Ala
100
Lys Gly

Ala Leu

Thr Asp

Asn

Leu

Gly

Gly

Ser

Gly Leu

Asn Asp

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

Met

Ser
10

Leu Leu

25

Leu Gly

Gly Leu

Gly Leu

75
Gly Ser
90

Leu Gly

105

Asn Asn
120
Ile Asn
135

Thr Ser

150

Thr

Ser

Asp

Thr Ser

Thr Ser

Ser Ser

155

Thr Met Gln

Gly Thr Ser

30

Leu Gly Gly

45

Leu Thr Gly

60

Met Gly Gly

Gly Gly Leu

Ser Leu

110

Thr Thr Asn

125

Gln Asn Asp

140
Met

Asp Pro

elicitor

aminosayv

Ile Ser
15
Arg Giln

Gly Asn

Met Met

Gly Leu
80
Gly Glu
95
Asn Thr

Ser Pro

Asp Ser

Gln Gln

160



Leu

Gln

Gly

Leu

Gly

225

Gly

Leu

Ala

Val

Asp

305

Gly

Lys

Lys

Gly

Ala

385

Gly

Leu

Asp

Glu

Met

210

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn

290

Gln

Gln

Pro

Ala

Asn

370

Met

Ala

Lys

Gly

Gln

195

Gly

Gln

Lys

Asn

Asn

275

Lys

Tyr

Glu

Asp

Lys

355

Leu

Met

Ala

Met

Thr

180

Asn

Asn

Gly

Gly

Ala

260

Asp

Gly

Pro

Val

Asp

340

Gly

Gln

Ala

Phe

165

Gln

Ala

Gly

Gly

Leu

245

Val

Ile

Asp

Glu

Lys

325

Asp

Met

Ala

Gly

Ser

Gly

Tyr

Leu

Asn

230

Gln

Gly

Gly

Arg

Val

310

Thr

Gly

Ile

Axg

Asp

390

Glu

Ser

Lys

Ser

215

Ala

Asn

Thr

Thr

Ala

295

Phe

Asp

Met

Lys

Gly

375

Ala

Ile

Ser

Lys

200

Gln

Gly

Leu

Gly

His

280

Met

Gly

Asp

Thr

Arg

360

Ala

Ile

Met

Ser

185

Gly

Leu

Thr

Ser

Ile

265

Arg

Ala

Lys

Lys

Pro

345

Pro

Asn

10

Gln

170

Gly

Val

Leu

Gly

Gly

250

Gly

His

Lys

Pro

Ser

330

Ala

Met

Asn

Ser

Gly

Thr

Gly

Leu

235

Pro

Met

Ser

Glu

Gln

315

Trp

Ser

Ala

Ser

Met

395

Leu

Lys

Asp

Asn

220

Asp

Val

Lys

Ser

Ile

300

Tyr

Ala

Met

Gly

Ser

380

Ala

Phe

Gln

Ala

205

Gly

Gly

Asp

Ala

Thr

285

Gly

Gln

Lys

Glu

Asp

365

Leu

Leu

Gly

Pro

190

Leu

Gly

Ser

Tyr

Gly

270

Arg

Gln

Lys

Ala

Gln

350

Thr

Gly

Gly

Asp

175

Thr

Ser

Leu

Ser

Gln

255

Ile

Ser

Phe

Gly

Leu

335

Phe

Gly

Ile

Lys

®0 0000 000
.

Gly

Glu

Gly

Gly

Leu

240

Gln

Gln

Phe

Met

Pro

320

Ser

Asn

Asn

Asp

Leu

400
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Ezen hiperszenzitiv valaszreakcids polipeptid vagy fehérje eli-
citor molekulatémege 39 kDa, pl értéke kérilbelil 4,3, 100°C-on
legalabb 10 percen at h6allo. Ezen hiperszenzitiv valaszreakciés
polipeptid vagy fehérje elicitor lényegében nem tartalmaz
ciszteint. Az Erwinia amylovora fajbol kinyert hiperszenzitiv
valaszreakcios polipeptid vagy fehérje elicitort részletesebben
leirjak Wei, Z.-M., R. J. Laby, C. H. Zumoff, D. W. Bauer, S.-Y.
He, A. Collmer, és S. V. Beer, of the

Hypersensitive Response Produced by the Plant Pathogen

.Harpin, Elicitor

Erwinia amylovora,” Science 257:85-88 (1992) k6zleményiikben,
amelyre a jelen talalmany részeként hivatkozunk. Ezen polipeptid

vagy

fehérje

elicitort

kédold

szekvenciaja a 4. szamu( szekvencia:

AAGCTTCGGC
GAGGAATACG
ATCGGCGGTG
GGTGGCAATT
GCTGGCTTAC
GGCGGTGGCT
GGACTGTCGA
GGCGGCAACA
TCAACGTCCC
CCGATGCAGC
CAAGATGGCA
GCCTATAAAA
CTCCTTGGCA
GGTTCGTCGC
TTAGGTAACG
ATCGGTACGC
GCGAAGGARA
CAGAAAGGCC

AAGCCAGATG

ATGGCACGTT TGACCGTTGG GTCGGCAGGG

TTATGAGTCT
CGGGCGGAAA
CTGCACTGGG
TCACCGGCAT
TAGGCGGTGG
ACGCGCTGAA
ATACCACTTC
AAAACGACGA
AGCTGCTGAA
CCCAGGGCAG
AAGGAGTCAC
ACGGGGGACT
TGGGCGGCAA
CCGTGGGTAC
ACAGGCACAG
TCGGTCAGTT
CGGGTCAGGA

ACGACGGAAT

GAATACAAGT
TAACGGGTTG
GCTGGGCGGC
GATGATGATG
CTTAGGTAAT
CGATATGTTA
AACAACAAAT
TTCCACCTCC
GATGTTCAGC
TTCCTCTGGG
TGATGCGCTG
GGGAGGTGGT
AGGGCTGCAA
CGGTATCGGT
TTCAACCCGT
CATGGACCAG
GGTGAAAACC

GACACCAGCC

GGGCTGGGAG
CTGGGTACCA
GGTAATCAARA
ATGAGCATGA
GGCTTGGGTG
GGCGGTTCGC
TCCCCGCTGG
GGCACAGATT
GAGATAATGC
GGCAAGCAGC
TCGGGCCTGA
CAGGGCGGTA
AACCTGAGCG
ATGAAAGCGG
TCTTTCGTCA
TATCCTGAGG
GATGACAAAT

AGTATGGAGC

DNS

TACGTTTGAA
CGTCAACGAT
GTCGCCAGAA
ATGATACCGT
TGGGCGGTGG
GCTCAGGTGG
TGAACACGCT
ACCAGGCGCT
CCACCTCAGA
AAAGCCTGTT
CGACCGARAGG
TGGGTAATGG
ATGCTGGCAC
GGCCGGTGGA
GCATTCAGGC
ATAAAGGCGA
TGTTTGGCAA
CATGGGCAAA

AGTTCAACAA

molekula

TTATTCATAA
GCAAATTTCT
TGCTGGGTTG
CAATCAGCTG
TGGGCTGATG
CCTGGGCGAA
GGGCTCGAAA
GGGTATTAAC
CTCCAGCGAC
TGGTGATGGG
CGAGCAGAAC
TCTGAGCCAG
GGGTCTTGAC
CTACCAGCAG
GCTGAATGAT

TCGGGCGATG

nukleotid

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

GCCGCAGTAC1020

AGCACTGAGC1080

AGCCAAGGGC1140
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ATGATCAAAA GGCCCATGGC GGGTGATACC GGCAACGGCA ACCTGCAGGC ACGCGGTGCC1200
GGTGGTTCTT CGCTGGGTAT TGATGCCATG ATGGCCGGTG ATGCCATTAA CAATATGGCA1260

CTTGGCAAGC TGGGCGCGGC TTAAGCTT 1288

Tovabbi potencialisan megfelelé, Erwinia amylovora
fajbdl szarmaztatott hiperszenzitiv valaszreakciés elicitort irnak
le a 09/120,927 szama egyesilt allamokbeli szabadalmi

bejelentésben, amelyre a jelen talalmany részeként hivatkozunk.
A fehérjét kédolé DNS molekula nukleotid szekvenciaja az 5.

szamu szekvencia:

ATGTCAATTC
GGGGACAACG
CGGCAAACCA
CCACAATCAG
AACGCTGGCG
CAGAACATGC
CAGGGCGGCG
CGCATGATGG
TCTTCCGGTA
CCTTCCGGCA
ACGCCAACGT
GGCAGCACGC
AATTCGGTGG
GTGAAAGCGG
GGCGATGGCG
CTGAAAAACG
AAAATAGACA
AGCGCGGGCA
AAGATCCTGC
TTTGGTACTT
CATATCAGCG

GTCAATACCA

TTACGCTTAA
GGCTTGGTGG
TTGAGCAAAT
GTAATGCGGC
GCCTGAACGG
TGAGTGAGAT
GGCAGATCGG
ACGGCCAAAG
CTTCTTCATC
ACTCCCCTTC
CCCCTACCTC
CGGTAACCGA
CCTTCACCAG
GTCAGGTGTT
GCCAGTCTGA
TCACCATGGG
ATCTGCACGT
AAAAATCCCA
AGCTGAATGC
TTGTACGCAC
CAGAAGACGG

GTGATATCTC

CAACAATACC
TCATAATGCA
GGCTCAATTA
AACCGGAGCC
ACGAAAAGGC
GGGCAACAAC
CGATAATCCT
CGATCAGTTT
TGGCGGTTCC
CGGCAACTAC
ACCGCTTGAT
TCATCCTGAC
CGCCGGCGCT
TGATGGCAAA
AAACCAGAAA
CGACGACGGG
CACCAACGTG
CGTTGAAATC
CGATACTAAC
TAACGGCGGT
TAAGTTCTCG

ACTGGGTGAT

TCGTCCTCGC
AATTCTGCGT
TTGGCGGAAC
GGTGGCAATG
ACAGCAGGAA
GGGCTGGATC
TTACTGAAAG
GGCCAACCTG
CCTTTTAACG
TCTCCCGTCA
TTCCCTTCTT
CCTGTTGGTA
AATCAGACGG
GGACRAACCT
CCGCTGTTTA
GCGGATGGTA
GGTGAGGACG
ACTAACAGTT
CTGAGCGTTG
CAACAGGGTA
TTCGTTAAAA

GTTGAAAACC

CGGGTCTGTT
TGGGGCAACA
TGTTAAAGTC
ACCAGACTAC
CCACTCCGCA
AGGCCATCAC
CCATGCTGAA
GTACGGGCAA
ATCTATCAGG
GTACCTTCTC
CTCCCACCAA
GCGCGGGCAT
TGCTGCATGA
TCACCGCCGG
TACTGGAAGA
TTCATCTTTA
CGATTACCGT
CCTTCGAGCA
ACAACGTGAA
ACTGGGATCT
GCGATAGCGA

ACTACAAAGT

CCAGTCCGGG
ACCCATCGAT
ACTGCTATCG
AGGAGTTGGT
GTCTGACAGT
GCCCGATGGC
GCTTATTGCA
CAACAGTGCC
GGGGAAGGCC
ACCCCCATCC
AGCAGCCGGG
CGGGGCCGGA
CACCATTACC
TTCAGAATTA
CGGTGCCAGC

CGGTGATGCC

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

TAAGCCAAAC1020

CGCCTCTGAC1080

GGCCAAAGAC1140

GAATCTGAGC1200

GGGGCTAAACI1260

GCCGATGTCC1320
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GCCAACCTGA AGGTGGCTGA ATGA 1344

Lasd U94513 GenBAnk hozzaférési szamu szekvencia.
A jelen talalmany szerinti izolalt DNS molekula a 6. szamu
aminosav szekvenciaval rendelkezd hiperszenzitiv
valaszreakcios fehérje vagy polipeptid elicitort kédolja:

Met Ser Ile Leu Thr Leu Asn Asn Asn Thr Ser Ser Ser Pro Gly Leu
1 5 10 15
Phe Gln Ser Gly Gly Asp Asn Gly Leu Gly Gly His Asn Ala Asn Ser
20 25 30
Ala Leu Gly Gln Gln Pro Ile Asp Arg Gln Thr Ile Glu Gln Met Als
35 40 45
Gln Leu Leu Ala Glu Leu Leu Lys Ser Leu Leu Ser Pro Gln Ser Gly
50 55 60
Asn Ala Ala Thr Gly Ala Gly Gly Asn Asp Gln Thr Thr Gly Val Gly
65 70 75 80
Asn Ala Gly Gly Leu Asn Gly Arg Lys Gly Thr Ala Gly Thr Thr Pro
85 90 95
Gln Ser Asp Ser Gln Asn Met Leu Ser Glu Met Gly Asn Asn Gly Leu
100 105 110
Asp Gln Ala Ile Thr Pro Asp Gly Gln Gly Gly Gly Gln Ile Gly Asp
115 120 125
Asn Pro Leu Leu Lys Ala Met Leu Lys Leu Ile Ala Arg Met Met Asp
130 135 140
Gly Gln Ser Asp Gln Phe Gly Gln Pro Gly Thr Gly Asn Asn Ser Ala
145 150 155 160
Ser Ser Gly Thr Ser Ser Ser Gly Gly Ser Pro Phe Asn Asp Leu Ser
165 170 175
Gly Gly Lys Ala Pro Ser Gly Asn Ser Pro Ser Gly Asn Tyr Ser Pro
180 185 190
Val Ser Thr Phe Ser Pro Pro Ser Thr Pro Thr Ser Pro Thr Ser Pro

195 200 205



%60 oo oc0e teve o
. .o

14 . ‘. '..' ..'. ..'-. :.:.‘

Leu Asp Phe Pro Ser Ser Pro Thr Lys Ala Ala Gly Gly Ser Thr Pro
210 215 220
Val Thr Asp His Pro Asp Pro Val Gly Ser Ala Gly Ile Gly Ala Gly
225 230 235 240
Asn Ser Val Ala Phe Thr Ser Ala Gly Ala Asn Gln Thr Val Leu His
245 250 255
Asp Thr Ile Thr Val Lys Ala Gly Gln Val Phe Asp Gly Lys Gly Gln
260 265 270
Thr Phe Thr Ala Gly Ser Glu Leu Gly Asp Gly GIy Gln Ser Glu Asn
275 280 285
Gln Lys Pro Leu Phe Ile Leu Glu Asp Gly Ala Ser Leu Lys Asn Val
290 295 300
Thr Met Gly Asp Asp Gly Ala Asp Gly Ile His Leu Tyr Gly Asp Ala
305 310 315 320
Lys Ile Asp Asn Leu His Val Thr Asn Val Gly Glu Asp Ala Ile Thr
325 330 335
Val Lys Pro Asn Ser Ala Gly Lys Lys Ser His Val Glu Ile Thr Asn
340 345 350
Ser Ser Phe Glu His Ala Ser Asp Lys Ile Leu Gln Leu Asn Ala Asp
355 360 365
Thr Asn Leu Ser Val Asp Asn Val Lys Ala Lys Asp Phe Gly Thr Phe
370 375 380
Val Arg Thr Asn Gly Gly Gln Gln Gly Asn Trp Asp Leu Asn Leu Ser
385 390 395 400
His Tle Ser Ala Glu Asp Gly Lys Phe Ser Phe Val Lys Ser Asp Ser
405 410 415
Glu Gly Leu Asn Val Asn Thr Ser Asp Ile Ser Leu Gly Asp Val Glu
420 425 430
Asn His Tyr Lys Val Pro Met Ser Ala Asn Leu Lys Val Ala Glu

435 440 445

Ezen fehérje vagy polipeptid savas, glicinben és szerinben

3

gazdag, és ciszteint nem tartalmaz. Tovabba szintén hé6allo,
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proteazra (fehérjebonté enzimre) érzékeny és a névenyi

metabolizmus inhibitorai gatoljak. A jelen talalmany szerinti
fehérje vagy polipeptid becsilt molekulatémege kérilbeldl 4.5
kDa.

Az Erwinia szarmazé tovabbi,
potencialisan megfelel6 hiperszenzitiv valaszreakcios elicitort a
09/120,663 allamokbeli
bejelentésben irjak le, amely szabadalomra a jelen talalmany
A DNS molekula

nukleinsav szekvenciaja a 7. szamu nukleinsav szekvencia:

amylovora fajbél

szamu egyesilt szabadalmi

részeként hivatkozunk. fehérjét kodold

ATGGAATTAA AATCACTGGG AACTGAACAC AAGGCGGCAG TACACACAGC GGCGCACAAC 60

CCTGTGGGGC
GCTGCATCAT
TCTACTGCGG
GGCTGTTTGG
CACAGCAAAG
GAGGCGGCCG
ATGGACGACA
ACGCAGCAAA
AAAATGGCTC
ATCCCGGGTA
ACGGCCCACG
CTGCATCAAC
GTTGCCACAC
CTTGAGGGGA
GGAGCCGGGG
GATAATCCAC
TATCTGGCGC
CACCTGTTTG
GGTGAGATAA
AGCGGCAAGA

CCGGGGGAAG

ATGGTGTTGC
TGGCGGCAGA
CTGATGGTAT
GGACGAAAAA
GGGCAACATT
CGCCAGATGC
TGGCCGGGCG
AACGGCATCA
ACCCGGCTTC
GCCACCACGA
CAGACAGAGT
AGCGGCTGGC
CGATTAGCGC
CAGATACCAC
TAACGCCGCT
CCGCGCTCAA
ACCATGCCAG
ATATCAAAAG
AGGGCAAGCT
TCTCGCTGGG

CGCACCGTTC

CTTACAGCAG
AGGCAAARAAT
CAGCGCTGCT
ATTTTCCAGA
GCGCGATCTG
GGCGCGTTTG
GCCAATGGTG
GCTGAACAAT
AGCCAACGCC
AATCAAGGAA
GGAAATCGCT
GCGCGAACGG
CAGGTTTCAG
GCAGTCACCC
GGCGGTAACG
TACGTTGTTG
CAGCGACGGT
CACCGCCACC
GGCGCAGGCG
GAGCGGTACG

CTTATTAACC

GGCAGCAGCA
CGTGGGAAAA
CACCAGCAAA
TCGGCACCGC
CTGGCGCGGG
ACCCGTTCGG
AARAGGTGGCA
TTTGGCCAGA
GGCGATCGCC
GAACCGGTTG
CAGGAAGATG
GAAAATCCAC
CECAAACTGA
CTTAAGCCGC
CTGGATAAAG
AAGCAGACAT
AGCCAGCATC
AGCTATAGCG
GGTACTGGCT
CAAAGTCACA

GGCATTTGGC

GCAGCAGCCC
TGCCGAGAAT
AGAAATCCTT
AGGGCCAGCC
ACGACGGCGA
GCGGCGTCAA
GCGGCGAAGA
TGCGCCARAC
TGCAGCATTC
GCTCCACCAG
ACGACAGCGA
CGCAGCcGCC
CTGCGGTTGC
AATCAARTGCT
GCAAGTTGCA
TGGGTAAAGA
TGCTGCTGGA
TGCTGCACAA
CCGTCAGCGT
ACAAAACAAT

AGCATCCTGC

GCAAAATGCC
TCACCAGCCA
CAGTCTCAGG
AGGTACCACC
AACGCAGCAT
ACGCCGCAAT
TAAGGTACCA
GATGTTGAGC
ACCGCCGCAC
CAAGGCAACA
ATTCCAGCAA
CAAACTCGGC
GGAAAGCGTC
GAAAGGAAGT

GCTGGCACCG

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

CACCCAGCAC1020

CAACABRAGGC1080

CAGCCACCCC1140

AGACGGTAAA1200

GCTAAGCCAA1260

TGGCGCAGCG1320



CGGCCGCAGG
CTGGGCGTAT
GGTAAGCTCT
TCAGAAAAGC
ATCCTGACGG
CCGGAGAGCC
GGGAAGTCGG
GATAGCGAAG
AAAATGARAAG
TCTGGATTTT
CAGCAGCATG
GATGCGCTGG
ATTCTTGATA
GACCAGCTGA
CTGGATGGAG
AGCACCTCCT
AAACCGGAGC
GCGGTGATTG
CAGATAAAAC
ATCAGCGGCG
CACGAGGGAG
AGCTGGCACA
CATGAGCACA
GGCTGGCACG
CAAACCGTCT
TTGACGGTTA
AGCAGTAAST
CGACCGATTA
AAGCCGTTGT
CATAACGCGC
GGCGCAGAAT
CGTTCGGTGA

AGCGAATTTA

GCGAGTCAAT
GGCARATCTGC
ATGCGCTGAA
TGGTCGATAA
ATACTCCCGG
ATATTTCCCT
AGCTTGAGGC
GCAAGCTGTT
CCATGCCTCA
TCCATGACGA
CCTGCCCGTT
TTATCGACAA
TGGGGCATTT
CCAAAGGGTG
CAGCTTATCT
CTATCAAGCA
CGGGAGATGC
GGGTAAATAA
CCGGCACCCAa
AACTGAAAGA
AGGTGTTTCA
ARACTGGCGTT
AACCGATTGC
CCTATGCGGC
TTAACCGACT
AGCTCTCGGC
TTTCCGAAAG
AAAATGCTGC
ACGAGATGCA
CACAGCCAGA
TGCTTAACGA
CCGTTTTAGG

AGCCATCGCC

CCGCCTGCAT
GGATAAAGAT
AGACAACCGT
AATCAAATCG
CCGCCATAAG
CAGCCTGCAT
ACAATCTGTC
TAGCGCCGCC
GCATGCGCTC
CCACGGCCAG
GGGTAACGAT
TCAGCTGGGG
AGGCAGCCTG
GACTGGCGCG
ACTGAAAGAC
CGGAACGGAA
CCTGCAAGGG
ATACCTGGCG
GCAGTTGGAG
CATTCATGTC
TCAGCCGCGT
GCCACAGAGT
CACCTTTGAA
ACCTGAACGC
AATGCAGGGG
TCAGACGGGG
GATCCGCGCC
TTATGCCACA
GGGAGCGCTG
TTTGCAGAGC
CATGAAGCGC
TCAACATCAG

CGGCAAGGCG

GACGACAAAA
ACCCACAGCC
ACCCTGCAAA
TATTCCGTTG
ATGAGTATTA
TTTGCCGATG
GCGATCAGCC
ATTCCGAAGC
GATGAACATT
CTTAATGCGC
CATCAGTTTC
CTGCATCATA
GCGTTACAGG
GAGTCAGATT
GGTGAAGTGA
AACGTTTTTT
CTGAATAAAG
CTGACGGAAA
CGGCCGGCAC
GACCACAAGC
GAAGCCTGGC
GAAAGTAAGC
GACGGTAGCC
GGGCCGCTGG
GTGAAAGGCA
GGAATGACCG
TATGCGTTCA
CAGCACGGCT
ATTAAACAAC
AAACTGGAAA
TTCCGCGACG
GGAGTGCTAA

TTGGTCCAGA

TTCATATCCT
AGCTGTCTCG
ACCTCTCCGA
ATCAGCGGGG
TGCCCTCGCT
CCCACCAGGG
ATGGGCGACT
AAGGGGATGG
TTGGTCATGA
TGGTGAAAARA
ACCCCGGCTG
CCAATCCTGA
AGGGCBAGCT
GTAAGCAGCT
AACGCCTGAA
CGCTGCCGCA
ACGATAAGGC
AAGGGGACAT
AAACTCTCAG
AGAACCTGTA
AGAATGGTGC
TAAAAAGTCT
AGCATCAGCT
CGGTGGGTAC
AGGTGATCCC
GCGCCGAAGG
ACCCARACAAT
GGCAGGGGCG
TGGATGCGCA
CTCTGGATTT
AACTGGAGCA
AAAGCAACGG

GCTTTAACGT
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cepe
GCATCCGGAG1380
CCAGGCAGAC1440
TAATAAATCC1500
GCAGGTGGCG1560
GGATGCTTCC1620
GTTATTGCAC1680
GGTTGTGGCC1740
AAACGAACTG1800
CCACCAGATT1860
TAACTTCAGG1920
GAACCTGACT1980
ACCGCATGAG2040
TCACTATTTT2100
GAAAAAAGGC2160
TATTAATCAG2220
TGTGCGCAAT2280
CCAGGCCATG2340
TCGCTCCTTC2400
CCGCGAAGGT2460
TGCCTTGACC2520
CGARAGCAGC2580
GGACATGAGC2640
GAAGGCTGGC2700
CAGCGGTTCA2760
AGGCAGCGGG2820
GCGCAAGGTC2880
GTCCACGCCG2940
TGAGGGGTTG3000
TAACGTTCGT3060
AGGCGAACAT3120
GAGTGCAACC3180
TGAAATCAAT3240

CAATCGCTCT3300



GGTCAGGATC
AGTAAACTGC
AAGGGCGAGA
TCGCGTTTAA
AAACTGGTAT
GATACGCTGC
TTCACCCATA
TTTAAGAAAG
AGTGCGGAGC
ATGAGCTTCA
AAGAAGGTGC
CTGAGCTTCA
AGTGGTAACA
ACCAGTGCAG
CGTATCGGCG
AAGCTGACAG
CCGGCAGAAC
TTTAGCGTCG
GGCAGTAAAC
CTGGCCGCCG
GCCAGCAATA
GCTTTAGGGG
TTTACCTCGA
AGCCTGGAAT
ACGCTGGGAA
TTAGATGACG
GATGTCGTCG
CAACAGGCTG
AATAATCTGT
GCGGCATTAC
CTGAAAGATA
GAGCTGAAAG

CGTGAAGAAG

TAAGCAAGTC
AATCCATGCT
TCCCGCTGGG
TTTTAGATAC
CTGACCATAA
GTGAAAAGCG
ATAAGGCGCT
AGCACCACGG
TGGCGAAGAA
GCCGGTCATA
CAGTTCCGGT
GTCGTACCAG
TCATGGTCGC
GTAACGCCAG
CTGCTGTGAG
AGGATGAGCT
TGTTGCAAAA
ATACCTCGGC
CAAATGGTGT
GCTCGCGTGA
ACCGCCCAAC
TTGCCCATTC
CCAATGTTTC
TGAAGCGCGC
AACACTTTAA
CTAAGCCCGC
GTGATGAACG
CGGACAGCCA
CGAGAATAAA
CAGCAAGCAG
TTATTAAGCA
ATGGTCTGCG

TGGGAGTACT

ACTGCAACAG
GGGGCACTTT
CCGCCAGCGC
CGTGACCATC
ACCCGATGCC
GTATGAGAGC
GGAAGCAAAC
CGTCAATCTG
GCTCAAGAAT
TGGCGGGGGC
GATCCCCGGA
CGGCGGATTG
TACCGGECAT
TGACTGGTTG
TGGCACCCTG
GCCTGGCTTT
GGGGATCGAA
AAATCTGGAT
CACTGCCCGT
ACGCAGCACC
CTTCCTCAAC
ATCTACGCAT
GGCAGCGCTG
GGAGCCGGTG
GGATAGCGCC
TGAACAACTG
CTACGAGGCG
CAGCATGGAA
TAATGACGGC
TGCCAAACGT
GCTGCAARAGT
TGAGCAGACG

TTTCCAGGAT

17

GCAGTACATG
GTCAGTGECG
GATCCGAATG
GGTGAACTGC
GATCAGATAS
AATCCGGTGA
TATGATGCGG
ACCACGCGTA
ACGCTGTTGT
GTCAGCACTG
GCCGGCATCA
AACGTCAGTT
GATGTGATGC
AGCGCAAAAC
CAAGGAACGC
ATCCATGGCT
CATCAGATGA
CTGCGTGCCG
GTTTCTGCCG
ACCTCTGGCC
GGGGTCGGCG
GAAGGGAAAC
GCGCTGGATA
ACCAGCAACG
ACAACGAAGA
CATATTTTAC
GTGCGCAACC
TTAGGATCTG
ATTGTCGAGC
CTTGGTGAAA
ACGCCGTTCA
GAAAAAGCAA

CGTAACAACT

CCACGCCGCC
GGGTGGATAT
ATAAAACCGC
ATGAACTGGC
AACAGCTGCG
AGCATTACAC
TCAAAGCCTT
CCGTACTGGA
CCCTGGACAG
TCTTTGTGCC
CGCTGGATCG
TTGGCCGCGA
CCTATATGAC
ATAAAATCAG
TACAAAACAG
TGACGCATGG
AGCAGGGCAG
GTATCAATCT
GGCTAAGTGC
AGTTTGGCAG
CGGGTGCTAA
CGGTCGGGAT
ACCGTACCTC
ATATCAGCGA
TGCTTGCCGC
AGCAGCATTT
TGAAAAAACT
CCAGTCACAG
TGCTACACAA
TGATGAATAA
GCAGCGCCAG
TACTGGACGG

TGCGTGTTAA
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ATCCGCAGAG3360
GAGTCATCAG3420
ACTGACCAAA3480
CGATAAGGCG3540
CCAGCAGTTC3600
CGATATGGGC3660
TATCAATGCC3720
ATCACAGGGC3780
TGGTGAAAGT3840
TACCCTTAGC3900
CGCCTATAAC3960
CGGCGGGGTG4020
CGGTAAGAAA4080
CCCGGACTTG4140
CCTGAAGTTT4200
CACGTTGACC4260
CAAACTGACG4320
GAACGAAGAC4380
ATCGGCAAAC4440
CACGACTTCG4500
CCTGACGGCT4560
CTTCCCGGCA4620
ACAGAGTATC4680
GTTGACCTCC4740
TCTCAASGAG4800
CAGTGCAAAA4860
GGTGATACGT4920
CACGACCTAC4980
ACATTTCGATS5040
CGATCCGGCAS5100
CGTGTCGATG5160
TAAGGTCGGTS220

ATCGGTCAGC5280
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GTCAGTCAGT CCGTCAGCAA AAGCGAAGGC TTCAATACCC CAGCGCTGTT ACTGGGGACGS5340

AGCAACAGCG CTGCTATGAG CATGGAGCGC AACATCGGAA CCATTAATTT TAAATACGGC5400

CAGGATCAGA ACACCCCACG GCGATTTACC CTGGAGGGTG GAATAGCTCA GGCTAATCCG5460

CAGGTCGCAT CTGCGCTTAC TGATTTGAAG AAGGAAGGGC TGGAAATGAA GAGCTAA

5517

Ez a DNS molekula az Erwinia amylovora dspE génje-

ként ismert. Ezen, a jelen talalmany szerinti izolalt molekula a 8.

szamu aminosav szekvenciaval rendelkezé, egy névényi patogén

hiperszenzitiv valaszreakci6jat kivalto fehérjét vagy

kédolja:

Met

1

Ala

Ser

Lys

Asp

65

Gly

Pro

Arg

Arg

Ala

145

Thr

Glu
Ala
Ser
Asn

50
Gly
Cys
Gly
Asp
Leu
130

Gly

Gln

Leu

His

Ser

35

Arg

Ile

Leu

Thr

Asp

115

Thr

Arg

Gln

Lys

Asn

20

Ser

Gly

Ser

Gly

Thr

100

Gly

Arg

Pro

Lys

Ser

Pro

Pro

Lys

Ala

Thr

85

His

Glu

Ser

Met

Arg

165

Leu

Val

Gln

Met

Ala

70

Lys

Ser

Thr

Gly

Val

150

His

Gly

Gly

Asn

Pro

55

His

Lys

Lys

Gln

Gly

135

Lys

Gln

Thr

His

Ala

40

Arg

Gln

Phe

Gly

His

120

Val

Gly

Leu

Glu

Gly

25

Ala

Ile

Gln

Ser

Ala

105

Glu

Lys

Gly

Asn

His

10

Val

Ala

His

Lys

Arg

90

Thr

Ala

Arg

Ser

Asn

170

Lys

Ala

Ser

Gln

Lys

75

Ser

Leu

Ala

Arg

Gly

155

Phe

Ala

Leu

Leu

Pro

60

Ser

Ala

Arg

Ala

Asn

140

Glu

Gly

Ala

Gln

Ala

45

Ser

Phe

Pro

Asp

Pro

125

Met

Asp

Gln

Val

Gln

30

Ala

Thr

Ser

Gln

Leu

110

Asp

Asp

Lys

Met

His

15

Gly

Glu

Ala

Leu

Gly

95

Leu

Ala

Asp

Val

Arg

175

polipeptidet
Thr
Ser
Gly
Ala
Arg
80
Gln
Ala
Ala
Met
Pro

160

Gln



Thr

Arg

Lys

Asp

225

Leu

Pro

Leu

Ser

Thr

305

Asp

Asp

His

Ala

Gly

385

Ser

Met

Trp

Met

Leu

Glu

210

Arg

His

Lys

Thr

Pro

290

Pro

Asn

Thr

Leu

Thr

370

Lys

Gly

Leu

Gln

Leu

Gln

195

Glu

Val

Gln

Leu

Ala

275

Leu

Leu

Pro

Gln

Leu

355

Ser

Leu

Lys

Ser

His

Ser

180

His

Pro

Glu

Gln

Gly

260

Val

Lys

Ala

Pro

His

340

Leu

Tyr

Ala

Ile

Gln

420

Pro

Lys

Ser

Val

Tle

Arg

245

Val

Ala

Pro

Val

Ala

325

Tyr

Asp

Serxr

Gln

Ser

405

Pro

Ala

Met

Pro

Ala His Pro

Pro

His

200

Gly Ser Thr

Ala

230

Leu

Ala

Glu

Gln

Thr

310

Leu

Leu

Asn

Val

Ala

390

Leu

Gly

Gly

215

Gln

Ala

Thr

Ser

Ser

295

Leu

Asn

Ala

Lys

Leu

375

Gly

Gly

Glu

Ala

Glu

Arg

Pro

Val

280

Met

Asp

Thr

His

Gly

360

His

Thr

Ser

Ala

Ala

185

Ile

Ser

Asp

Glu

Ile

265

Leu

Leu

Lys

Leu

His

345

His

Asn

Gly

Gly

His

425

Arg

19

Ala

Pro

Lys

Asp

Arg

250

Ser

Glu

Lys

Gly

Leu

330

Ala

Leu

Ser

Ser

Thr

410

Arg

Pro

Ser

Gly

Ala

Asp

235

Glu

Ala

Gly

Gly

Lys

315

Lys

Ser

Phe

His

Val

395

Gln

Ser

Gln

Ala

Ser

Thr

220

Ser

Asn

Arg

Thr

Ser

300

Leu

Gln

Ser

Asp

Pro

380

Ser

Ser

Leu

Gly

Asn

His

205

Thr

Glu

Pro

Phe

Asp

285

Gly

Gln

Thr

Asp

Ile

365

Gly

Val

His

Leu

Glu

LR 0976 sv00 o
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Ala Gly Asp

130

His

Ala

Phe

Pro

Gln

270

Thr

Ala

Leu

Leu

Gly

350

Lys

Glu

Asp

Asn

Thr

430

Ser

Glu

His

Gln

Gln

255

Pro

Thr

Gly

Ala

Gly

335

Ser

Ser

Tle

Gly

Lys

415

Gly

Ile

Ile

Ala

Gln

240

Pro

Lys

Gln

Val

Pro

320

Lys

Gln

Thr

Lys

Lys

400

Thr

Ile

Arg

‘:‘ :'(.’



Leu

Gln

465

Gly

Asp

Val

Ile

545

Gly

Leu

Lys

Ala

His

625

Gln

Trp

His

Ser

His

450

Ser

Lys

Asn

Asp

Lys

530

Ser

Lys

Val

Gln

Leu

610

Asp

Gln

Asn

Thr

Leu

690

435

Asp

Ala

Leu

Lys

Gln

515

Met

Leu

Ser

Val

Gly

595

Asp

Asp

His

Leu

Asn

675

Ala

Asp

Asp

Tyr

Ser

500

Arg

Ser

Ser

Glu

Ala

580

Asp

Glu

His

Ala

Thr

660

Pro

Leu

Lys

Lys

Ala

485

Ser

Gly

Ile

Leu

Leu

565

Asp

Gly

His

Gly

Cys

645

Asp

Glu

Gln

Ile

Asp

470

Leu

Glu

Gln

Met

His

550

Glu

Ser

Asn

Phe

Gln

630

Pro

Ala

Pro

Glu

His

455

Thr

Lys

Lys

Val

Pro

535

Phe

Ala

Glu

Glu

Gly

615

Leu

Leu

Leu

His

Gly

695

440

Ile

His

Asp

Leu

Ala

520

Ser

Ala

Gln

Gly

Leu

600

His

Asn

Gly

Val

Glu

680

Lys

Leu

Ser

Asn

Val

505

Ile

Leu

Asp

Ser

Lys

585

Lys

Asp

Ala

Asn

Ile

665

Ile

Leu

20

His

Gln

Arg

490

Asp

Leu

Asp

Ala

Val

570

Leu

Met

His

Leu

Asp

650

Asp

Leu

His

Pro

Leu

475

Thr

Lys

Thr

Ala

His

555

Ala

Phe

Lys

Gln

Val

635

His

Asn

Asp

Tyr

Glu

460

Ser

Leu

Ile

Asp

Ser

540

Gln

Ile

Ser

Ala

Ile

620

Lys

Gln

Gln

Met

Phe

700

445

Leu

Arg

Gln

Lys

Thr

525

Pro

Gly

Ser

Ala

Met

605

Ser

Asn

Phe

Leu

Gly

685

Asp

Gly

Gln

Asn

Ser

510

Pro

Glu

Leu

His

Ala

590

Pro

Gly

Asn

His

Gly

670

His

Gln

Val

Ala

Leu

495

Tyr

Gly

Ser

Leu

Gly

575

Ile

Gln

Phe

Phe

Pro

655

Leu

Leu

Leu

Trp

Asp

480

Ser

Ser

Arg

His

His

560

Arg

Pro

His

Phe

Arg

640

Gly

His

Gly

Thr



Lys

705

Leu

Asn

Phe

Gln

Val

785

Gln

Ser

Lys

Pro

Leu

865

His

Leu

Leu

Gln

Leu

945

Ser

Gly

Asp

Ile

Ser

Gly

770

Asn

Ile

Arg

Gln

Arg

850

Ala

Glu

Lys

Ala

Gly

930

Ser

Ser

Trp

Gly

Asn

Leu

755

Leu

Lys

Lys

Glu

Asn

835

Glu

Leu

His

Ala

Val

915

Val

Ala

Lys

Thr

Ala

Gln

740

Pro

Asn

Tyr

Pro

Gly

820

Leu

Ala

Pro

Lys

Gly

900

Gly

Lys

Gln

Phe

Gly

Ala

725

Ser

His

Lys

Leu

Gly

805

Ile

Tyr

Trp

Gln

Pro

885

Gly

Thr

Gly

Thr

Ser

Ala

710

Tyr

Thr

Val

Asp

Ala

790

Thr

Ser

Ala

Gln

Ser

870

Ile

Trp

Ser

Lys

Gly

950

Glu

Glu

Leu

Ser

Arg

Asp

775

Leu

Gln

Gly

Leu

Asn

855

Glu

Ala

His

Gly

Val

935

Gly

Arg

Ser

Leu

Ser

Asn

760

Lys

Thr

Gln

Glu

Thr

840

Gly

Ser

Thr

Ala

Ser

920

Ile

Met

Ile

Asp

Lys

Ile

745

Lys

Ala

Glu

Leu

Leu

825

His

Ala

Lys

Phe

Tyr

905

Gln

Pro

Thr

Arg

21

Cys

Asp

730

Lys

Pro

Gln

Lys

Glu

810

Lys

Glu

Glu

Leu

Glu

890

Ala

Thr

Gly

Gly

Ala

Lys

715

Gly

His

Glu

Ala

Gly

795

Arg

Asp

Gly

Ser

Lys

875

Asp

Ala

vVal

Ser

Ala

955

Tyr

Gln

Glu

Leu

Val

Lys

Lys

Gly Thr Glu

Pro

Met

780

Asp

Pro

Ile

Glu

Ser

860

Ser

Gly

Pro

Phe

Gly

940

Glu

Ala

Gly

765

Ala

Zle

Ala

His

Val

845

Ser

Leu

Ser

Glu

Asn

925

Leu

Gly

Phe

750

Asp

Val

Arg

Gln

Val

830

Phe

Trp

Asp

Gln

Arg

910

Arg

Thr

Arg

Asn

Lys

Arg

735

Asn

Ala

Ile

Ser

Thr

815

Asp

His

His

Met

His

895

Gly

Leu

Val

Lys

Pro

720

Leu

Val

Leu

Gly

Phe

800

Leu

His

Gln

Lys

Ser

880

Gln

Pro

Met

Lys

Val

960

Thr



Met Ser Thr

Gly Trp Gln
935

Ala Leu Ile

1010

Gln Pro Asp

1025

Gly Ala Glu

Gln Ser Ala

Leu Lys Ser

1075

Lys Ala Leu
1090
Ser Lys Ser
1105

Ser Lys Leu

Met Ser His

Asn Asp Lys

965
Pro Arg
980
Gly Arg

Lys Gln

Gln

Leu

Leu Leu

1045

Thr Arg

1060

Asn

Val

Leu

Gln

1125

Gln Lys
1140

Thr Ala

1155

Thr Ile Gly Glu Leu

1170
Asp His Lys

1185

Pro Asp

Asp Thr Leu Arg Glu

Gln Gln Ala

Ser Met Leu

Pro Ile Lys Asn
985

Glu Gly Leu Lys

1000
Leu Asp Ala His
1015
Ser Lys Leu Glu
1030

Asn Asp Met Lys

Ser Val Thr Vval

22

970

Ala

Pro

Asn

Thr

Arg
1050

Ala Tyr Ala Thr

990

Leu Tyr Glu Met'

1005
Val Arg His Asn
1020
Leu Asp Leu Gly
1035

Phe Arg Asp Glu

Gln His

Gln Gly

Ala Pro

Glu His
1040
Leu Glu

1055

Leu Gly Gln His Gln Gly Val

1065

1080

1095

1110

Gly Glu

1130

1145

Leu Thr
1160
His Glu

1175

1070

1085

1100

1115

1150

1165

Leu Ala Asp Lys Ala Lys Leu

1180

Ala Asp Gln Ile Lys Gln Leu Arg Gln

1190

1195

Lys Arg Tyr Glu Ser Asn Pro Val Lys

1205

1210

Thr Asp Met Gly Phe Thr His Asn Lys Ala Leu Glu Ala Asn

1220

1225

1230

Gly Glu Ile Asn Ser Glu Phe Lys Pro Ser Pro Gly

Gln Ser Phe Asn Val Asn Arg Ser Gly Gln Asp Leu

Val His Ala Thr Pro Pro Ser Ala Glu

1120

Gly His Phe Val Ser Ala Gly Val Asp

1135

Ile Pro Leu Gly Arg Gln Arg Asp Pro

Lys Ser Arg Leu Ile Leu Asp Thr Val

Val Ser

Gln Phe
1200

His Tyr

1215

Tyr Asp
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Ala Val Lys Ala Phe Ile Asn Ala Phe Lys Lys Glu His His Gly Val
1235 1240 1245
Asn Leu Thr Thr Arg Thr Val Leu Glu Ser Gln Gly Ser Ala Glu Leu
1250 1255 1260
Ala Lys Lys Leu Lys Asn Thr Leu Leu Ser Leu Asp Ser Gly Glu Ser
1265 1270 1275 1280
Met Ser Phe Ser Arg Ser Tyr Gly Gly Gly Val Ser Thr Val Phe Val
1285 1290 1295
Pro Thr Leu Ser Lys Lys Val Pro Val Pro Val Ile Pro Gly Ala Gly
1300 1305 1310
Ile Thr Leu Asp Arg Ala Tyr Asn Leu Ser Phe Ser Arg Thr Ser Gly
1315 1320 1325
Gly Leu Asn Val Ser Phe Gly Arg Asp Gly Gly Val Ser Gly Asn Ile
1330 1335 1340
Met Val Ala Thr Gly His Asp Val Met Pro Tyr Met Thr Gly Lys Lys
1345 1350 1355 1360
Thr Ser Ala Gly Asn Ala Ser Asp Trp Leu Ser Ala Lys His Lys Ile
1365 1370 1375
Ser Pro Asp Leu Arg Ile Gly Ala Ala Val Ser Gly Thr Leu Gln Gly
1380 1385 1390
Thr Leu Gln Asn Ser Leu Lys Phe Lys Leu Thr Glu Asp Glu Leu Pro
1395 1400 1405
Gly Phe Ile His Gly Leu Thr His Gly Thr Leu Thr Pro Ala Glu Leu
1410 1415 1420
Leu Gln Lys Gly Ile Glu His Gln Met Lys Gln Gly Ser Lys Leu Thr
1425 1430 1435 1440
Phe Ser Val Asp Thr Ser Ala Asn Leu Asp Leu Arg Ala Gly Ile Asn
1445 1450 1455
Leu Asn Glu Asp Gly Ser Lys Pro Asn Gly Val Thr Ala Arg Val Ser
1460 1465 1470
Ala Gly Leu Ser Ala Ser Ala Asn Leu Ala Ala Gly Ser Arg Glu Arg
1475 1480 1485

Ser Thr Thr Ser Gly Gln Phe Gly Ser Thr Thr Ser Ala Ser Asn Asn
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1490 1495 1500
Arg Pro Thr Phe Leu Asn Gly Val Gly Ala Gly Ala Asn Leu Thr Ala
1505 1510 1515 1520
Ala Leu Gly Val Ala His Ser Ser Thr His Glu Gly Lys Pro Val Gly
1525 1530 1535
Ile Phe Pro Ala Phe Thr Ser Thr Asn Val Ser Ala Ala Leu Ala Leu
1540 1545 1550
Asp Asn Arg Thr Ser Gln Ser Ile Ser Leu Glu Leu Lys Arg Ala Glu
1555 1560 1565
Pro Val Thr Ser Asn Asp Ile Ser Glu Leu Thr Ser Thr Leu Gly Lys
1570 1575 1580
His Phe Lys Asp Ser Ala Thr Thr Lys Met Leu Ala Ala Leu Lys Glu
1585 1590 1595 1600
Leu Asp Asp Ala Lys Pro Ala Glu Gln Leu His Ile Leu Gln Gln His
1605 1610 1615
Phe Ser Ala Lys Asp Val Val Gly Asp Glu Arg Tyr Glu Ala Val Arg
1620 1625 1630
Asn Leu Lys Lys Leu Val Ile Arg Gln Gln Ala Ala Asp Ser His Ser
1635 1640 1645
Met Glu Leu Gly Ser Ala Ser His Ser Thr Thr Tyr Asn Asn Leu Ser
1650 1655 1660
Arg Ile Asn Asn Asp Gly Ile Val Glu Leu Leu His Lys His Phe Asp
1665 1670 1675 1680
Ala Ala Leu Pro Ala Ser Ser Ala Lys Arg Leu Gly Glu Met Met Asn
1685 1690 1695
Asn Asp Pro Ala Leu Lys Asp Ile Ile Lys Gln Leu Gln Ser Thr Pro
1700 1705 1710
Phe Ser Ser Ala Ser Val Ser Met Glu Leu Lys Asp Gly Leu Arg Glu
1715 1720 1725
Gln Thr Glu Lys Ala Ile Leu Asp Gly Lys Val Gly Arg Glu Glu Val
1730 1735 1740
Gly Val Leu Phe Gln Asp Arg Asn Asn Leu Arg Val Lys Ser Val Ser

1745 1750 1755 1760



Val Ser

Leu Leu Gly Thr Ser Asn

Gly Thr

Ile Asn Phe

Gln Ser Val Ser

1765

1780

1795

Phe Thr
1810
Ala

1825

Leu Thr Asp Leu

Leu Glu Gly Gly

Lys

Lys

1800

1815

1830

Lys Ser Glu Gly Phe Asn

1770

Ser Ala Ala Met Ser Met
1785

Tyr Gly Gln Asp Gln Asn

Ile Ala Gln Ala Asn Pro

Thr Pro Ala Leu

1775

Glu Arg Asn Ile

1790

1805

1820

1835

Thr Pro Arg Arg

Gln Val Ala Ser

Lys Glu Gly Leu Glu Met Lys Ser

Ennek a fehérjének vagy polipeptidnek koérulbeltil 198

kDa a molekulatémege, pl értéke pedig 8.98.

A

jelen

talalmany

targya

a 9.

szekvenciaval rendelkez6 izolalt DNS molekula:

ATGACATCGT

ACGCCCATAC

GCGGTGCTGG

GCTGACCCAC

GCGGCCATGC

CAGCAGTCGC

GAACATGCGG

CACAGCAGCG

ATCTGAAAGA

AAGTACCGCA

AARCTTCAAT

GCGGCTGTTG

TGGAGCATET

CAGAAGTGCG

GGTTGAAAGG

CGGGGTGTGC

ACACAGCGAC

AACCCTGTAT

GCTGGCGCTG

GGATGAAGCA

TGAGTATATA

TTTTTACAGT

GCCCTGTATA

AGCCTGTTAC

TCGATGCTAT

GATGAACTGC

AGTTTTAGCG

GCGCAATTAG

ATTTCTCCGC

ACGAACAAGA

TACACTGCCG

TACAGCTGAA

ACAACGTGCG

ATATCGTTAG

ACGAGAGTAG

szamu

CGGGTGTAAA

TGAGGAGGCG

AATCATTGAG

TTTTGAAATG

TTTATGTTTT

CGGCTTCATC

CGCGGCATAA

nukleotid

60

120

180

240

300

360

420

Ez a molekula a dspF génként ismert. Ezen, a jelen

talalmany szerinti

aminosav

izolalt molekula a koévetkez6,

szekvenciaval

rendelkezéb,

10.

szamu

hiperszenzitiv

valaszreakciot kivalté fehérjét vagy polipeptidet koédolja.

Met Thr Ser Ser Gln Gln Arg Val Glu Arg Phe Leu Gln Tyr Phe Ser

1

5

10

15

Ala Gly Cys Lys Thr Pro Ile His Leu Lys Asp Gly Val Cys Ala Leu

20

25

30

Tyr Asn Glu Gln Asp Glu Glu Ala Ala Val Leu Glu Val Pro Gln His



26 ®eee eu oGeee vae

35 40 45

Ser Asp Ser Leu Leu Leu His Cys Arg Ile Ile Glu Ala Asp Pro Gln
50 55 60
Thr Ser Ile Thr Leu Tyr Ser Met Leu Leu Gln Leu Asn Phe Glu Met
65 70 75 80
Ala Ala Met Arg Gly Cys Trp Leu Ala Leu Asp Glu Leu His Asn Val
85 90 95
Arg Leu Cys Phe Gln Gln Ser Leu Glu His Leu Asp Glu Ala Ser Phe
100 105 110

Ser Asp Ile Val Ser Gly Phe Ile Glu His Ala Ala Glu val Arg Glu

115 120 125

Tyr Ile Ala Gln Leu Asp Glu Ser Ser Ala Ala

130 135

Ezen fehérje vagy polipeptid molekulatémege korilbelil
16 kDa, pl értéke 4,45.

A Pseumonas syringae fajb6l szarmazé hiperszenzitiv
valaszreakciés polipeptid vagy fehérje elicitor aminosav
szekvenciaja a 11. szam( aminosav szekvencia:

Met Gln Ser Leu Ser Leu Asn Ser Ser Ser Leu Gln Thr Pro Ala Met
1 5 10 15

Ala Leu Val l.eu Val Arg Pro Glu Ala Glu Thr Thr Gly Ser Thr Ser

20 25 30
Ser Lys Ala Leu Gln Glu Val Val Val Lys Leu Ala Glu Glu Leu Met
35 40 45
Arg Asn Gly Gln Leu Asp Asp Ser Ser Pro Leu Gly Lys Leu Leu Ala
50 55 60

Lys Ser Met Ala Ala Asp Gly Lys Ala Gly Gly Gly Ile Glu Asp Val

65 70 75 80

Ile Ala Ala Leu Asp Lys Leu Ile Hie Glu Lys Leu Gly Asp Asn Phe
85 90 95

Gly Ala Ser Ala Asp Ser Ala Ser Gly Thr Gly Gln Gln Asp Leu Met



Thr

Thr

Leu

145

Lys

Leu

Gly

Thr

vVal

225

Gly

Arg

Asn

Asp

Thr

305

Ala

Asn

Gln

Lys

130

Asn

Pro

Asp

Gln

Gly

210

Met

Asn

Gly

Thr

Leu

290

Leu

Gln

Gln

Val

115

Gln

Lys

Asp

Gly

Gin

195

Gly

Cly

Thr

Leu

Pro

275

Asp

Lys

Ile

Ala

100

Leu

Asp

Ile

Ser

Asp

180

Leu

Gly

Asp

Arg

Gln

260

Gln

Gln

Asp

Ala

Ala

340

Ezen

Asn

Gly

Ala

Gly

165

Glu

Gly

Leu

Pro

Gly

245

Ser

Thr

Leu

Ala

Thr

325

Ala

Gly

Gly

Gln

150

Ser

Thr

Asn

Gly

Leu

230

Glu

Val

Gly

Leu

Gly

310

Leu

Leu

Thr

135

Phe

Trp

Ala

G1ln

Thr

215

Tle

Ala

Leu

Thr

Gly

295

Gln

Leu

Ala

120

Ser

Met

Val

Ala

Gln

200

Pro

Asp

Gly

Ala

Ser

280

Gly

Thr

Val

105

Lys

Phe

Asp

Asn

Phe

185

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

265

Ala

Leu

Ser

27

Ser

Ser

Asp

Glu

170

Arg

Asp

Ser

Asn

Leu

250

Gly

Asn

Leu

Thr

Thr

330

Met

Glu

Asn

155

Leu

Ser

Ala

Phe

Thr

235

Ile

Gly

Gly

Leu

Asp

315

Leu

Leu

Asp

140

Pro

Lys

Ala

Gly

Ser

220

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys

300

Val

Leu

Asp

125

Asp

Ala

Glu

Leu

Ser

205

Asn

Pro

Glu

Gly

Gln

285

Gly

Gln

Gln

110

Asp

Met

Gln

Asp

Asp

190

Leu

Asn

Gly

Leu

Thr

270

Ser

Leu

Ser

Gly

Leu

Pro

Phe

Asn

175

Ile

Ala

Ser

Asp

Ile

255

Pro

Ala

Glu

Ser

Thr

335

Leu

Met

Pro

160

Phe

Ile

Gly

Ser

Ser

240

Asp

Val

Gln

Ala

Ala

320

Arg

hiperszenzitiv valaszreakcios polipeptid vagy fe-

.
LX X
o
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heérje elicitor molekulatotmege 34-35 kDa. Glicinben gazdag
(korulbeltal 13.5%), ciszteint és tirozint nem tartalmaz. A Pseu-
fajbol

valaszreakcids elicitor részletesebb leirasa megtalalhaté a He,

domonas syringae szarmaztatott hiperszenzitiv
S. Y., H. C. Huang, and A. Collmer, "Pseudomonas syringae pv.
syringae Harpinpss: a Protein that is Secreted via the Hrp
Pathway and Elicits the Hypersensitive Response in Plants, ”
Cell 73:1255-1266 (1993)

talaimany részeként hivatkozunk. A Pseudomonas syringae fajbél

kézleményben, amelyre a jelen

szarmazd hiper-szenzitiv valaszreakcios elicitort kdédolé DNS

molekula

nukleotid

szekvencia:

szekvencijja

ATGCAGAGTC TCAGTCTTAA CAGCAGCTCG CTGCAAACCC

GTACGTCCTG

GTGAAGCTGG

AAACTGTTGG

ATCGCTGCGC

GACAGCGCCT

AAGTCGATGC

GATATGCCGA

AAGCCGGACT

GAAACGGCTG

AGTGACGCTG

AACAACTCGT

GGCAATACCC

TCGGTATTGG

GCGAATGGCG

GGCCTGGAGG

GCGCAAATCG

GCCTGA

AAGCCGAGAC

CCGAGGAACT

CCAAGTCGAT

TGGACAAGCT

CGGGTACCGG

TCGATGATCT

TGCTGAACAA

CGGGCTCCTG

CGTTCCGTTC

GCAGTCTGGC

CCGTGATGGG

GTGGTGAAGC

CCGGTGGTGG

GACAGTCCGC

CAACGCTCAA

CCACCTTGCT

GACTGGCAGT

GATGCGCAAT

GGCCGCAGAT

GATCCATGAA

ACAGCAGGAC

TCTGACCAAG

GATCGCGCAG

GGTGAACGAA

GGCACTCGAC

AGGGACGGGT

TGATCCGCTG

GGGGCAACTG

ACTGGGCACA

TCAGGATCTT

GGATGCCGGG

GGTCAGTACG

ACGTCGAGCA
GGTCAACTCG
GGCAAGGCGG
AAGCTCGGTG
CTGATGACTC
CAGGATGGCG
TTCATGGATG
CTCAAGGAAG
ATCATTGGCC
GGAGGTCTGG
ATCGACGCCA
ATCGGCGAGC
CCCGTAAACA
GATCAGTTGC
CAAACAGGCA

CTGCTGCAAG

a

12.

CGGCAATGGC
AGGCGCTTCA
ACGACAGCTC
GCGGCGGTAT
ACAACTTCGG
AGGTGCTCAA
GGACAAGCTT
ACAATCCCGC
ACAACTTCCT
AGCAACTGGG
GCACTCCGAG
ATACCGGTCC
TTATCGACCG
CCCCGCAGAC
TGGGCGGCTT
CCGACGTGCA

GCACCCGCAA

szamu

CCTTGTCCTG
GGAAGTTGTC
GCCATTGGGA
TGAGGATGTC
CGCGTCTGCG
TGGCCTGGCC
CTCCGAAGAC
ACAGTTTCCC
TGATGGCGAC
TAATCAGCAG
CAGTTTTTCC
CGGTGACAGC
TGGCCTGCAA
CGGTACGTCG
GCTGCTCAAG
GTCGAGCGCT

TCAGGCTGCA

nukleotid

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1026

. vepe
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A Pseudomonas syringae fajbo6l szarmaztatott tovabbi,
potencialisan megfeleld hiperszenzitiv valaszreakcios elicitort a
09/120,817
bejelentésben irjak le, amely szabadalomra a jelen talalmany
A kédold6 DNS molekula

szamu egyesiit allamokbeli szabadalmi

részeként hivatkozunk. fehérjét

nukleinsav szekvenciaja a 13. szamu nukleinsav szekvencia:

TCCACTTCGC

CTGAGTGCGC

CCTCTGAGTG

AGGCATAGGC

ACAGTGCAAT

AGCAAGCTCA

TCTGGTAAAC

GAGCATCGGC

AAGCGGCAAG

CCCGAGTGCA

CAGCACCGTC

TAAATTGATC

GCAGGACACC

CGGTACACCG

CGGTGATACG

TGGCGGCAGC

CACTGCAACA

CCCTAACCGT

CGGCAAGATC

CCACGGCGCA

GAAGCCCATG

CGAGGTCGAT

GCATGCCCAG

CACTAATCTG

CAACGCCAAC

TCGCACCAAC

TGATTTTGAA ATTGGCAGAT TCATAGAAAC

AGATTTCGTT

CGGTGCGGAG

ATTTCAGTTC

GAGATGCCGG

ACCCCAARACA

CCTGGAGCTG

ATCACACCCC

AGTCCTCAAC

CTGTTGTTCG

CAGAATCCGC

AGTGCATTGA

AATCAGGAAC

TCGGCCGATA

CCAAGCGCAA

GGTGGCGGCG

GGCGGTGGCG

ACCTCAGGTA

AATGTGGTGA

ACCTTCACTG

TTCGAGCTGG

GGCATCCACG

AACGTCGGTG

AACATCAAGA

ACTCACTTGA

GGTGGCAAGC

GATAAGGGTG
CAATACCAGT
CTTGCGTTGG
CAAAACGGGA
TCCACATCCC
GCGTCGGTCC
GGCCGCAACA
CAAACACGTT
GCAGCGACAC
AGGACGCCAG
TCATGTCGTT
AGCCTGATAG
GCGGGGGCGG
CAGGEGGTGG
GCACACCCAC
AGGGTGGCGT
CTGGCTCGGT
AAGACACCAT
CCGACAAATC
CTGAAGGCGC
TGAAAGCCAA
AAGACCTGAT
ACAGCAGTGC
AAATCGACAA

AGTTTGATGA

TGGTACTGGT

CTTCCTGCTG

TTGGGCATAT

ACCGGTCGCT

TATCGAACGG

AATTGCCCAC

GACCACCACG

CGGCGAGCAG

ACAGAAAGAC

CAAGCCCAAC

GCTGCAGATG

CCAGGCTCCT

CGGTACACCG

CGGCGGTGAT

TGCAACAGGT

AACACCGCAA

GTCGGACACC

CAAGGTCGGC

TATGGGTAAC

TACGTTGAAG

AAACGCTCAG

TACGGTCAAA

CARAGGTGCA

CTTCAAGGCC

CATGAGCATC

GTTCAGGTGT
CATTGTTGGT
GCGTGTGCAC
AAAAAAAGGA
GCGCTTTGCC
ACAGCGATAC
TTAGCGAGGT
CCACTCGATT
AACACTCAGC
GTCAACTTCG
GACAGCCAGT
CTCACCAACT
TTCCAGAACA
GATGCGACAG
ACTCCGACCG
GGCGGCAGCG
ATCACTCCGC
GCAGGTTCTA
GCTGGCGAAG
GGAGACCAGG
AATGTGAACC
GAAGTCACCA
GGCGAGGGAG
GACGACAAGG
GACGATTTCG

GAGCTGAACG

GGAAATCAGG
CATTTCAAGG
ACTGAGTCGC
ACTTTTAAAA
ACTCACTTCG
GGCCACTTGC
AACGCAGCAT
TTTCGGCGCT
AAGCGATCGA
GCACGCCCGA
CCAACATCGC
CCAATAAAAA
ACGGCGGGCT
GTGGCGGCGG
CAACAGGCGG

GTGGCACACC

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

AGTTGGCCAAL1020

CCGAGCAAGC

TCTTTGACGG

GCGAAAATCA

TGGGTGAGAA

TTGACAACGT

GCGCAGCGGT

TTGTCCAGCT

GCACGATGGT

GCATCGAAGC

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560
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TAACCACGGC AAGTTCGCCC TGGTGAAAAG CGACAGTGAC GATCTGAAGC TGGCAACGGG1620
CAACATCGCC ATGACCGACG TCAAACACGC CTACGATAAA ACCCAGGCAT CGACCCAACA1680
CACCGAGCTT TGAATCCAGA CAAGTAGCTT GAAAAAAGGG GGTGGACTC 1729
Ez a DNS molekula a Pseudomonas syringae dspE
génjekent ismert. Ezen, a jelen talalmany szerinti izolalt
molekula a 14. szamu aminosav szekvenciaval rendelkezé, egy
novényi patogén hiperszenzitiv valaszreakciojat kivaltdo fehérjét
vagy polipeptidet kédolja:
Met Ser Ile Gly Ile Thr Pro Arg Pro Gln Gln Thr Thr Thr Pro Leu
1 5 10 15
Asp Phe Ser Ala Leu Ser Gly Lys Ser Pro Gln Pro Asn Thr Phe Gly
20 25 30
Glu Gln Asn Thr Gln Gln Ala Ile Asp Pro Ser Ala Leu Leu Phe Gly
35 40 45
Ser Asp Thr Gln Lys Asp Val Asn Phe Gly Thr Pro Asp Ser Thr Val
50 55 60
Gln Asn Pro Gln Asp Ala Ser Lys Pro Asn Asp Ser Gln Ser Asn Ile
65 70 75 80
Ala Lys Leu Ile Ser Ala Leu Ile Met Ser Leu Leu Gln Met Leu Thr
85 90 95
Asn Ser Asn Lys Lys Gln Asp Thr Asn Gln Glu Gln Pro Asp Ser Gln
100 105 110
Ala Pro Phe Gln Asn Asn Gly Gly Leu Gly Thr Pro Ser Ala Asp Ser
115 120 125
Gly Gly Gly Gly Thr Pro Asp Ala Thr Gly Gly Gly Gly Gly Asp Thr
130 135 140
Pro Ser Ala Thr Gly Gly Gly Gly Gly Asp Thr Pro Thr Ala Thr Gly
145 150 155 160
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Thr Pro Thr Ala Thr Gly Gly Gly
165 170 175
Ser Gly Gly Thr Pro Thr Ala Thr Gly Gly Gly Glu Gly Gly Val Thr

180 185 130



Pro

Gly

Asn

225

Gly

Gln

Leu

Lys

Asn

305

Val

Lys

Lys

Phe

Lys

385

Gly

Ala

Gln

Ser

210

Val

His

Gly

Lys

Ala

290

Val

Thr

Val

Ala

Asp

370

Phe

Asn

Ser

Ile

195

Val

Val

Gly

Glu

Asn

275

Lys

Gly

Asn

Val

Asp

355

Asp

Ala

Ile

Thr

Thr

Ser

Lys

Ala

Asn

260

Val

Asn

Glu

Leu

Gln

340

Asp

Met

Leu

Ala

Gln

420

Pro

Asp

Asp

Thr

245

Gln

Asn

Ala

Asp

Asn

325

Leu

Phe

Ser

Val

Met

405

His

Gln

Thr

Thr

230

Lys

Leu

Gln

Leu

310

Ile

Asn

Gly

Ile

Lys

390

Thr

Thr

Ez a fehérje

kulatémegl.

Leu

Ala

215

Ile

Thr

Pro

Gly

Glu

295

Ile

Lys

Ala

Thr

Glu

375

Ser

Asp

Glu

vagy polipeptid kéralbelil 42,9 kDa mole-

Ala

200

Gly

Lys

Ala

Met

Glu

280

Val

Thr

Asn

Asn

Met

360

Leu

Asp

Val

Leu

Asn

Ser

Val

Asp

Phe

265

Asn

Thr

Val

Ser

Thr

345

Val

Asn

Ser

Lys

31

Pro

Thr

Gly

Lys

250

Glu

Glu

Ile

Lys

Ser

330

His

Arg

Gly

Asp

His

410

Asn Arg Thr Ser

Glu

Ala

235

Ser

Leu

Val

Asp

Gly

315

Ala

Leu

Thr

Ile

Asp

395

Ala

Gln

220

Gly

Met

Ala

Asp

Asn

300

Glu

Lys

Lys

Asn

Glu

380

Leu

Tyr

205

Ala

Glu

Gly

Glu

Gly

285

Val

Gly

Gly

Ile

Gly

365

Ala

Lys

Asp

Gly

Val

Asn

Gly

270

Ile

His

Gly

Ala

Asp

350

Gly

Asn

Leu

Lys

Gly

Lys

Phe

Gly

255

Ala

His

Ala

Ala

Asp

335

Asn

Lys

His

Ala

Thr

415

Thr

Ile

Asp

240

Asp

Thr

Val

Gln

Ala

320

Asp

Phe

Gln

Gly

Thr

400

Gln
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A Pseudomonas solanacearum fajb6l szarmazd hiper-
szenzitiv valaszreakciés polipeptid vagy fehérje elicitor aminosav
szekvenciaja a 15. szadmu aminosav szekvencia:

Met Ser Val Gly Asn Ile Gln Ser Pro Ser Asn Leu Pro Gly Leu Gln
1 5 10 15
Asn Leu Asn Leu Asn Thr Asn Thr Asn Ser Gln Gln Ser Gly Gln Ser
20 25 30
Val Gln Asp Leu Ile Lys Gln Val Glu Lys Asp Ile Leu Asn Ile Ile
35 40 45
Ala Ala Leu Val Gln Lys Ala Ala Gln Ser Ala Gly Gly Asn Thr Gly
50 55 60
Asn Thr Gly Asn Ala Pro Ala Lys Asp Gly Asn Ala Asn Ala Gly Ala
65 70 75 80
Asn Asp Pro Ser Lys Asn Asp Pro Ser Lys Ser Gln Ala Pro Gln Ser
85 90 95
Ala Asn Lys Thr Gly Asn Val Asp Asp Ala Asn Asn Gln Asp Pro Met
100 105 110
Gln Ala Leu Met Gln Leu Leu Glu Asp Leu Val Lys Leu Leu Lys Ala
115 120 125
Ala Leu His Met Gln Gln Pro Gly Gly Asn Asp Lys Gly Asn Gly Val
130 135 140
Gly Gly Ala Asn Gly Ala Lys Gly Ala Gly Gly Gln Gly Gly Leu Ala
145 150 155 160
Glu Ala Leu Gln Glu Ile Glu Gln Ile Leu Ala Gln Leu Gly Gly Gly
165 170 175
Gly Ala Gly Ala Gly Gly Ala Gly Gly Gly Val Gly Gly Ala Gly Gly
180 185 190
Ala Asp Gly Gly Ser Gly Ala Gly Gly Ala Gly Gly Ala Asn Gly Ala
195 200 205
Asp Gly Gly Asn Cly Val Asn Gly Asn Gln Ala Asn Gly Pro Gln Asn
210 215 220

Ala Gly Asp Val Asn Gly Ala Asn Gly Ala Asp Asp Gly Ser Glu Asp



225
Gln Gly

Ala Leu

Ala Gln

Gly

Val

Gly

230

Leu

245
Gln Met
260

Gly Ser

275

Ala Asn

290
Gly Gln
305
Val

Gln Ile

Gln Ser Thr

Pro

Asn

Gly Ala

Asn

Met

Lys

Asn

Leu Gln

Thr Gly Val Leu Gln

Gln Gln

Gly Ala

280
Gln Pro
295

Ser Gln

310

Leu

325

Ser

340

Gln Gln

Met Leu

Thr Gln Pro Met

Ala

33

235
Lys Leu
250
Gly Gly Leu
265
Ala

Gly Asn

Gly Ser Ala

Ile Met Asp
315
Ala Gln

330

Met

Gly

Gly Gly Asn

240

Lys Ile Leu Asn

255

Gln

270

Ser

285
Asp
300

Val

Asn

Pro Ala Ser

Asp Gln Ser

Val Lys Glu

Gly Gly Ser

Gly

Ser

Val
320
Gln

335

Az elicitort a 16. szamu szekvencia szerinti nukleotid

szekvenciaval rendelkez6 DNS molekula kadolja:

ATGTCAGTCG
AACACCAACA
GAGAAGGACA
GGCAACACCG
ARACGACCCGA
GGCAACGTCG
GACCTGGTGA
GGCAACGGCG
GAAGCGCTGC
GGCGGCGCGG
GGCGCAGGCG
GGCCCGCAGA
CAGGGCGGCC
ATGATGCAGC
GGCAACGCCT
GATCAATCGT
GTCCAGATCC

GAAACATCCA
CCAACAGCCA
TCCTCAACAT
GTAACACCGG
GCAAGAACGA
ACGACGCCAA
AGETGETGAA
TGGGCGGTGC
AGGAGATCGA
GTGGCGGTGT
GTGCGAACGG
ACGCAGGCGA
TCACCGGCGT
AAGGCGGCCT
CGCCGGCTTC
CCGGCCAGAA
TGCAGCAGAT

GAGCCCGTCG
GCAATCGGGC
CATCGCAGCC
CAACGCGCCG
CCCGAGCAAG
CAACCAGGAT
GGCGGCCCTG
CAACGGCGCC
GCAGATCCTC
CGGCGGTGCT
CGCCGACGGC
TGTCAACGGT
GCTGCAAAAG
CGGCGGCGGC
CGGCGCGAAC
CAATCTGCAA
GCTGGCGGCG

AACCTCCCGG
CAGTCCGTGC
CTCGTGCAGA
GCGARAGGACG
AGCCAGGCTC
CCGATGCAAG
CACATGCAGC
AAGGGTGCCG
GCCCAGCTCG
GGTGGCGCGG
GGCAATGGCG
GCCAACGGCG
CTGATGAAGA
AACCAGGCGC
CCGGGCGCGA
TCCCAGATCA
CAGAACGGCG

GTCTGCAGAA
AAGACCTGAT
AGGCCGCACA
GCAATGCCAA
CGCAGTCGGC
CGCTGATGCA
AGCCCGGCGG
GCGGCCAGGG
GCGGCGGCGG
ATGGCGGCTC
TGAACGGCAA
CGGATGACGG
TCCTGAACGC
AGGGCGGCTC
ACCAGCCCGG
TGGATGTGGT
GCAGCCAGCA

CCTGAACCTC
CAAGCAGGTC
GTCGGCGGGC
CGCGGGCGCC
CAACAAGACC
GCTGCTGGAA
CAATGACAAG
CGGCCTGGCC
TGCTGGCGCC
CGGTGCGGGT
CCAGGCGAAC
CAGCGAAGAC
GCTGGTGCAG
GAAGGGTGCC
TTCGGEGGAT
GAAGGAGGTC

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

GTCCACCTCG1020
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A Pseudomonas solanacearum fajbél szarmazé hiper-
szenzitiv valaszreakciés polipeptid vagy fehérje elicitor
részletesebb leirasa megtalalhatoé Arlat, M., F. Van Gijsegem, J.
C. Huet, J. C. Pemollet, and C. A. Boucher, "PopA1, a Protein
which Induces a Hypersensitive-like Response in Specific
Petunia Genotypes, is Secreted via the Hrp Pathway of
Pseudomonas solanacearum,” EMBO J. 13:543-533 (1994)
kézleményében, amire a jelen taladlmany részeként hivatkozunk.

A Xanthomonas campestris fajbél szarmazé hiper-
szenzitiv valaszreakciés polipeptid vagy fehérje elicitor glicines
patovariansa aminosav szekvencidja a 17. szamu szekvencia:

Thr Leu Ile Glu Leu Met Ile Val Val Ala Ile Ile Ala Ile Leu Ala
1 5 10 15
Ala Ile Ala Leu Pro Ala Tyr Gln Asp Tyr
20 25

Ezen szekvencia a Xanthomonas campestris glycines
patovariansa hiperszenzitiv valaszreakciés polipeptid vagy
fenérje elicitorja 26 amino-termindlis lancvégi aminosavjat
tartalmazza. Ezen szekvencia megfelel mas Xanthomonas
campestris patovariansokban meghatarozott fimbrialis fehérje
alegységeknek.

A Xanthomonas campestris pv. pelargonii fajbol
szarmaztatott hiperszenzitiv valaszreakciés polipeptid vagy
fehérje elicitor héallo, proteaz érzékeny, és molekulatémege 20
kDa. Ez az elicitor tartalmazza a 18. szadmd aminosav

szekvenciat:
Ser Ser Gln Gln Ser Pro Ser Ala Gly Ser Glu Gln Gln Leu Asp Gln
1 5 10 15

Leu Leu Ala Met
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Az Erwinia carotovora faj hiperszenzitiv valaszreakcios
fehérje vagy polipeptid elicitor elvalasztasanak leirasa
megtalalhaté Cui és masok, "The RsmA Mutants of Erwinia
carotovora subsp. carotovora Strain Ecc71 Overexpress hrp Nggc
and Elicit a Hypersensitive Reaction-like Response in Tobacco
Leaves,” MPMI, 9(7):565-73 (1996) koézleményében, amelyre a
jelen talalmany részeként hivatkozunk. Az Erwinia stewartii
hiper-szenzitiv valaszreakciés fehérje vagy polipeptid elicitort
Ahmad és masok, "Harpin is Not Necessary for the Pathogenicity
of Erwinia stewartii on Maize,” 8" Int'l. Cong. Molec. Plant-
Microbe Interact., July 14-19, 1996 koézleményében irjak le,
amelyre a jelen talalmany részeként hivatkozunk.

A Phytophthora parasitica, Pytophthora cryptogea,
Phytophthora cinnamoni, Phytophthora capsici, Phytophthora
megasperma, valamint a Phytophthora citrophthora fajokbol
szarmazo hiperszenzitiv valaszreakciés fehérje vagy polipeptid
elicitor leirasa megtalalhatd a kdvetkez6 kozleményekben:
Kaman, és masok, “Extracellular Protein Elicitors from
Phytophthora citrophthora: Most Specificity and Induction of
Resistance to Bacterial and Fungal Phyto-pathogens, " Molec.
Plant-Microbe Interact., 6(1):15-25 (1993), Ricci és masok,
"Structure and Activity of Proteins from Pathogenic Fungi
Phytophthora Eliciting Necrosis and Acquired Resistance in
Tobacco, " Eur. J. Biochem., 183:555-63 (1989), Ricci és masok,
"Differential Production of Parasiticein, and Elicitor of Necrosis
and Resistance in Tobacco, by Isolates of Phytophthora
- parasitica, "Plant Path. 41:298-307 (1992), Baillreul és masok, "A
New Elicitor of the Hypersensitive Response in Tobacco: A

Fungal Glycoprotein Elicits Cell Death, Expression of Defence
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Genes, Production of Salicylic Acid, and Induction of Systemic
Acquired Resistance, "Plant J., 8(4):551-60 (1995), valamint
Bonnet és masok, "Acquired Resistance Triggered by Elicitors in
Tobacco and Other Plants, ” Eur. J. Plant Path., 102:181-92
(1996). A fenti kdézleményekre a jelen talalmany részeként
hivatkozunk.

A jelen talalmany szerinti tovabbi hiperszenazitiv
valaszreakcios elicitor a Clavibacter michiganensis sepedonicus
alfajabél szarmazik, amelynek részletes leirasa megtalalhaté a
09/136,625 szamu egyesilt allamokbeli szabadalmi
bejelentésben, amelyre a jelen talaimany részeként hivatkozunk.

A fenti elicitorokat példaként adtuk meg. Mas elicitorok
is azonosithaték, ha hiperszenzitiv valaszreakciot kivalté
gombakat vagy baktériumokat tenyésztiink olyan kérilmények
k6z6tt, amikor azok az elicitort k6dolé gént expresszaljak. A
tenyészetek felllusz6jabél szarmazé sejtmentes kivonatokat
vizsgalhatjuk az elicitor aktivitas (tehat helyi szévetelhalas)
szempontjabo6l, ha azokkal a megfeleldé névényi szdveteket
atitatjuk.

A jelen talalmany szerinti eljards magaban foglalja a
fenti hiperszenzitiv valaszreakciés polipeptid vagy fehérje
elicitorok fragmenseit, valamint mas patogénekbdl szarmazo
teljes hosszusagu elicitorok fragmenseit is.

Megfeleld fragmensek tobbféleképpen is elballithatok.
Egyrészt egy ismert elicitort meghatarozé gén szubklonjai elé-
allithaték hagyomanyos molekularis genetikai manipulaciéval, a
gén fragmenseinek szubklénozasaval. A szubklonokat ezutan in
vitro vagy in vivo bakteridlis sejtekben expresszaljuk, igy kisebb
fehérjét vagy peptidet kapunk, amelyet elicitor aktivitas
szempontjabodl vizsgalhatunk, az alabbiakban leirt eljarassal.
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Masik eljaras szerint elicitor fehérje fragmensek
elballithatok a teljes hosszusagu elicitor fehérje fehérjebonto
enzimekkel, példaul kimotripszin vagy Staphylococcus proteaz A
vagy tripszin, torténdé emésztésével. Valészinlsithetd, hogy a
kilonb6z6 fehérjebonté enzimek az elicitor fehérje aminosav
fehérjeket. A fehérjebontas eredményeképpen létrejovd egyes
fragmensek aktiv rezisztencia elicitorok lehetnek.

Egy tovabbi eljaras szerint, a fehérje elsédleges
szerkezetének ismerete alapjan eldallithatok az elicitor fehérje
gen fragmensei, ha a PCR technikdban a fehérje adott
fragmenseit kédolé megfelelé primer csoportokat alkalmazzuk.
Azutan ezeket egy megfelelé vektorra klénozhatjuk, a réviditett
peptid vagy fehérje expresszalasa céljabal.

A megfelelé fragmensek eléallitasahoz kémiai szintézis
is alkalmazhat6. Az ilyen szintézist az eléallitandoé elicitor ismert
aminosav szekvenciainak alkalmazasaval hajtjuk végre. Adott
esetben egy teljes hosszu elicitort magas hédmérsékletnek és
nyomasnak tesziink ki, amely eléallitia a fragmenseket. Ezen
fragmensek hagyomanyos eljarasokkal elvalaszthaték (példaul
kromatografia, SDS-PAGE).

A hiperszenzitiv valaszreakciés elicitor hiperszenzitiv
valaszreakciét ki nem valté megfelelé6 fragmensei tobbek kézétt
az Erwinia fragmensei. Megfelel6 fragmensek példaul a 3. szamu
aminosav szekvencia C-terminalis fragmense, a 3. szamu
aminosav szekvencia N-terminalis fragmense, vagy a 3. szamu
aminosav szekvencia egy belsé fragmense. A 3. szamu aminosav
szekvencia C-terminalis fragmense a 169. és 403., 210. és 403.,
267. és 403. vagy 343. és 403. aminosavak ko6zotti elemeket
tartalmazhatja. A 3. szamu aminosav szekvencia belsd
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fragmense a 105. és 179., 137. és 166., 121. és 150. vagy 137.
és 156. aminosavak ko6zotti elemeket tartalmazhatja. Tovabbi
megfelel6 fragmensek azonosithaték a jelen talalmannyal
6sszhangban.

Egy hiperszenzitiv valaszreakcioés elicitor tovabbi, hiper-
szenzitiv valaszreakciot kivalté megfelel6 fragmensei az Erwinia
amylovora fragmensei, tobbek koézé6tt a 3. szamu aminosav
szekvencia egyik C-terminalis fragmense, a 3. szamui aminosav
szekvencia egyik N-terminalis fragmense, vagy a 3. szamu
aminosav szekvencia egyik belsé fragmense. A 3. szamu
aminosav szekvencia C-terminalis fragmense a 3. szamu
szekvencia 105. és 403. aminosavja ko6z6tti elemeket
tartalmazhatja. A 3. szami aminosav szekvencia N-terminalis
fragmense az 1. és 98., 1. és 104., 1. és 122., 1. és 168., 1. és
218., 1. és 266., 1. és 342., 1. és 321., valamint 1. és 372.
aminosav k6zo6tti elemeket tartalmazhatja. A 3. szamu aminosav
szekvencia belsé fragmense a 76. és 209., 105. és 209., 99. és
209., 137. és 204., 137. és 200., 109. és 204., 109. és 200., 137.
és 180., valamint 105. és 180. aminosav k&zdtti elemeket
tartalmazhatja.

Megfelel6 DNS molekulak azok, melyek szélséséges
kéralmények koézott hibridizalnak a 2., 4., 5., 7., 9., 12., 13. és
16. szamu nukleotid szekvenciakat tartalmazé DNS molekulahoz.
Eléggé széls6séges korilmények példaul, ha a hibridizaciét 65°C
homeérseékleten 20 6ran at a kovetkezdé kézegben végezzik: 1M
NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 10 mM EDTA, 0.1% natrium-
-dodecil-szulfat, 0.2% ficoll, 0.2% polivinil-pirrolidon, 0.2%
szarvasmarha szérum albumin, 50 um g/ml E. coli DNS.

Valtozatok allithatok elé példaul a tulajdonsagokat, a

masodlagos szerkezetet és a polipeptid hidropatias természetét



39 L

csak kis meértéekben befolyasol6 aminosavak térlésével vagy
hozzaadasaval. Példaul egy polipeptid kapcsolhaté egy szignal
(vagy vezetd) szekvenciahoz a fehérje N-terminalis végén, amely
a transzlaciéval egyidejlileg vagy a transzlacié utan iranyitja a
fehérje atvitelét. A polipeptid kapcsolhaté egy linkerhez vagy
mas szekvenciahoz is, a polipeptid szintézisének, tisztitasanak
vagy azonositasanak megkénnyitése érdekében.

A jelen talalmany hiperszenzitiv valaszreakciés elicitora
elbnyésen izolalt (tehat a gazda organizmustél elvalasztott)
alakban jelenik meg, meg elénydésebben hagyomanyos eljarasok
alkalmazasaval, tisztitott alakban allitjuk elé6 (kedvezden
kérilbelll legalabb 60%, még kedvezébben 80% tisztasagban).
Jellemzbéen a jelen talalmanyban szerepld hiperszenzitiv
valaszreakcidés elicitor az eldallitdsa utan nem valasztédik ki a
rekombinans gazdasejtek tenyésztési kézegébe. Masik eljaras
szerint a jelen talalmanyban szereplé fehérje vagy polipeptid a
tenyésztési koézegbe kivalasztodik. A nem kivalasztott fehérje
esetében a fehérje izolalasahoz a rekombinans plazmidot szallité
gazdasejtet (példaul, E. coli) szaporitjuk, ultrahangos besu-
garzassal, hbékezeléssel vagy vagy kémiai uton lizaljuk, és a
homogenatumbél centrifugalassal elvalasztiuk a baktérium
sejthulladékat. Ezutan a felilusz6t hékezelésnek vetjik ala, és
centrifugalassal elvalasztjuk a hiperszenzitiv valaszreakcios
elicitort. A hiperszenzitiv valaszreakciés elicitort tartalmazoé
feliluszod fragmenst annak elvalasztasahoz megfeleld
szemcseméretu dextran vagy poliakril-amid oszlopon
gélszirésnek vetjuk ala. Szikség esetén a fehérje rész tovabb
tisztithatd ioncserével vagy HPLC-vel.

A hiperszenzitiv valaszreakciés polipeptid vagy fehérje
elicitort koédold DNS molekulat sejtekbe agyazhatjuk
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hagyomanyos rekombinans DNS milveletek alkalmazasaval.
Altalaban ezen eljaras része, hogy a DNS molekulat olyan
expresszidés rendszerbe illesztjuk, amelyhez képest a DNS
molekula heterolég (tehat azt normalis esetben nem
tartalmazza). A heterolég DNS molekulat az expresszids
rendszerbe vagy vektorba illesztjik, a vektorral megegyezé
iranyitassal és helyes leolvasasi kerettel. A vektor tartalmazza a
beillesztett fehérjét kodolé szekvencia transzkripcidjahoz és

Cohen és Boyer 4,237,224 szamu egyesilt allamokbeli
szabadalmi bejelentése, amelyre a jelen talalmany részeként
hivatkozunk, leirja az expressziés rendszerek rekombinans
plazmidok formajaban térténé eldallitasi folyamatat restrikcios
enzimes hasitas és DNS ligazzal valé 6sszekapcsolas
alkalmazasaval. Ezen rekombinans plazmidokat azutan
transzformécibval egysejtd kultirakba épitjik be, tébbek k6zott
prokariota organizmusokba és szdévettenyészetben szélesztett
eukariota sejtekbe, és azokban szaporitjuk.

A rekombinans gének virusokba is beviheték, példaul
vakcinia virusba. A rekombinans virusokat eldallithatjuk a plaz-
midok virussal fert6zott sejtekbe térténé transzfektalasaval.

Alkalmazhat6 vektorok tébbek k6z6tt, de nem kizarélag,
a kovetkez6 virus-vektorok: gt11, gt WES.tB, Charon 4 lambda
vektor rendszer, valamint plazmid vektorok, példaul pBR322,
pBR325, pACYC177, pACYC1084, pUCS8, pUC9, pUC18, pUC19,
pLG339, pR290, pKC37, pKC101, SV 40, pBluescript Il SK +/-
vagy KS +/- (lasd "Stratagene Cloning Systems” Catalog (1993)
Stratagene, La Jolla, Calif., amely katalégusra a jelen talalmany
részeként hivatkozunk), pQE, plH821, pGEX, pET sorozatok
(lasd F. W. Studier és méasok, "Use of T7 RNS Polymerase to
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Direct Expression of Cloned Genes, ’"Gene Expression
Technology vol. 185 (1990), amely kézleményre a jelen talalmany
részeként hivatkozunk), valamint a fenti vektorok barmely
szarmazéka. A rekombinans molekuldk sejtbe valé bevitele
torténhet transzformacioval, kiildndésen transzdukcios,
konjugaciés, mobilizaciéos vagy elektroporacios eljarasokkal. A
DNS szekvenciak vektorba valé klénozasa szokasos kldnozd
eljarasokkal torténik, melyet az alabbi tanulmany részletez:
Sambrook és masok, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Springs Laboratory, Cold Springs Harbor, New York (1989),
amelyre a jelen talalmany részeként hivatkozunk.

A fehérje koédolé szekvencia/szekvenciak expresz-
szalasadhoz szamos gazdasejt-vektor rendszer alkalmazhaté. A
vektorrendszernek elsédlegesen kompatibilisnak kell lennie az
alkalmazott gazdasejttel. A gazdasejt-vektor rendszerek tébbek
k6z6étt, de nem kizarélag: bakteriofag DNS-sel, plazmid DNS-sel
vagy kozmid DNS-sel transzformalt baktériumok;
mikroorganizmusok, ugymint élesztévektor tartalmu éleszték;
emlés6k virussal (példaul vakcinia virus, adenovirus, stb.)
fert0zott sejtrendszerei; rovarok virussal (példaul bakulovirus)
fert6zott sejtrendszerei; valamint baktériummal fertézott névényi
sejtek. Ezen vektorok expressziés elemeinek erdssége és
jellemz4i valtozbéak lehetnek. Az alkalmazott gazdasejt-vektor
rendszertél figgdéen a szamos megfelelé transzkripcios és
transzlaciés elem barmelyike alkalmazhaté.

Kulénb6z6 genetikai szignalok és processzalasi
folyamatok iranyitjdk a gén expresszid szintjeit (példaul DNS
transzkripcio és hirvivd RNS (mRNS) transzlacio).

A DNS transzkripciét promoter jelenléte befolyasolja,
ami az RNS polimeraz kétédését iranyitd, és ezaltal az mRNS
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szintezist szervez6 DNS szekvencia. Az eukariéta promoter DNS
szekvenciai eltérnek a prokariota promoterek szekvenciaitol.
Tovabba eléfordulhat, hogy az eukariéta promotereket és a
kisér6 genetikai jeleket egy prokariéta rendszer nem ismeri fel,
illetve abban nem mikdédnek, tovabba a prokariéta promotereket
az eukaritta sejtek nem ismerik fel és azokban nem m(ikédnek.

Hasonloképpen, az mRNS transzlaci6 a prokariotakban a
megfelelé prokaridta jelzdk jelenlététdl fiigg, amelyek eltérnek az
eukariotakban 1évé ugyanazon jelektédl. Az mRNS hatékony
mMRNS tartalmazzon egy ugynevezett Shine-Dalgarno ("SD”)
szekvenciaként ismert riboszéma kétéhelyet. Ezen szekvencia az
MmRNS egy révid nukleotid szekvencidja, amely a kezdd kodon
elott helyezkedik el, altalaban AUG, amely a fehérje amino-
terminalis lancvégén 1évé metionint kddolja. Az SD szekvenciak
kiegészitéi a 16S rRNS (riboszémabeli RNS) 3’-lanc-végnek és
valoszinlleg elésegitik az mRNS kotédését a riboszomakhoz oly
moédon, hogy az rRNS-sel duplexet képezve eldsegitik a
riboszéma helyes pozicionalasat. A gén expresszio
maximalizalasanak &sszefoglalasa megtalalhaté Roberts and
Lauer, Methods in Enzymology, 68:473 (1979) kdézleményében,
amire a jelen talalmany részeként hivatkozunk.

A promoterek az "erésségik” (tehat az transzkripcié
elosegitésére vald képesség) szempontjabol eltéréek. Egy
klonozott gén expresszalasa céljabdél erés promoterek
alkalmazasa kivanatos, hogy a transzkripcié, és igy a gén
expresszié is magas szinti legyen. Az alkalmazott gazdasejt
rendszertdl figgdéen nagyszamu promoter kéziul barmelyik
alkalmazhaté. Példaul, ha az E. coli-ban, annak

bakteriofagjaiban vagy plazmidjaiban klénozunk, a szomszédos
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DNS szegmensek magas szinten torténé transzkripciéjahoz
alkalmazhaté promoterek példaul a T7 fag promoter, a Jac
promoter, a trp promoter, a recA promoter, riboszomalis RNS
promoter, a kolifag lambda Pr és P_ promoterei és mas
promoterek, tébbek k6z6tt, de nem kizarélag a /acUV5, az ompF,
a bla, az Ipp, és hasonlék. Tovabba a beillesztett gén
transzkripci6jahoz alkalmazhaté a hibrid trp-lacUV5 (tac)
promoter vagy a rekombinans DNS vagy mas szintetikus DNS
eljarasokkal készllt egyéb E. coli promoterek.

Valaszthaték olyan bakteriadlis gazdasejt torzsek és
expressziés vektorok, amelyek a specifikuss indukcidé esetét
kiveve gatoljak a promoterek tevékenységét. Bizonyos miivele-
tekben specialis indukalészerek hozzaadasa szikséges a
beillesztett DNS hatdsos transzkripciéjahoz. Példaul a /ac operon
laktéz vagy IPTG (izopropiltio-pB-D-galaktozid) hozzaadasaval
indukalédik. Mas operonok, ugymint trp, pro, stb., masfajta
indukalé anyagok hatasara lépnek miik6désbe.

Prokari6ta sejtekben végbemend hatékony géntransz-
kripciohoz és géntranszlaciéhoz specialis inicialé (kezdd) jelek is
szUkseégesek. Ezen transzkripciés és transzlaciés kezdé jelek
"erbssége” valtozhat, amit a szintetizalt gén-specifikus hirvivd
RNS és fehérje mennyiségével mériink. A DNS expressziés
vektor, ami tartalmaz egy promotert, tartalmazhatja kilénféle
"erbteljes” transzkripciés és/vagy transzlacidés inicialéo jelek
hatékony transzlaciohoz szikséges egy 7-9 bazisbdl allé6 SD
szekvencia jelenléte az iniciator kodonhoz ("ATG") képest 5'-
helyzetben, riboszoma ko6té hely biztositasa céljabél. [ly modon
barmely olyan SD-ATG kombinacié alkalmazhaté, amelyet a

gazdasejt riboszoma fel tud hasznalni. llyen kombinacidok tébbek
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k6zo6tt, de nem kizarélag a kolifag lambda cro génje vagy N génje
SD-ATG kombinacidja, vagy az E. coli triptofan E, D, C, B vagy A
génekb6l szarmazdé SD-ATG kombinacié. Ezeken kivil barmely
SD-ATG kombinacié alkalmazhaté, amely rekombinans DNS,
vagy szintetikus nukleotid beépitést tartalmaz6 mas eljarasokkal
készil.

Amikor a hiperszenzitiv valaszreakcios polipeptid vagy
fehérje elicitort kédolé izolalt DNS molekulat egy expresszids
rendszerbe klénozzuk, az beépithetd egy gazdasejtbe. llyen
beépitések végezheték a fent leirt kulénféle - atalakitasi
eljarasokkal, a vektor/gazdasejt rendszert6l fuggéen. Megfelel6
gazdasejtek tobbek k6z6tt, de nem kizardlag baktériumok, virus,
élesztbgomba, emlés sejtek, rovarsejtek, névényi sejtek és
hasonlok.

A stresszel szembeni rezisztencia névényekben térténd
kialakitasanak jelen taldlmany szerinti eljarasai jelenthetik
tobbek kozott a hiperszenzitiv valaszreakciés elicitor polipeptid
vagy fehérje nem fert6zéses formaban térténdé alkalmazasat a
névény vagy noévényi mag teljes vagy bizonyos részein, a
stresszel szembeni rezisztencia kialakitasahoz hatasos
kérulmeények ko6zé6tt. Masik eljards szerint hiperszenzitiv
valaszreakciés fehérje vagy polipeptid elicitor alkalmazhaté
névenyekre oly médon is, hogy az ilyen névények magjai mar
onmaguk rezisztenciat biztositanak a névénynek a stresszel
szemben.

A névéenyekben vagy névényi magokban hiperszenzitiv
valaszreakciés polipeptid vagy fehérje elicitor alkalmazasa
mellett a stresszel szembeni rezisztencia kialakitasa térténhet
mas eljarassal is, transzgenikus névények vagy névényi magok
felhasznalasaval. A transzgenikus névények alkalmazasanak
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folyamataban a hiperszenzitiv valaszreakciés elicitor polipeptidet
vagy fehérjét kodolo DNS molekulaval atalakitott transzgenikus
névenyt olyan kérulmények kdzott novesztjik, amelyek lehetéveé
teszik, hogy a szébanforgé DNS molekula a névénynek stresszel
szembeni rezisztenciat kélcs6ndzzén. Masik eljaras szerint a
hiperszenzitiv valaszreakciés polipeptid vagy fehérje elicitort
kodolé DNS molekulaval atalakitott, transzgenikus névényi magot
allitunk eld, és ezt a magot ultetjiik el. Ezutdn a névényt a
magrol szaporitjuk olyan koérulmények ko6z6tt, hogy a DNS
molekula kialakithassa a stresszel szembeni rezisztenciat.

A jelen talalmany azon megvaldsitasa, amelyben a
novenyt vagy névenyi magot hiperszenzitiv valaszreakcios poli-
peptid vagy fehérje elicitorral kezeljik, tébb moédon
végrehajthato, tébbek koézétt: 1) izolalt hiperszenzitiv
valaszreakciés elicitorral térténd kezeléssel vagy 2) az elicitort
kédoldé génekkel transzformalt olyan baktériummal térténd
kezeléssel, amely nem okoz betegséget. Az utébb emlitett
megvalodsitas szerint a névények vagy névényi magvak elicitorral
val6 kezelése oly moédon térténik, hogy a noévényt a
hiperszenzitiv valaszreakciés po-lipeptid vagy fehérje elicitort
kdédolo DNS molekulat tartalmazé baktériummal kezeljik. llyen
baktériumok képesek kivalasztani vagy atvinni az elicitort, igy az
elicitor érintkezésbe I|éphet a noévény vagy noévényi mag
sejtjeivel. A jelen talalmany ezen megvalésitasaiban az elicitort a
bakterium a névényben vagy a magon allitia elé, vagy
kézvetlentl azel6tt, hogy a noévényt vagy nodvényi magot a
baktériummal kezeljuk.

A jelen talalmany eljarasai szamos ndvényen vagy azok
magjain alkalmazhaték a stresszel szembeni rezisztencia

kialakitasahoz. A megfeleld ndévények lehetnek kétszikl(iek vagy
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egyszikiek. Részletesebben, a hasznos takarmanyndvények,
tobbek kdz6tt: lucerna, rizs, buza, arpa, zab, gyapot, napraforgé,
mogyord, kukorica, burgonya, édesburgonya, bab, borsé, cikéria,
salata, endivia, kaposzta, kelbimbé, cékla, pasztinak, karfiol,
brokkoli, tarlérépa, retek, spenot, véréshagyma, fokhagyma,
padlizsan, paprika, zeller, sargarépa, siutdétdék, takarmanytok,
cukkini, uborka, alma, kérte, dinnye, citromfélék, eper, sz6l6,
malna, ananasz, szljabab, dohany, paradicsom, cirok és
cukornad. Megfelelé diszndévények példaul: Arabidopsis thaliana,
Saintpaulia, petunia, pelargonium, poinsettia, krizantém, szegf(
és cinnia.

A jelen taldlmanynak megfeleléen a ,stressz” szo6
jelentése aszaly, s6, alacsony hémérséklet (példaul fagy), kémiai
kezelés (példaul rovarirtészerek, gombadlészerek, gyomirto-
szerek, mitragyak), viz, tulzott fényhatas, valamint elégtelen
fényhatas.

A jelen talalmany szerinti, hiperszenzitiv valaszreakcios
polipeptid vagy fehérje elicitort alkalmazé eljaras szamos modon
végrehajthatd, ha az egész ndévényt vagy annak egyes részeit
kezeljuk, tébbek k6z6tt a leveleket, téveket, gydkereket, szapori-
t6 anyagokat (példaul nyesedékek), stb. Ezen eljaras (nem
feltétlentl) tartalmazhatja a hiperszenzitiv valaszreakcios
polipeptid vagy fehérje elicitor névénybe valé beszivarogtatasat.
Megfeleld alkalmazasi eljarasok tobbek kézott a magas vagy
alacsony nyomasu permetezés, injekcio, és a levél bedoérzsolése
kézvetlenil az elicitor alkalmazasa utan. A névényi magvak vagy
szaporité anyagok (példéhl nyesedékek) jelen talalmany eljarasai
szerinti kezelésénél a jelen talalmany szerinti hiperszenzitiv
valaszreakciés polipeptid vagy fehérje elicitor adagolhaté
alacsony vagy magas nyomasu permetezéssel, bevonassal,
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aztatassal, vagy injekcidéval. A szakemberek tovabbi megfeleld
eljarasokat is kidolgozhatnak azzal a feltétellel, hogy az képes
eléidézni az elicitornak a névényi vagy a sejtmag sejtjeivel valé
érintkezését. A jelen talalmany szerinti hiperszenzitiv
valaszreakcios elicitorral valdé kezelés utdn a magvakat
természetes vagy mesterséges talajba helyezziik, és
hagyomanyos eljarasok alkalmazasaval mdveljuk. Miutan a jelen
talalmany szerint kezelt magbdl névény lesz, a névényeket a
stresszel szembeni rezisztencia kialakitasa céljabol a
hiperszenzitiv valaszreakciés fehérje vagy polipeptid elicitorral
egyszer vagy tobbszér kezeljlk.

A ndévények vagy ndévényi magvak hiperszenzitiv
valaszreakcios polipeptid vagy fehérje elicitorral valé kezelése
torténhet O6nmagaban az elicitorral, vagy mas anyagokkal
keverve. Masik eljaras szerint a hiperszenzitiv valaszreakcios
polipeptid vagy fehérje elicitorral torténé kezelést kildén
végezzik, az egyéb anyagokkal térténé kezelést pedig attol
eltéré idé-pontokban.

A noévényeknek vagy noévényi magvaknak a jelen
talalmany megvalésitasi modja szerinti kezeléséhez alkalmas
készitmény a hiperszenzitiv valaszreakciés polipeptid vagy
fehérje elicitort egy vivbanyagban tartalmazza. Megfelel6
vivbanyagok tébbek kdzdétt a viz, vizes oldatok, szuszpenzidk
vagy szaraz porok. Ebben a megvaldositdsban a készitmény
elicitor tartalma legalabb 500 nM.

Ezen készitmény, bar nem szukséges, tartalmazhat
tovabbi adalékanyagokat, tébbek k6zo6tt mutragyat,
rovarirtoszert, gombadldszert, féregolészert, és ezek keverékeit.

Megfelel6 mitragya tébbek k6z6tt az ammaonium-nitrat. Megfeleld
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rovarirtoszer tobbek k6zétt a Malathion. Hasznos gombadélészer
tobbek kdz6tt a Captan.

Tovabbi alkalmazhaté adalékanyagok tobbek kozétt a
pufferolé6 anyagok, nedvesitészerek, bevon6é anyagok és bedér-
zs6lészerek. Ezen anyagok alkalmazhaték a jelen talalmany
eljarasanak megkoénnyitésére. Tovabba a névényi magvak a
hiperszenzitiv valaszreakcios elicitorral kezelheték hagyomanyos
vetbmag elbkészitési és kezelési segédanyagokkal egyiutt is,
ilyen anyagok tébbek kézdtt az agyagok és a poliszacharidok.

A jelen talalmany egy masik, transzgenikus névényeket
és transzgenikus vetdmagokat alkalmazé megvalésitasaban a
novényeket nem sziikséges helyileg kezelni a hiperszenzitiv
valaszreakcids elicitorral. Ehelyett az ilyen elicitort kédolé DNS
molekulaval atalakitott, transzgenikus névényeket allitunk el6, a
szakemberek szamara ismert eljarasokkal.

A fentiekben leirt vektor kézvetlenil a névényi sejtekbe
mikroinjektalhatd mikropipettak alkalmazasaval, igy a rekom-
bindns DNS mechanikusan atvihetd. Crossway, Mol. Gen.
Genetics, 202:179-85 (1985), amire a jelen talalmany részeként
hivatkozunk. A genetikai anyag a noévényi sejtbe valé atvitele
torténhet polietilén-glikol felhasznalasaval is. Krens, és masok,
Nature, 296:72-74 (1982), amire a jelen talalmany részeként
hivatkozunk.

A névényi sejtek génnel valé atalakitasanak masik
mobdja a részecske bombazas (vagy biolisztikus transzformacio).
Ezen eljaras tobb modon is elvégezheté. Az egyik eljaras szerint
a sejteket semleges vagy bioldgiailag aktiv részecskékkel
bombazzuk. Az eljaras leirasa megtalalhaté Sanford és masok
4,945,050, 5,036,008 és 5,100,792 szamu egyesilt allamokbeli
szabadalmi bejelentéseiben, amikre a jelen talalmany részeként
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hivatkozunk. Altalaban ezen folyamat része semleges vagy
biolégiailag aktiv részecskék bevitele a sejtekbe olyan
koralmények kdzott, amelyek eldsegitik a sejtek kiillsd felliletébe
valé behatolast és a sejt belsejébe valé beagyazédast. Amikor
semleges részecskéket alkalmazunk, a vektort oly mddon
juttatjuk a sejtbe, hogy a részecskéket a heterolog DNS-t
tartalmazo6 vektorral valé bevonasaval juttatjuk a sejtekbe. Masik
eljaras szerint a célsejtet kérillvesszik a vektorral, ugyhogy a
vektor a részecske nyoman hatol be a sejtbe. Bioldgiailag aktiv
részecskék (példaul a vektort és a heterolog DNS-t tartalmazé
szaritott baktérium sejtek) szintén beviheték a ndévényi sejtekbe.

Tovabbi eljaras a protoplasztok fazidja mas
részecskékkel, amik lehetnek minisejtek, sejtek, lizoszémak vagy
egyéb fuzionalhatd, lipid feliiletii részecskék. Fraley, és masok,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79:1859-63 (1982), amire a jelen
talalmany részeként hivatkozunk.

A DNS molekula ndévényi sejtekbe valé bevitelének
tovabbi modja az elektroporalas. Fromm és masok Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 82:5824 (1985), amire a jelen talalmany
részekent hivatkozunk. Ezen eljarasban a névenyi
protoplasztokat az expressziéos kazettat tartalmazé plazmidok
jelenlétében elektroporaljuk. A nagy térereji elektromos
impulzusok kévetkeztében a biomembranok reverzibilis médon
permeabilisakka (félig ateresztékké) valnak, igy lehetévé valik a
plazmidok bevitele. Az elektroporalt névényi protoplasztok
Gjjaalakitjak a sejtfalat, osztédnak és regeneraldédnak.

A DNS molekula névényi sejtekbe valdé bevitelének
masik mddja, hogy a ndvényi sejtet el6zbleg a gennel transzfor-
malt  Agrobacterium tumefaciens vagy A. rhizogenes
baktériumokkal fertézzik. A megfelelé, dnmagaban ismert
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koralmények koézétt a transzformalt ndévényi sejtek sarjat vagy
gyokeret eresztenek és novényekké fejlédnek. Altalaban ezen
folyamat abbdl all, hogy a névényi szévetet baktérium
szuszpenziéval beoltjuk, és azt 48-72 éran keresztiil 25-28°C
hémérsékleten antibiotikum nélkili regeneraciés kézegben
inkubaljuk.

Az Agrobacterium a Gram-negativ Rhizobiaceae csalad
képviseldje. Ennek a csoportnak a tagjai felelések a
"koronagubacs" (A. tumefaciens) és a "szb6rbés gyokér" (A.
rhizogenes) névényi megbetegedésekért. A koronagubacs tumor
vagy a sz6rbés gydkér betegséggel fertdézott ndévényi sejteket opin
nevld aminosav szarmazékok termelésére serkentjuk, amiket csak
a baktérium képes katabolizalni. Az opinok expresszidjaért
felelés bakteridlis gének a kiméra expressziés kazetta
szabalyozé elemeinek kényelmes forrasai. Azonkivil, az opinok
jelenlétének kimutatasa felhasznalhaté az atalakitott szévet
azonositasara.

Megfeleldé névényi sejtekbe az A. tumefaciens Ti plazmid
vagy az A. rhizogenes Ri plazmid segitségével hete-rolog
genetikai szekvenciak viheték be. A Ti vagy Ri plazmidot az
Agrobacteriummal valé fertb6zéssel visszik be a ndévényi
sejtekbe, és az stabilan beépll a névény genetikai allomanyaba.
J. Schell, Science, 237:1176-83 (1987), amire a jelen talalmany
részeként hivatkozunk.

A transzformacidé utan az atalakitott sejteket regeneralni
kell.

Novények tenyésztett protoplaszbdl valé regeneralasat
az alabbi tanulmanyok irjak le: Evans és masok, Handbook of
Plant Cell Cultures, Vol 1: (MacMillan Publishing Co.,New York,
1983); és Vasil I.R. (ed.), Cell Culture and Somatic Cell Genetics
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of Plants, Acad. Press, Orlando, Vol. I, 1984, és Vol. Ill. (1986),
amely kézleményekre a jelen talalmany részeként hivatkozunk.

Ismert, hogy tenyésztett sejtekb6l vagy szévetekbol
minden névény, tébbek ké6z6tt, de nem kizarélag a cukornad, a
cukorrépa, a gyapot, a gyumdlcsfak és a hiuvelyes ndévények
Osszes fobb fajtaja regeneralhaté.

A regeneralas eljarasa a néveny fajtajatol fuggdben
eltérd, de altalaban eldészér egy transzformalt protoplaszt
szuszpenzibét, vagy egy petricsészényi transzformalt, atiltetett
sejtet allitunk eldé. Kallusz (hegszoévet) képzddik, és a kalluszbol
hajtdsok ndvekedése indukalhatdé, amik azutan gydkeresednek.
Masik eljarasban a kallusz szdvetekben embrié kialakulasa
indukalhaté. Ezek az embridk a természetes embridkhoz
hasonléan csiraznak, amibél névényekké fejlédnek. A
tenyésztési kdzegek altalaban tartalmaznak kiulonféle
aminosavakat és hormonokat, mint példaul auxint és citokineket.
El6bnyds tovabba, ha a kbézeghez glutaminsavat és prolint
adagolunk, kiilldnésen olyan fajoknal, mint a kukorica és lucerna.
A hatékony regeneralas figg a koézegtél, a genotipustol és a
tenyésztési folyamattél. Ha ezen valtozékat szabalyozzuk, a
regeneralas altalaban reprodukalhaté és megismételhetd.

Miutan az expressziés kazetta stabilan beépiil a transz-
genikus noévényekbe, az természetes keresztezéssel tovabbi
névényekbe vihetd at. A keresztezni kivant fajoktol fiiggéen a
szaporitas barmely szokasos formaja alkalmazhaté.

Miutan az ilyen tipusu, transzgenikus névényeket
eldallitottuk, a hiperszenzitiv valaszreakcios elicitort kédol6 gént
tartalmazé névények hagyomanyos eljarasokkal mivelhetdk,
aminek eredményeként a ndévényben a stresszel szembeni

rezisztencia alakul ki. Masik eljaras szerint a transzgenikus
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ndévényekbdl transzgenikus magvakat vagy szaporito
kezdeményeket (peldaul nyesedékek) nyeriink. Ezutan a magokat
elliltetjik a talajba, és hagyomanyos eljarasokkal termesztve
transzgenikus névényeket allitunk elé6. Az elvetett transzgenikus
magvakbdol a transzgenikus noévényeket a stresszel szembeni
rezisztencia kialakulasahoz hatasos kérulmények koéz6tt
szaporitjuk. Bar a jelen leirasnak nem célja, hogy elméleti
megszoritasokat tegyen, az ily maddon kialakulé, stresszel
szembeni rezisztencia kialakulhat az RNS k&zvetitésével, vagy
szarmazhat az elicitor polipeptid vagy fehérje expressziéjabél.

Ha transzgenikus névényeket vagy névényi magvakat a
jelen talalmany szerint alkalmazunk, azokat ugyanazon
anyagokkal kezeljuk, melyeket a jelen talalmany szerint
hiperszen-zitiv valaszreakci6s elicitorral kezelt n6vényeken vagy
magvakon alkalmazunk. Az ilyen anyagoknak, tébbek kézé6tt egy
jelen talalmany szerinti hiperszenzitiv valaszreakcids elicitornak,
a transzgenikus noéveényekben vagy ndévényi magvakban valé
alkalmazasa a fent leirt eljarasokkal torténhet, tébbek kozott
magas vagy alacsony nyomasu permetezés, injekcié, bevonas és
bemerités (aztatas). Hasonlé madodon, miutan a transzgenikus
noévényi magvakbdol a ndévényeket szaporitottuk, azoknak
stresszel szembeni rezisztenciat koélcsénbzhetink, ha a jelen
talalmany szerint a hiperszenzitiv valaszreakcios elicitorral
egyszer vagy tobbszér kezeljok. Az ilyen névények kezelhetdk
hagyomanyos noévényvéddszerekkel is (példaul rovarirtok,

muatragyak, stb.).
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1. példa - A hiperszenzitiv valaszreakciés elicitorral kezelt
gyapot a rovarirté okozta stresszel szemben na-

gyobb rezisztenciat mutat

A levéltetvek (Aphids gossypii) a gyapotot a teljes
tenyészidészak alatt fertézik. A levéltetli fert6zés okozta
karosodas a mézharmat lerakédasatél, ami szennyezi a
gyapotpihét, és cs6kkenti a termés - értékét, egészen a
levélhullasig terjed, ami csdékkenti vagy megsemmisiti a termést.
Ahhoz, hogy a ndvényeket megévjuk a levéltetl fert6zéstdl, a
gyapotot altalaban rovarirtészerekkel permetezziik, ami példaul
Asana XL, ha a fert6zés nem tul nagy, vagy Admire, ha a
fert6zés veszélye nagy. A hiperszenzitiv valaszreakcios elicitor
hatasat gyapot levéltetveire randomizalt teljes blokk elrendezési
kisérletben vizsgaltuk. A kisérletben a kezelést 20, 60 és 80 ppm
Erwinia amylovora hiperszenzitiv valaszreakcid elicitorral (azaz
HP-1000™-el) és 553 g/ha Asana XL vegyszeres rovarirtoval
vegeztik. Mindkét esetben levélen torténd kezelést
alkalmaztunk, a sziklevél megjelenésétdl kezve, harom valédi
levél kialakulasaig 14 napos id6kézokben, puttonyos
permetezékészilékkel. A levéltetli szamokat és a gyapot bruttéd
névekedését kdzvetlenill a permetezés el6tt hataroztuk meg, az
elsé kezelés (DAT1) utan 14, 28, 35 és 42 nappal. Az elsd harom
mintavételi idépontban parcellanként 25, véletlenszer(ien
valasztott levelet gydjtéttunk, majd az utols6 mintavételi napon

is.

Eredmények




rewe - “n .
54 MR I el
L]

« :o c‘:~ .::1 o.;» ;oi.,

1. A levéltetvek szamanak csOkkentése: A hiper-

szenzitiv valaszreakcids elicitorral kezelt gyapotban a levéltetvek

szama jelentésen csékkent a vegyszerrel kezelt gyapot adataihoz
képest (lasd 1. Tablazat).

1. tablazat: A gyapoton Iévd levelenkénti levéltetliszam Asana
XLR-el vagy HP-1000™-¢l valo kezelés utan
Levelenkénti levéltetiiszam'
permetezések szama/kezelést kévetd nap

Kezelés Mennyiség® 1/14DAT1 2/28DAT1 3/35DAT1 4/42DAT1

Asana XL® 553 g/ha 0,2 a 32,2 a 110,0a 546,9 a
HP-1000™ 20 pg/ml 0,2a 7.8b 22,9b 322,1 a
HP-1000™ 60 pg/ml 0,1a 4,9 b 346 b 168,3 a
HP-1000™ 80 pg/ml 0,0 a 2,7 b<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>