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(54) Eljaras termd transzgenikus kukoricanévények eldéllitasara

KIVONAT

A taldlmany targyat eljarasok képezik Zea mays (kukori-
ca)-fajhoz tartozd termékeny transzgenikus novények
eléllitasara érintetlen, regenerdlhatd Zea mays-sejtek
mikrorészecske-bombazasaval, majd ezt kovetben sze-
lekcids technika alkalmazasaval. A talalmany szerint el6-
allitott novények képesek rekombindns DNS stabil exp-
resszalasara, tovabba képesek a rekombinins DNS-t utd-
daikba is atorokiteni. A taldlminy egyik megvaldsitasi

A leirds terjedelme 38 oldal (ezen beliil 8 lap dbra)

modja szerint a rekombinans DNS, amit bejuttatnak a
kukoricandvénybe, a kukorica magjanak egy tartalék-
tapanyag-fehérjéjét, eldnyodsen a zein fehérjét kodolja.
Ezzel az eljarassal a kukorica termésének aminosav-
oOsszetétele javithato.

A taldlméany szerinti eljardsok alkalmasak termé-
keny, transzgenikus kukoricanovények eldallitasara.
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A taldlmany targyat eljarasok képezik Zea mays (a to-
vabbiakban kukorica) fajhoz tartozo termékeny transz-
genikus nvények eldallitasara érintetlen, regeneralhatd
Zea mays-sejtek mikrorészecske-bombézasaval, majd
ezt kovetden szelekcids technika alkalmazaséaval.

A talalmany szerinti eljarasok alkalmasak el6nyds
tulajdonsagti, termékeny, transzgenikus kukoricandvé-
nyek el6allitasara, amelyek széles korben el6nydsen al-
kalmazhatok a mezdgazdasagban.

A novények génsebészeti ton torténd befolyasola-
sa, ami a genetikai anyag (altaliban DNS vagy RNS)
izolaldsat és manipuldlasat, valamint azt kovetGen a ma-
nipulalt genetikai anyagnak egy ndvénybe vagy nové-
nyi sejtbe valo bejuttatisat jelenti, nagyon igéretes elja-
ras a modern mezdgazdasag és névénynemesités szama-
ra. A termény megndvekedett élelmiszer-ipari értéke,
magasabb terméshozamok, tapértékek, csokkentett ter-
melési koltségek, kartevé rezisztencia, stressztlirés,
gyogyaszati hatéanyagok, kémiai anyagok és biologiai
anyagok el6allitasa, valamint egyéb eldnyos tulajdonsa-
gok mind elérhetSk a génsebészeti technikdk alkalmaza-
saval. Ha egy gént egyszer azonositottak, klonoztak és
mesterségesen megvaltoztattak, akkor még mindig
sziikség van arra, hogy a szamunkra fontos névénybe
bejuttassuk, oly modon hogy a keletkezé ndvény le-
gyen mind termékeny, mind pedig alkalmas arra, hogy
a bejuttatott gént tovabb adja az utédainak.

Szamos kiilonb6z6 modszert fejlesztettek ki, és je-
lenleg is hozzaférhetSk, amelyek alkalmasak kiilonbo-
z6 novények és novényi sejtek DNS-sel valo transzfor-
maldsara. Ezek a novények 4ltalaban kétszikiek, és bi-
zonyos sikerekrdl is beszdmoltak néhény egysziki ga-
bonandvény esetében. Azonban eddig néhéany fajt sem-
milyen modszer alkalmazasival sem sikeriilt transzfor-
malni, igy, az ebben a leirdsban ismertetett felfedezés
el6tt nem volt ismert olyan technologia, amellyel lehet-
séges volt a Zea mays-névények stabil transzformacio-
ja a bejuttatott rekombinans DNS-sel, amelyet legalabb
egy teljes szexudlis cikluson keresztiil sikeriilt tovabb
adni. Ezt a szakmai kudarcot jol dokumentilja a szak-
irodalom, és szamos 0j Osszefoglaloban targyaljék [I.
Potrykus, Trends in Biotechnology, 7, 269 (1989); K.
Weising et al., Ann. Rev. of Genetics, 22, 421 (1988);
F. Cocking et al., Science, 236. 1259 (1987)].

A DNS bejuttatdsara alkalmazott szamos kiprobalt,
vagy javasolt technika kozé tartozik az elektroporacid,
mikroinjektalas, mikrobombézas, liposzémafiizid, Ag-
robacteriummal kozvetitett transzfer, makroinjekcio-
zés, és tiszta DNS-sel valo érintkeztetés oldatban.

Példaul J. DeWet és munkatarsai [Experimental
Manipulation of Ovule Tissue, G. Chapman et al. eds.,
Longman, Inc., New York (1985), 197-269. oldal] va-
lamint Y. Ohta, [Proceedings of the National Academy
of Sciences, USA, 83, 715 (1986)] leirjak, hogy sike-
riilt DNS-t bejuttatni kukoricaba, oly médon hogy pol-
lenszemeket kevertek el DNS-oldattal, és a pollent a ku-
korica selymére vitték. Ezekben a kdzleményekben
nincs olyan molekularis adat, amely meger8sitené azt,
hogy idegen DNS jutott be a kukoricasejtekbe. Arntzen
és munkatérsai a 275 069 szdmu eurdpai szabadalmi le-
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irasban kozlik azt, hogy a DNS-t kukorica pollenjével
mkubaltik, és ezutin a kukorica csdvét beporoztak
vele, majd magok keletkeztek. Az ezekbdl a magvak-
b6l szdrmazd névényekrdl leirtdk, hogy tartalmazzak a
bejuttatott DNS-t, de nem gondoltak, hogy a bejuttatott
DNS egy teljes szexualis cikluson atjut.

A. Graves és munkatarsai [Plant Mol. Biol., 3.,
43 (1986)] a Zea mays-palantak Agrobacteriummal koz-
vetitett transzformalasét irjak le. A bizonyitékok olyan
vizsgalatokon alapulnak, amelyek nem mindig megbiz-
hatok. A mai napig nem irtak le ujabb sikeres transzfor-
méci6t sem pollennel sem Agrobacteriummal kozveti-
tett transzfertechnikak alkalmazéasaval.

A mikrobombazasrol leirtak, hogy transzformalt ku-
koricasejteket eredményez. A technikat Sanford és
munkatérsai irjék le [Part. Sci. and Techn., 3, 27
(1987); 331 855 szamu eurdpai szabadalmi leiras, ami
a07/161 807 szériaszami amerikai egyesiilt allamokbe-
1i szabadalmi bejelentésen alapul, amelyet 1988. febru-
ar 28-an jelentettek be. Klein és munkatdrsai [Plant
Physiol., 91, 440 (1989)] leirjék a transzformalt kukori-
casejtek elGallitasat, mikrobombazas alkalmazasaval.
A hasznalt sejtek azonban nem voltak képesek nové-
nyekkeé regeneralodni. Tehat még nem kozoltek kisérle-
ti leirast, amelyben a DNS-t a bombazasi technikéval
juttatjdk be barmilyen tipush regeneralhat6 kukorica-
sejtbe. Semmilyen génnek nem irtak le kukoricakallusz
bombazasabol szarmazo stabil bejuttatasat kukoricasejt-
be, valamint nem sikeriilt elérni, hogy ezt kévetGen ter-
mékeny névényeket regeneraljanak a kalluszbol, és a
bejuttatott gént a transzformalt ndvény egy szexudlis
cikluson 4tjuttatta volna. D. McCabe és munkatérsai a
270 356 szamu eurdpai szabadalmi leirasban leirjak a
kukorica viragpor-DNS-sel val6 bombazasat, a virag-
pornak a selyemre valo juttatasat, és olyan magvak kép-
z8dését, amelyek tartalmazzak az idegen DNS-t. Arra
azonban nincs bizonyiték, hogy a DNS atjutott egy tel-
jes szexualis cikluson, és a csoport tovabbi eredménye-
ket sem kozolt.

A kukoricaprotoplasztok elektroporaci6jarédl leir-
tdk, hogy transzformalt sejteket eredményezett [M. E.
Fromm et al., Nature, 319, 791 (1986)], jollehet ezek-
bol a sejtekbdl nem lett késébb regeneralodott novény.
munkatarsai is leirtdk [Science et al., 240, 204 (1988)].
Bér a recipiens sejteket transzformaltak, és ez utobbi
esetben a sejtek képesek voltak novényekké regenera-
16dni, a névények maguk sterilek maradtak. Ezenkiviil,
a Rhodes és munkatarsai altal a sejtvonalak eldallitasa-
ra hasznalt modszerek nem voltak reprodukalhatok.

Egy tovabbi buktat6 a termékeny transzgenikus ku-
koricandvények elbéllitdsdban a néhany transzforméans-
nak a kivalasztisa, oly médon hogy a transzformén-
soknak sem a regeneralokapacitasa (a protoplasztok
vagy sejttenyészetek esetében), sem a termékenysége
ne romoljon el. A transzformacids technikakkal éltala-
ban elGallitott kisszamu transzformans kovetkeztében
gyakran van sziikség valamilyen szelekciods eljarasra.
A szelekci6 azonban altaldban bizonyos toxikus anya-
gok, példaul herbicidek vagy antibiotikumok hasznala-
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tat jelenti, ami rombolo hatassal lehet vagy a regeneral-
hat6sagra, vagy a keletkez6 novény termékenységére.

Masrészr6l, az ismert volt, hogy a nemtranszfor-
malt kukoricaprotoplasztok, a tenyésztett sejtek és a kal-
lusz legalabb regenerélhatd, és a keletkezd ndvények al-
talaban termékenyek. Példaul R. D. Shillito és munka-
tarsai [Bio/Technology, 7, 581 (1989)], valamint L.M.
Prioli és munkatarsai [Bio/Technology, 7, 589 (1989)]
leirjak protoplasztok elGallitasat sejttenyészetekbdl,
majd ezekbdl termékeny ndvények felnevelését. C. A.
Rhodes és munkatéarsai [Bio/Technology, 6, 56 (1988)]
olyan kisérleteket kozolnek, amelyek soran embriona-
lis kukoricasejtek tenyészetébdl izolalt protoplasztokat
sikeriilt regeneralniuk.

A szakembereknek azonban nem sikeriilt meghata-
rozni, hogy mely kukoricaszévetek vagy -tenyészetek a
megfelelé befogadoi az idegen DNS-nek, azaz melyek
tartalmaznak elegend6 szami befogadoképes sejtet, ame-
lyekbe a DNS stabilan integralodik, ugyanakkor részét
képezik a csirasejtvonalnak, azaz annak a sejtvonalnak,
amely a kivetkezd novénygeneraciot hozza létre.

A szakma tehdt egy dilemmaval allt szemben. Mi-
kozben bizonyos transzforméacios technikakat javasol-
tak, vagy irtak le transzformans kukoricasejtek eléallita-
sdra, és bizonyos sejteket, illetve szoveteket javasoltak
potencialis befogadoknak, mivel képesek voltak regene-
ralodni, a szakteriileten dolgozdok nem voltak képesek
a technikdknak egy olyan kombinacidjat eltalalni,
amellyel sikeresen lehetett volna olyan transzformalt
kukoricandvényt elallitani, amelyek a beléjiik juttatott
DNS-t képesek lettek volna egy teljes szexudlis ciklu-
son keresztiil drokiteni.

A jelen taldlmany targya tehat termékeny, stabilan
transzgenikus Zea mays-névények el6éllitasa, valamint
ezekbdl olyan magvak begy(jtése, amelyek a bejutta-
tott gént képesek az utédoknak tovabb adni. A taldl-
many targya tovabba ilyen stabilan transzgenikus nové-
nyek és magvak elBallitdsa mikrorészecske-bombézas-
sal, valamint szelekcios eljaras, amely a transzformalt
sejteknek legalabb egy részének magas szinti életképes-
séget biztosit. A taldlmany tirgya tovabba kukorica
mellett méds, magvas gabonandvényekbdl termékeny,
stabilan transzgenikus ndvények elballitasa.
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A jelen talalméany targyat rekombinans DNS-t, el6-
nyodsen kromoszomalisan integralodott rekombinans
DNS-t tartalmazd termékeny transzgenikus Zea mays-
novények képezik, amelyekben a bevitt rekombindns
DNS tovabb 6roklédik.

A taldlmany targyat képezik tovabba mindazon ter-
mékek, amelyek transzgenikus Zea mays-novényekbél,
novényi sejtekbdl, novényi részekbdl, illetve magvak-
bol szarmaznak.

A taldlmény targyat képezik tovabba olyan transz-
genikus Zea mays-magvak, amelyek stabilan integra-
l6dott rekombinans DNS-t tartalmaznak, és ezeknek
azok az utddai, amelyek Orokolték a rekombinans
DNS-t. A talalmény targya tovabba a transzgenikus no-
vények nemesitése, valamint a rekombinans DNS ezt
kovetd beépitése barmely Zea mays-ndvénybe vagy
-vonalba.

A talalmany targya tovabba eljaris rekombinans
DNS-t tartalmaz termékeny transzgenikus Zea mays-
novények el6allitdsara. Az eljaras mikrorészecske-
bombézason, szelekcion, a névények regeneralsan, va-
lamint konvencionalis visszakeresztezési technikakon
alapul.
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A talalmany targya tovabba eljards Zea maystdl elté-
16, termékeny transzgenikus pézsitfiiszer(i transzfor-
malt ndvények elGallitdsara, amelyeket a tradicionalis
moédszerekkel, mint példaul elektroporiciéval, Agrobac-
teriummal, injektalassal és a korabbi ballisztikus techni-
kékkal nem lehetett megbizhatdan transzformalni.

A talalmény targyat képezik tovabba transzformalt
embriogenikus szovetbdl, az ezekbdl nyert transzgeni-
kus magvakbdl, valamint az R1 és egyéb generaciokbol
nyert regeneralt termékeny novények.

A jelen taldlmany egy el6nyds megvaldsitasi mod-
jat képezi egy termékeny, transzgenikus kukoricand-
vény, amelyet stabilan transzformaltak egy rekombi-
néns, kiméragénnel, és ez a gén mag-tartalékfehérje-
ként stabilan expresszal egy fehérjét, példaul a 10 kD
méretlt zein fehérjét, oly moédon hogy legaldbb egy
aminosavszintje magasabb, mint ami a sziil6i, nem-
transzformalt sejtvonalban talalhat6. Az emlitett gén
tobbszords kopidjanak expresszidja, illetve a thlexp-
resszi0ja lényegesen megvaltoztatja bizonyos aminosa-
vak szintjét a magban, példaul a lizinét, metioninét,
treoninét és a hasonlokét. A tovabbiakban a ,lényege-
sen megndvekedett” szakkifejezés azt jelenti, hogy egy
adott aminosav szintje legalabb 10—20%-kal magasabb
mint abban a kiindulasi névényben vagy noévényi rész-
ben, amelyet nem transzforméltunk az emlitett mag-
tartalékfehérje génjével. Az elényds megvaldsitasi mo-
dok szerint a taldlmény szerinti eljirdssal termékeny,
transzgenikus novényeket allitunk eld morzsalékos
embriogén kalluszcsomoéinak rekombinans DNS-sel bo-
ritott mikrorészecske-bombazasaval, majd a transzfor-
malt kalluszvonalak szabalyozott tapkézegben valo né-
vesztésével.

Az alabbiakban roviden ismertetjitk a mellékelt ab-
rakat.

Az 1A. abran Az 1. példaban hasznalt pHYGI1 plaz-
mid vektor térképét lathatjuk. Az 1B. dbréan lathatjuk a
linearizalt pHYGI1 plazmid megfeleld részét, amely a
HPT kodolé szekvenciat és a kapcsolodd szabalyozoele-
meket tartalmazza. A bazisparok szamozisa a jelzett
restrikcios enzimek felismerési helyének 5’ nukleotid-
janal indul, a CaMV 358 promoter 5° végénél levd
EcoRI hellyel kezdGdve.

A 2A. 4bran az . példiban hasznalt pBII221 plaz-
mid vektor térképét lathatjuk. A 2B. dbran lathatjuk a
linearizalt pBII221 plazmidot, a HindIlI hasitasi hely-
t6l az EcoRI hasitasi helyig.

A 3. abrén a PH1 kalluszvonalbol és egy transzformé-
latlan kontroll-kalluszvonalbol izoldlt DNS Southern-
blotja, valamint a vizsgalatban hasznalt pHYGI1 probak
sematikus dbrazolasa lathato.

A 4. dbran a PH1 kalluszvonalbdl és egy transzfor-
malatlan kontroll-kalluszvonalbo! regenerdlt RO nové-
nyek leveleibdl izolalt levél-DNS Southern-blotja, vala-
mint a vizsgélatban hasznalt pHYGI1 probak semati-
kus abrazolasa lathato.

Az 5. abran a PH1 RO nvények és a transzformalat-
lan RO n6vény R1 utédainak leveleibdl izolalt Southern-
blot, valamint a vizsgélatban hasznalt pHYGI1 probak
sematikus dbrazolasa lathato.
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A 6. abran a PH2 kalluszvonalbdl és egy transzforma-
latlan kontroll-kalluszvonalbél izoldlt DNS Southern-
blotja, valamint a vizsgélatban hasznalt pHYGI1 probak
sematikus abrazolasa lathato.

A 7TA. 4bran a II. példaban hasznalt pZ27Z10 plaz-
mid vektor térképe lathat6. A 7B. dbrin a linearizalt
pZ27Z10 plazmid 14that6, amely a z10 kodol6 szekven-
ciat, valamint a kapcsolodé szabalyozoelemeket tartal-
mazza.

A 8. 4bran a PCR indit6 molekuldknak a kiméra
z27-z10 génben vald lokalizacidja lathatd, sematikusan
abrazolva.

A jelen taldlmany targya a Zea mays-fajba tartozd
termékeny transzgenikus névények és magvak eldallita-
sa, illetve targyat képezik az ilyen transzgenikus nové-
nyekbdl elallitott novények, novényi szovetek és mag-
vak, valamint az utédok, és az ezekbdl szarmazo termé-
kek, eldnydsen azok a transzgenikus Zea mays-nové-
nyek, amelyek javitott élelmi- vagy tapértékkel rendel-
keznek. Az alabbiakban el6allitott transzgenikus nové-
nyek kdzé tartoznak ennek a fajnak az 6sszes novényei,
beleértve a takarmanykukoricat ,.field corn”, a pattogat-
ni valé kukoricdt ,pop corn”, a csemegekukoricat
»sweet corn”, a kemény maga kukoricat ,,flint corn” és
a l6fogh kukoricat ,,dent corn”.

A transzgenikus” szakkifejezés jelentése a tovab-
biakban barmely olyan sejt, sejtvonal, kallusz, szovet,
ndvényi rész vagy novény, amelynek a genotipusat egy
rekombindns DNS jelenlétén keresztiil megvaltoztat-
tak, amely DNS-t a génsebészetben ,heterolog DNS”-
ként, ,,exogén DNS”-ként vagy ,.idegen DNS”-ként em-
litik, és amely DNS-t a novény genetikai anyagaba a
génsebészet modszereinek alkalmazasaval juttattik be,
illetve eredetileg egy ilyen modszer alkalmazisaval jut-
tattdk be egy sziildi novény genetikai anyagaba, és azt
kovetBen a késdbbi generaciokba szexualis keresztezés-
sel vagy aszexualis szaporitdssal vitték at. A tovéb-
biakban a ,,genotipus” szakkifejezés jelentése a sejtben
talalhaté Osszes genetikai anyag, akar kromoszomalis
vagy extrakromoszomadlis eredetli. Ezek szerint a
Jiranszgenikus” szakkifejezésnek az alibbiakban vald
hasznélata nem fedi a Zea mays genotipusénak szokva-
nyos nemesitési modszerekkel valo megvaltoztatasat, il-
letve a természetben el6forduld eseményeket, példaul a
random keresztbetermékenyitést, virusfertézést vagy
spontdn mutaciot.

Az ,orokletes” szakkifejezés alatt azt értjiik, hogy a
DNS a ndvénynek legalabb egy teljes szexudlis ciklu-
san at atadodik, azaz az egyik novényr§l a masikra a
gamétikon keresztiil adodik at.

A jelen talalmany szerinti transzgenikus ndvénye-
ket eléallithatjuk

(i) egy regeneralhaté sejttenyészet, elénydsen egy
laza embriogén kallusz létrehozéasaval,

(ii) az emlitett sejttenyészetet mikrorészecske-bom-
bézasi technika alkalmazasaval transzformaljuk;

(ii1) a transzformalt sejteket azonositjuk vagy sze-
lektaljuk, és

(iv) a transzformalt sejtekbdl termékeny transzge-
nikus ndvényeket regeneralunk.
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Néhany, a jelen taldlmany szerinti ndvény elGallitha-
t6 a transzgenikus magvakbo6l, amelyeket a termékeny
transzgenikus névényekbdl éllitottunk eld szokvanyos
keresztezési technikdk alkalmazasaval transzgenikus
elit vonalak és varidnsok elGallitasa céljabol, illetve
kommersz hibrid magvakbdl, amelyek a rekombinéns
DNS-t tartalmazzék.

1. Novényi vonalak és szivettenyészetek

A termékeny transzgenikus kukoricandvények elal-
litasara killonosen alkalmas sejtek azok a kalluszsejtek,
amelyek regenerathatok mind a szelekciés korilmények
ko6zott valé novesztés el6tt, mind az utdn, amint azt az
alabbiakban részletesen ismertetjiik. Ezek a sejtek altala-
ban a merisztémas szovetbdl szarmaznak, amelyek végle-
gesen még nem differencialodott sejteket tartalmaznak.
A pazsitfii jellegl magvakban altalaban, kiilonosen a ku-
koricaban ezek azok a szovetek, amelyek a fiatal levelek
bazalis régidiban, az éretlen cimerekben, az éretlen emb-
riokban és a sziklevélhiively csomoéiban talalhatok. El6-
nyosen az éretlen embridkat alkalmazzak. Az ezekbdl a
szovetekbdl és novénytipusokbol valb kalluszkészités és
fenntartds modszerei j6l ismertek a szakteriileten jartas
szakember szamara, és hozzaférhet6k a szakirodalom-
ban [lasd Phillips et al., (1988)], amely leirdsra a tovab-
biakban referenciaként hivatkozunk.

A specifikus kalluszoknak képeseknek kell lenniiik
arra, hogy termékeny novényekké regeneralodjanak.
Egy specifikus kallusznak a regeneracios kapacitasa
fontos az alabbiakban alkalmazott bombazasi/szelek-
ci6s eljaras szempontjabol, mivel a szelekci6 soran és
utan a regeneracios kapacitds jelentdsen lecsokkenhet.
Ezért fontos olyan tenyészetekkel indulni, amelyek a le-
hetd legnagyobb regeneracios kapacitassal rendelkez-
nek. A legalabb 3 honapos és maximum 36 hénapos kal-
luszt taldltuk elég magas regeneracios szinttel rendelke-
z8nek, és ezért ezt részesitjiik elényben. Egy adott te-
nyészet regeneracios kapacitiasa konnyen meghataroz-
hato, ha mintakat visziink 4t beldle a regeneral6 taptalaj-
ra, €s figyeljiik a hajtasok, gydkerek és palantak kiala-
kul4sat. A Petri-csészénként, vagy egy gramm friss szo-
vetb6l keletkez8 palantdk szdma hasznélhat6 a regene-
réciés kapacitas durva becslésére. Altalaban az a tenyé-
szet az el6nyos, amely legalabb egy névényt eredmé-
nyez egy gramm kalluszszovetb6l.

Mikozben kallusztenyészet indithaté szamos kiilon-
b6z8 ndvényi szovetbdl, az aldbbiakban hasznalatos te-
nyészetek el6nyodsen éretlen kukoricaembriokbol szar-
maznak, amelyeket egy kalasznak a magjardl tavolitot-
tunk el, amikor az embridk koriilbeliil 1-3 mm hossz(-
ak. Ez a hossziisag éltalaban a beporzas utan 9—14 nap-
pal jelentkezik. Aszeptikus koriilmények kozott az emb-
ridkat szokvanyos szildrd taptalajra tessziik, az embrio
tengelyével lefelé, (pajzsocska folfelé). A kalluszszovet
néhany nap vagy néhany hét alatt fejlédik ki a pajzsocs-
kabol. Miutén a kallusz eléggé megnétt, a sejteknek a
pajzsocskabol vald szaporodasa a morzsol6do, laza kon-
zisztencidig valamint a jol definialt embridk megjelené-
séig értékelhet6. A ,jol definidlt konzisztencia” azt jelen-
ti, hogy a szdvet konnyen szétoszlathatd anélkiil, hogy
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ezzel megsértenénk a sejteket. Az ezzel a morfoldgidval

rendelkezd szovetet azutan friss taptalajra visszik 4t, és

rutinszertien 0j tenyészeteket inditunk rola minden maso-
dik héten. Szitalast alkalmazhatunk arra, hogy csokkent-
stik az Osszecsapzodast, és/vagy megndveljilkk a sejtek

osszfelszinét az atoltasi periddusban.

A kalluszt indito tiptalaj elényosen szilard taptalaj.
Az el6nyos megvaldsitasi mod szerint az inditd/fenntart6
taptalaj tipikusan a Chu és munkatarsai szerinti N6 so-
kon alapul (1975), amint azt Armstrong és munkatdrsai
kozlik (1985), illetve a Murashige €s munkatérsai szerin-
ti MS s6kon. Az alaptaptalajt szachar6zzal és 2,4-diklor-
fenoxi-ecetsavval (2,4-D) egészitjikk ki. A kiegészitGk-
6], Ogymint az L-prolinrdl és a kazeinhidrolizatumrél
azt talaltuk, hogy megjavitjak a kallusztenyészetek ini-
cidcios frekvencidjat, morfologiajat és névekedését. A te-
nyészeteket altaldban sotétben tartjuk, béar kis mennyisé-
gl fény is alkalmazhatd. A fenntartashoz és szaporitas-
hoz sziikséges 2,4-D szintetikus hormon mennyisége al-
talaban koriilbeliil 0,3 és 3,0 mg/1 kozott van.

Jollehet az alabbiakban laza embriogén kallusszal si-
keres transzformaciot és regeneraciot értiink el, ez nem
jelenti, hogy mas transzformalhato regeneralhat6 sejtek,
szovetek vagy szervek nem hasznalhatok a jelen talal-
many szerinti termékeny transzgenikus novények el6al-
litdséra. Az egyediili aktudlis megkotés a transzformalt
sejteket illetden az, hogy a transzformalés utan képesek-
nek kell lenniiik egy novénnyé valé regeneralodasra,
amely tartalmazza a rekombinians DNS-t, az aktualisan
hasznalt adott szelekci6 vagy szlir6vizsgalat utan.

Hasznélhatok példaul folyadék szuszpenzids tenyé-
szetben novekvo sejtek. Ezeknek a tenyészeteknek a 1ét-
rehozéasahoz a II-es tipusu kalluszt 4—6 honap eltelté-
vel folyadék taptalajra visszilkk at. A regeneralhaté
szuszpenzios folyadéktenyészetek eldallitasahoz sziik-
séges modszereket és referencidkat a kovetkezd kozle-
ményekben taldljuk meg [C. E. Green et al., Maize for
Biological Research, Plant Molecular Biol. Assoc.,
367-372 (1982); R. Phillips et al., Corn and Corn Imp-
rovement, Agronomy Soc. Amer., (31 ed) 345-387
(1988); 1. Vasil, Cell Culture and Somatic Cell Gene-
tics of Plants, I, Laboratory Procedures and Their
Applications, Academic Press, 152—158 (1984)]. Tipi-
kus esetben a szuszpenzids tenyészetekhez hasznalt fo-
lyadék taptalajok Osszetétele ugyanaz, mint a szilard
kalluszindukcids taptalajoké. ABA-t (abszcizinsavat)
adhatunk 10-7 moV/liter mennyiségben a folyadék tapta-
lajhoz, hogy megndveljiik a regeneréacids kapacitast és
javitsuk a tenyészet életképességét. Az el6nyos, ha a
kalluszt nem sziirjiikk meg miel6tt a folyadék taptalajba
juttatjuk.

A folyadék taptalajokban lev tenyészeteket tovabb
oltjuk, amint az az aktiv névekedés és a regenerativ tu-
lajdonsagaik fenntartdsdhoz sziikséges. Az el6nyos meg-
valositdsi modok szerint a tenyészeteket hetente egy-
szer atoltjuk, friss tiptalajjal 1:8—9 aranyban higitva.

1I. A transzformalashoz hasznalt DNS
A tovébbiakban a ,rekombindns DNS” szakkifeje-
z€s arra a DNS-re vonatkozik, amelyet barmely forras-
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bdl szdrmazik vagy izolaltunk, amely ezt kovetSen ké-
miai moédszerekkel megvaltoztathatd, és amelyet ké-
s6bb Zea mays-névényekbe juttatunk. Egy példa a re-
kombinans DNS-re, amely ,,szArmazik” egy forrasbol
egy olyan DNS-szekvencia, amely egy adott szerveze-
ten beliil hasznos fragmentként van azonositva, és ame-
lyet azutin kémiai Gton szintetizalunk lényegében tisz-
ta formaban. Egy példa a rekombindns DNS-re, ame-
lyet ,,izolaltunk” egy forrasbol egy olyan hasznos
DNS-szekvencia, amelyet az emlitett forrasbol kémiai
modszerekkel, példaul restrikciés enzimekkel kivag-
tunk, Ggyhogy tovabb manipulalhatd, példaul amplifi-
kalhaté a talalmany szerinti felhasznalas céljabol, a gén-
sebészet modszereinek alkalmazasaval.

Tehat a ,,rekombinans DNS” lehet teljesen szinteti-
kus DNS, félszintetikus DNS, bioldgiai forrasbol izolalt
DNS, valamint bevitt RNS-bdl szdrmazé DNS. A re-
kombinans DNS 4ltalaban nem tartozkodik eredetileg a
Zea mays genotipusban, ami a DNS befogaddja, de a ta-
lilméany oltalmi korébe tartozik, hogy egy gént egy
adott Zea mays genotipusbdl izolaljunk, majd ezt kdve-
téen ennek a génnek tobb masolatat juttassuk be ugyan-
abba a genotipusba, azaz megnoveljitk egy adott génter-
mék termel8dését, példaul egy tartalékfehérjéét.

A rekombinins DNS nem korlatozodik novényi gé-
nek DNS-ére hanem lehetnek nem ndvényi gének, pél-
d4ul a baktériumokbol, éleszt6kbsl, allatokbol vagy vi-
rusokbdl szdrmazo6, modositott gének, géndarabok, ki-
méragének, beleértve azokat a géneket, amelyek ugyan-
abba, illetve eltérl Zea mays genotipusba tartoznak.

Az alibbiakban transzformécidra hasznélt rekom-
binins DNS lehet cirkuldris vagy linearis, kétszala
vagy egyszali. A DNS altaldban kiméra-DNS forméja-
ban fordul el6, ilyen példaul a plazmid-DNS, amely tar-
talmazhat kodolorégiokat, amelyeket a kapott kukorica-
novényben lev8 rekombindns DNS expresszi6jat elose-
gité szabalyozoszekvencidk hatérolnak. Példaul a re-
kombindns DNS maga is tartalmazhat egy promotert,
amely aktiv a Zea maysben, vagy hasznalhat egy olyan
promotert, amely mér jelen van a Zea mays genotipusa-
ban, azaz a transzformacio6 célpontjéban.

A szakteriileten jartas szakember szamara jol is-
mert bizonyos novényeket transzformalni képes re-
kombinins DNS-ek dsszetétele és elGallitasi modja, és
ugyanilyen Osszetételek valamint készitési modok
hasznélhatok az aldbbiakban hasznalhaté DNS-ek el6-
4llitasara. A DNS specifikus 9sszetétele nem kdzponti
jelent8ségl a jelen taldlméany szempontjabol, €s a talal-
mény nem fiigg a hasznalt specifikus rekombinéns
DNS osszetételétdl. K. Weising és munkatarsai [Ann.
Rev. Genetics, 22, 421 (1988)] leimak alkalmas DNS-
komponenseket, szelekcios genetikai bélyegeket, ripor-
tergéneket és hasonlokat, valamint megfeleld referen-
cidkkal szolgalnak az sszetételiiket illetGen. J. Samb-
rook és munkatdrsai [Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, NY (1989)] alkalmas modszereket ko-
z6lnek a készitéshez. A rekombindns DNS éltalaban ki-
csi, azaz koriilbeliil 30 kb-nal kisebb, hogy minimali-
zaljuk a fizikai, kémiai vagy enzimatikus roncsolodas
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lehetGségét, amelyrdl ismert, hogy nd, amint a DNS
mérete nd.

Az aldbbiakban hasznélhaté rekombindns DNS-ek
kozé tartozik minden olyan DNS, amely a keletkezd
transzgenikus kukoricandvénynek valamilyen elényds
tulajdonsagot ad é&t, illetve elésegiti annak megnyilva-
nuldsat. A DNS kddolhat fehérjéket vagy antiszensz
RNS-transzkriptumokat, abbdl a célbdl, hogy elésegit-
se a javitott élelmiérték, magasabb termés, kértevd re-
zisztencia, betegségekkel szembeni rezisztencia, herbi-
cid rezisztencia és hasonlok létrejottét. A DNS kodol-
hat példaul egy DHP szintetazt, azaz a dapA gént, ami-
nek a kdvetkezménye lehet a megndvekedett lizinter-
melés, Bacillus thuringiensis (Bt) delta-endotoxint
vagy protedzinhibitort a rovarok elleni rezisztencia biz-
tositasara, bakteridlis EPSP szintetazt a glifozat herbi-
cid elleni rezisztencia biztositdsdra, valamint kitinizt
vagy gliikan-endo-1,3-B-glikkozidézt a fungicid tulaj-
donsagok biztositaséra.

Az élelmi- vagy tapérték biztositisa szempontjabol
fontosak azok a gének, amelyek magas szinten tartal-
maznak esszencialis aminosavakat. Példaul csirkék tap-
érték szempontjabdl megfeleld, optimalis novekedést
biztositd taplalasdhoz a kukorica-szdjaliszt csirketépot
altaldban kiegészitik szintetikus metioninnal vagy me-
tioninanaloggal. Olyan kukoricavonalak kifejlesztése,
amelyek tobb metionint tartalmaznak, csokkenthetik a
metionin kiegészit6 irdnti igényt. Az ilyen magas me-
tionintartalmi kukorica-sejtvonalak kifejlesztését oly
modon végezhetjiik, hogy a kukoricagenomba erGsen
expresszalodo gént vagy géneket juttatunk be, amelyek
magas metionintartalmu fehérjét kodolnak.

A magas metionintartalmu fehérjéket kédolé gének
ko6zé tartoznak példaul:

1. a kukorica 15 kD-os zein fehérjéjét kodolé gén
(11% metionin), [Pedersen et al., Journal of Biological
Chemistry, U261U, 6279 (1986)];

2. a Brazil di6 tartalékfehérjéjét kodold gén (18%
metionin), [Altenbach et al., Plant Mol. Biol., &,
239 (1987)}; és

3. a kukorica 10 kD-os zein fehérjéjét kodold gén
(22,5% metionin) [Kirihara et al., Gene, 71, 359
(1988)].

Az eldnyben részesitett gén a 10 kD-os zein fehérjét
kodol6 gén, mivel ez egy endogén kukoricagén, amely-
nek a fehérjeterméke normalis kériilmények kozott ak-
kumulalédik a magban, és kétszer annyi metionint tar-
talmaz mint a 15 kD-os zein fehérje. Ahhoz, hogy erd-
sen expresszaljon a magban, a gén kodoloszekvenciajat
adott esetben egy erfsen expresszalodd, magspecifikus
génszabélyozo szekvencidjaval fuzionaltatjuk. Egy ma-
sik modszer szerint, ha az érintetlen endogén 10 kD-os
zein gént tobb példanyban juttatjuk be a kukorica
genomjaba, akkor ezzel is megndvelhetjiikk a kukorica-
magok metionintartalmat.

A lizin, ami egy esszenciélis része az emberek és
egygyomru allatok étrendjének, a f3 terményekben, 8-
leg a gabonakban eléfordulé harom leginkabb korlato-
zott mennyiségli aminosavhoz tartozik. Ennek kovet-
keztében a gabonaalapu étrendeket ki kell egésziteni
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szintetikus lizinnel, illetve lizintartalma olajosmag-
fehérjeliszttel. Tovabba, mivel az olajos magvak liszt-
jei magukban is dltalaban nem tartalmaznak elegend6
lizint, ezért ha a tapkeveréket lizin miatt egészitjiik ki
veliik, ez gyakran ahhoz vezet, hogy olyan tipot ka-
punk, amelynek til magas az egyéb kevésbé fontos tap-
anyagtartalma. Tehat, akar a gabonamagvak, akar az
olajos novények magjanak, akir mindkettének a lizin-
tartalmét novelve lényeges tapérték-névekedést kapha-
tunk, valamint jelentds koltségmegtakaritast érhetiink
el a végfelhasznalonal, azaz a sertés- és csirketenyész-
t6nél.

Az egyik megkozelités a gabonak lizintartalmanak
novelésére, ha deregulaljuk a bioszintézisutat, és lehetd-
vé tesszilkk, hogy szabad lizin halmozoddjon fel. Az
Escherichia coli dapA génje dihidropikolinsav-szinte-
tazt (DHPS) kédol, ami kulcs-szabalyozbenzim, amely-
nek aktivitdsdt a novényekben erfsen gitolja a lizin.
A baktériumeredetii enzim koriilbelil 200-szor kevésbé
érzékeny a lizines gatlasra. A dapA gén bejuttatasa és
expresszija a névényi sejtekben lehetGvé teszi a sza-
bad lizin szintézisét azutan is, hogy a természetes n6vé-
nyi DHPS mar teljesen gatlodik.

Kiilonos jelentGséggel bir a kukorica terméshozama-
nak fenntartasaban, és 1ényegesen hozzajarul a kukori-
ca termesztési koltségeinek csokkentéséhez, ha a kuko-
ricat megvédjilk a kartevé rovarok timadasatol. Az
Amerikai Egyesiilt Allamokban a kukorica f6 kartevGi
a kiilonbozd Lepidoptera fajok, példaul a Coleoptera fa-
jok, ugymint a Diabrotica alfaj. A kukorica megvédése
a rovarok elleni tdmadastol koltséges a termeszté sza-
madra, €s mérgez6 kémiat inszekticidek alkalmazasat ko-
veteli meg meghatarozott id6kozokben. Mivel a no-
vénynemesités és szelekcid tradiciondlis modszerei
nem tették lehetévé az olyan 0j kukoricavonalak kifej-
lesztését, amelyek lényegében rezisztensek a f6 rovar-
kartevokkel szemben, ezért a jelen taldlmany szerinti
rovarrezisztencia-gének vagy -szekvencidk bejuttatisa
és tovabborokitése a kukoricdban csokkentené a ter-
meszté koltségeit, csokkentené a mérgez6 kémiai in-
szekticidek felhasznélasat, és sokkal hatékonyabban
nyomn4 el a rovarkartevék mikodését.

A jelen taldlmany lényeges elemei a rovarrezisz-
tencia-gének bejuttatisa a kukoricasejtekbe, a gén mi-
totikus replikdcidja ugy, hogy a gén beépiil a teljes ku-
koricandvénybe, és végiil 6roklodik a ndvény utddaiba,
a mitotikus és meiotikus osztodas folyamataban.

A Bacillus thuringiensis (vagy ,,Bt”) baktériumok
kozé kozel 50 alfaj tartozik, amelyek olyan endotoxin
polipeptideket termelnek, amelyek abban az esetben,
ha szamos kiilonboz6 rovarfaj megemészti, akkor toxi-
kus a rovarra nézve. Az endotoxin fehérjék (Bt-fehér-
jék) biologiajat és molekuléris biolbgidjat nemrégiben
foglaltdk Ossze Whitely és munkatdrsai [Annual
Review of Microbiology, 40, 549 (1986)], valamint H.
Hofte és munkatirsai [Microbiological Reviews, 53,
242 (1989)]. A kiilonboz6 Bt-fehérjéket kodold géne-
ket klonoztak és szekvencidjukat meghatiroztak. A ku-
tatas igazolta, hogy a Bt-fehérje egyik szegmentuma 1é-
nyeges a kiilonb6z6 Lepidoptera fajokkal szembeni to-
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xicitds szempontjabdl, és ez a szegment a Bt-polipep-
tidmolekulénak az els6 50%-ban taldlhaté. Ennek ko-
vetkeztében egy csonkitott Bt-gén altal kodolt csonki-
tott Bt-polipeptid szamos esetben megtartja a toxicita-
sat szdmos Lepidoptera rovarkédrtevével szemben.
A HD73 és HD1 Bt-polipeptidekrdl kimutattdk, hogy
toxikusak az Amerikai Egyesiilt Allamokban honos ku-
koricandvények fontos Lepidoptera rovarkartevGinek
larvaival szemben, azaz az eurépai magfird, a bagoly-
pille és a gyapotbagolypille larvaival szemben. A HD1
és HD73 Bt-polipeptideket kédold géneket klonoztak
és szekvencidjukat meghatdroztdk [M. Geiser et al.,
Gene, 48, 109 (1986); M. J. Adang et al., Gene, 36,
289 (1985)], és a torzsgylijteményekben talalhatd
HD1 és HD73 torzsekbdl klénozhatdk (példaul a
Bacillus Genetic Stock Center, Columbus, Ohio, vagy
USDA Bt Stock Collection, Peoria, Illinois), standard
eljarasok alkalmazasaval.

Az 1j, eddig még nem jellemzett Bt-toxinokat ko-
dol6 DNS kloénozhaté a gazda Bacillus mikroorganiz-
musbdl, a korabban a Bt-gén klénozasara alkalmazott el-
jarasok alkalmazasaval. Ezek k6z¢ tartozik egy Bacillus
mikroorganizmusb6l izolalt DNS-kdnyvtar készitése
egy megfelelé plazmid- vagy fagvektorban, amely a
megfelel6 gazdaszervezetben szaporodik, majd a Bt-
fehérje elleni antitestek alkalmazisa, illetve a homolog
Bt-génszekvenciabol izoldlt DNS-szekvencia alkalmaza-
sa a klonozott Bt-szekvenciat tartalmazo transzforman-
sok azonositasara. A Bt kodold szekvencia kozelité he-
lyét elGszor a klénozott DNS delécids elemzésével lehet
meghatirozni. A Bt k6doldé szekvencia pontos helyét
szamos kiilonboz6 standard moédszerrel hatdrozhatjuk
meg, beleértve a klonozott DNS-szegment szekvencija-
nak meghatérozédsat, az esetleg a Bt-t kodolo nagy nyi-
tott leolvasasi keret jelenlétének meghatdrozasat ebben
a szekvencidban, és a DNS-nek a Bt-t kddolo természeté-
nek az igazoldsa a szekvencia alapjan meghatarozott
aminosavszekvencia és a Bt-fehérje részleges aminosav-
szekvencidjanak Gsszehasonlitasaval.

A jelen talalmany szerinti eljarasban jol hasznalha-
t6 kiméra Bt-gén tartalmaz egy 5° DNS-szekvenciat,
ami egy kukoricandvényben lehet6vé teszi az utina ta-
lalhat6 Bt-szekvencia transzkripcidjanak inicialasat és
még egy 3’ DNS-szekvenciat, amely egy kukoriciban
expresszalodo gén 3’ nemkddold régidjabol szarmazo
szekvenciat tartalmazza. A legfontosabb, hogy a kimé-
ra Bt-gén egy olyan DNS-szekvenciat tartalmaz, amely
a Bacillus thuringiensis altal termelt toxikus Bt-poli-
peptidet, vagy annak toxikus részét, vagy azzal jelentds
aminosavszinti hasonlosaggal rendelkezd polipeptidet
kédol. A Bt-t kodol6 szekvencia lehet:

(i) a kukorica rovarkértevéi ellen aktiv Bt-endotoxi-
nokkal lényeges homoldgidval rendelkez6, inszekticid
aktivitassal rendelkezd fehérjéket kodolé DNS-szekven-
cidk, példaul a HD73 vagy HD1 Bt szekvenciak;

(ii) a Bt endotoxin polipeptid inszekticid aktivitassal
rendelkezdé polipeptid szegmentjeit, példaul a karboxi-
vagy N-termindlis végén csonkitott HD73 vagy
HD1 polipeptidet kodold szekvencia,
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(iii) egy csonkitott Bt-szekvencia, leolvasasi keret-
ben fuzionaltatva olyan szekvencidkkal, amelyek tovab-
bi eldnydket jelentenek a ndvény szamara, példaul:

(a) szelektalhatd gének, példaul antibiotikumok

nak, a hasznos rekombindns DNS lehet nem transz-
1416d¢ is, szabalyozovagy strukturalis feladatokat latva
el. A DNS emellett bejuttathaté még azzal a céllal is,
hogy genetikai eszkdzként miikodjon, hozzon létre mu-

vagy herbicidek ellent rezisztenciat biztosito gé- 5 tansokat és/vagy segitse a kukorica DNS-szegmentjei-
nek; nek azonositasat, genetikai megjel6lését vagy izolala-
(b) riportergének, amelyeknek a terméke konnyen sat. A tovabbi példak Weising idézett publik4cidjaban
kimutathaté vagy mérhetd, példaul a luciferaz talalhatok [Ann. Rev. Genetics, 22, 421 (1988)].
vagy B-gliikuronidaz; A no6vényi sejtekbe bejuttatand6 rekombinans DNS
(c) olyan DNS-szekvencidk, amelyek a Bt-fehérje le- 10 4ltalaban tartalmaz még egy szelektalhato genetikai bé-
bomléséval szembeni stabilizaciot biztositd, vagy lyeget vagy riportergént, vagy mindkettdt, hogy lehet-
Bt-fehérje rovarellenes hatasét fokozo fehérjét ké- vé tegye a transzformalt sejtek azonositasat és szelek-
dolnak, példaul proteazinhibitorokat; és ciojat. Egy masik kiviteli mod szerint a szelektalhat6
(d) olyan szekvencidk, amelyek segitik, hogy a Bt- genetikai bélyeg lehet egy masik DNS-darabon, és kot-
fehérje a kukoricasejtek megfeleld részébe jus- 15 ranszformacids eljarasban alkalmazzuk. Mind a szelek-
son, ilyen példaul a szignél szekvencia. talhaté genetikai bélyegeket, mind a riportergénecket
A Bt-fehérje kukoricaban val6 optimalis szintézisé- megfeleld szabadlyozoészekvenciak hatdrolhatjak, ame-
nek eléréséhez az is alkalmas modszer lehet, hogy a Bt- lyek lehetdvé teszik, hogy a szekvencia expresszalod-
gén szekvencidjat Ggy valtoztatjuk meg, hogy jobban jon kukoricdban. A hasznalhato szelekciés markerek
hasonlitson azokra a génekre, amelyek hatékonyan exp- 20 jol ismertek a szakteriileten, ilyenek példaul az antibio-
resszalodnak kukoricaban. Mivel szdmos Bt-génben, tikum- és herbicid rezisztenciagének.
beleértve a HD73 és HD1 géneket is, a kodonhasz- A szelekcios markerek specifikus példai Weising és
nositas sokkal inkdbb a Bacillus fajok kodonhaszno- munkatdrsai idézett mivében taldlhatok [Ann. Rev.
sitdsara hasonlit mint a kukoricaban expresszal6do gé- Genetics, 22, 421 (1988)). Egy elényos szelekcios gene-
nekére, a Bt-gének kukoricaban val6 expresszidja javit- 25 tikai bélyeg a higromicin-foszfotranszferaz enzimet
hat6, ha ezeket a ritkdn hasznalt Bacillus kodonokat (HPT) koédol6 szekvencia, amely szirmazhat Esche-
olyanokkal helyettesitjiik, amelyeket a kukorica sokkal richia colib6l, és amely a higromicin B antibiotikummal
gyakrabban hasznil [Murray et al., Nucleic Acids szemben biztosit rezisztenciat. Mas szelekcios genetikai
Research, 17, 477 (1989)]. A kodonok ilyen helyettesi- bélyeg lehet példaul a Tn5 transzpozon aminoglikozid-
tése megkoveteli, hogy a nukleotidbazisokat ugy cserél- 30 foszfotranszferdz génje (Aphll), ami a kanamicinnel,
jik ki, hogy kozben a keletkez8 Bt-polipeptid amino- neomicinnel és G418 antibiotikumokkal szembeni re-
savszekvenciaja ne valtozzon. A Bt-polipeptid szekven- zisztenciat kodol, valamint azok a gének, amelyek a
cidja azonos lehet a bakteridlis génével, vagy annak glifozat, 2,2-diklor-propionsav, metotrexat, imidazoli-
szegmentjeivel. A teljes Bt kodolo szekvencia, vagy an- non herbicidek, szulfonil-karbamid herbicidek, bromo-
nak szekci6i, amelyek nagyobb részben tartalmazzak a 35 xinil, foszfinotricin és més herbicid vegytiletekkel szem-
kukorica altal eldnyben részesitett kodonokat mint az beni rezisztenciat vagy tirGképességet kddolnak. Azok
eredeti baktériumgén, standard kémiat modszerekkel a szelekcios genetikai bélyegek, amelyek ezek ellen a
szintetizalhat6, majd standard modszerekkel bejuttatha- fitotoxikus vegyiiletek ellen rezisztenciit vagy tGroké-
t6 a Bt-génekbe, illetve Bt-génekké allithatdk Ossze, pességet biztositanak a keletkezd transzformalt ndvény-
ilyen példaul a helyspecifikus mutagenezis, a DNS-poli- 40 ben, szintén kereskedelmi értékkel rendelkeznek.
merizacio és ligalas valamint a hasonl6 eljarasok. A fitotoxikus vegyiiletekkel szemben rezisztenciat bizto-
A rekombinans DNS-szekvencidk mellett, amelyek sitd enzimeket kddolo szelektalhat6 genetikai bélyegek
transzkripcids egységként vagy azok részeiként szolgal- génjeit az alabbi, 1. tdblazatban soroljuk fel.
1. tablazat

Szelektalhato genetikai bélyegek

Rezisztenciagén vagy enzim

Rezisztenciit biztosit

Referencia

Neomicin-foszfotranszferaz (neo)

G-418, neomicin kanamicin

P. J. Southern et al., J. Mol. Appl. Gen.,
1, 327 (1982)

Higromicin-foszfotranszferiz Higromicin B Y. Shimizu et al., Mol. Cell. Biol., 6,

(hpt vagy hyg) 1074, (1986)

Dihidrofolat-reduktaz (dhfr) Metotrexat W. W.Kwok et al., PNAS USA,
4552 (1986)

Foszfinotricin-acetil-transzferaz (bar) Foszfinotricin M. DeBlock et al., EMBO J., 6,
2513 (1987)

2,2-Diklérpropionsav-dehalogenaz

2,2-diklérpropionsav (Dalapon)

V. Buchanan—Wollaston et al., J. Cell.
Biochem., Supp. /3D, 330 (1989)
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1. tabldzat (folytatds)

Rezisztenciagén vagy enzim

Rezisztencidt biztosit

Referencia

Acetohidroxisav-szintetaz

Szulfonilkarbamid, imidazolinon és
triazolopirimidin herbicidek

P. C. Andersen et al., (US Patent No.
4761373); G. W. Haughn et al., Mol.
Gen. Genet 211, 266 (1988)

5-Enolpiruvil-sikimat-foszfat-szintetaz QGlifozat L. Comai et al., Nature. 317,

(aroA) 741 (1985)

Haloaril-nitrilaz Bromoxinil D. M. Stalker et al., publikalt PCT be;j.
WO 87/04181

Acetil-koenzim A karboxiliz Szetoxidim haloxifop W. B. Parker et al., Plant Physiol., 92,
1220 (1990)

Dihidro-pteroat-szintetaz (sul I) Szulfonamid herbicidek F. Guerineau et al., Plant Molec. Biol.,
15, 127 (1990)

32 kD fotorendszer II polipeptid (psbA) | Triazin herbicidek J. Hirschberg et al., Science. 222,
1346 (1983)

Antranilat-szintetdz 5-metil-triptofan K. Hibberd et al. (US Patent No.
4581847)

Dihidropikolinsav Aminoetil-cisztein K. Glassman et al., W089/11789 sza-
mon publikalt PCT be;j.

A riportergéneket arra hasznaljak, hogy a poten-
cidlisan transzformalt sejteket azonositsak, és hogy a
szabalyozdszekvencidk miikodSképességét kiértékeljék.
A konnyen vizsgalhato marker fehérjéket kodol6 ripor-
tergének jol ismertek a szakirodalomban. A riportergén
altaldban egy olyan gén, amely nincs jelen, vagy nem
expresszalodik a befogadd szervezetben vagy szovet-
ben, és olyan fehérjét kodol, amelynek expresszidja vala-
milyen j6l detektalhat6 tulajdonsagban jelentkezik, azaz
fenotipikus valtozasban vagy enzimatikus aktivitasban.
Az ilyen géneket Weising és munkatarsai soroljak fel
idézett publikacidjukban [Ann. Rev. Genetics, 22,
421 (1988)]. Az eldnyos gének kozé tartozik példaul az
Escherichia coli Tn9 transzpozonjabdl szarmazo klor-
amfenikol acetil-transzferaz (cat)-gén, a béta-gliikuro-
nidiz gén (gus) az Escherichia coli uidA lokuszabdl, és
a szentjanosbogarbol (Photinus pyralis) szérmazd llu-
ciferazgén. A riportergén expressziojat a DNS-nek a be-
fogadé sejtekbe vald bejuttatasa utan bizonyos id6 eltel-
tével vizsgaljuk. Az ilyen vizsgalatokra el6nyds példa le-
het az Escherichia coli béta-gliikuronidaz (GUS) génje
(R. Jefferson et al., EMBO J., 16, 3901 (1987)]. Az ez-
zel a génnel transzformalt és ezt a gént expresszalo sej-
tek kékre festédnek, ha megfeleld szubsztrattal, az 5-
brém-4-k16r-3-indolil-béta-D-gliikuroniddal (X-GLUC)
hozzuk érintkezésbe a taptalajban.

Az aldbbiakban hasznalhaté szabalyozdszekven-
cidk kozé tartozik barmely konstitutiv, indukalhat6, sz6-
vet- vagy szervspecifikus, illetve fejlddésiallapot-spe-
cifikus promoter, ami egy adott sejtben expresszalhato.
Az alkalmas promotereket Weising és munkatérsai so-
roljak fel idézett publikacidjukban [Ann. Rev. Gene-
tics, 22, 421 (1988)). Az alabbiakban a felhasznalhat6
promotereknek egy részleges, reprezentativ listajat ko-
z0ljilk : az Agrobacterium tumefaciens T-DNS-b6] szar-
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mazé szabalyozdszekvencidk, beleértve a mannopin-
szintetdz, nopalin-szintetiz és oktopin-szintetaz géne-
ket; a kukorica alkohol-dehidrogenaz promotere; a
fénnyel indukalhaté promoterek, példaul szamos kiilén-
b6z6 fajbdl szdrmazoé ribuldz-biszfoszfat-karboxi-
laz/oxigenaz kis alegységének génje; a f5 klorofill a/b
kot fehérje promoterei; a karfiol-mozaikvirus (CaMV)
358 és 19S promoterei; a kukorica fejlédés soran szaba-
lyozott promoterei, példaul a viaszos, zein vagy bronz
promoterek, ezenkiviil szintetikus vagy mds természe-
tes promoterek, amelyek lehetnek indukalhatok vagy
konstitutivek, beleértve azokat a promotereket, ame-
lyek a novényben szervspecifikus vagy fejlddésilla-
pot-specifikus expressziot mutatnak.

Mis elemek, példaul intronok, fokozok, poliadenile-
zési szekvencidk és hasonlok is képezhetik a rekombi-
nans DNS-részét. Ezek az elemek vagy fontosak vagy
nem a DNS miikodése szempontjabol, de a DNS jobb
expresszidjat szolgathatjak, azaltal, hogy befolyasoljak
a mRNS transzkripcidjat, stabilitasat, vagy hasonl6 funk-
ci6t latnak el. Az ilyen elemeket sziikség esetén belefog-
lalhatjuk a DNS-be, ha a transzformal6-DNS optimalis
mikodését akarjuk elémi. Példaul a kukorica AdhIS
elsé intronjat elhelyezhetjiik a promoter és a kodolo-
szekvencia kozé, egy adott rekombinans DNS-konstruk-
ciéban. Err6l az intronrél tudott, hogy ha benne van egy
DNS-konstrukcidban, akkor megnoveli a fehérje terme-
18dését a kukoricasejtekben [J. Callis et al., Genes and
Develop., 1, 1183 (1987)]). Egy szelekcids marker ele-
gend6 mértékl expresszidjat azonban elérhetjikk akkor
is, hogy ha a konstrukci® nem tartalmaz intront [T.
Klein et al., Plant Physiol., 91, 440 (1989)]. Egy masik,
alkalmas intron lehet a kukorica shrunken-1 elsd intron-
ja. Ezek az egyéb elemek kompantibilisek kell hogy le-
gyenek a DNS-konstrukciok egyéb részeivel.
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1II. DNS-bejuttatdsi modszerek

A rekombinans DNS bejuttathaté a regeneralhatd
kukoricatenyészetekbe, elénydsen a kallusztenyészet-
be, részecskebombazasi modszer alkalmazasaval. Az al-
kalmas részecskebombazasi mddszert Sanford és mun-
katarsai irtdk le (1987), amely leirdsra az alabbiakban
referenciaként hivatkozunk. Jollehet a kukorica nem re-
generalddod szuszpenzids tenyészetének bombdazdsira
hasznélt berendezés alkalmazasat kozolték Klein és
munkatarsai (1988a, 1988b és 1989), még nem kozol-
tek kisérleti leirdst a kallusztenyészetek vagy regeneral-
hato kukoricasejtek bombazasira. Egy mikrobomba-
zési eljarasban, amelyet biolisztikus (biolistic) eljaras-
nak is neveznek, a rekombinans DNS-nek a kalluszba
valo juttatasit biologiailag semleges anyagbol késziilt
nagyon kis részecskékkel érjitk el. Ha a semleges ré-
szecskéket DNS-sel boritjuk, és megfeleld sebességre
felgyorsitjuk, akkor a részecskék koziil egyik vagy ma-
sik képes belépni egyik vagy masik sejtbe, ahol a DNS
levélik a részecskér6l és expresszalodik. Egyik-masik
befogado sejt stabilan megtartja a bejuttatott DNS-t és
expresszalja.

A részecskék, amelyeket mikrorészecskéknek hiv-
nak, altalaban nagyon strd anyagbdl, példaul volfram-
bol vagy aranybol késziilnek. Ezeket boritjuk a kiva-
lasztott DNS-sel. A mikrolovedékeket ezutan egy mak-
rolovedék felszinére vissziik, amelyet a mikrorészecs-
kékkel egyiitt felgyorsitunk. Miutan a makrolovedék és
a mikrolovedékek elérték a megfelelS sebességet, egy
blokkoloberendezésbe iitkoznek, amely megakadalyoz-
za, hogy a makrolovedék tovabb folytassa az utjat, vi-
szont a DNS-sel boritott mikrorészecskéket nem gatol-
Ja ebben, és ezek beleiitkdznek a befogadd kalluszsej-
tekbe. A megfelelé berendezések kiilonb6z6 meghajto-
erGt hasznalnak, példaul 18port vagy lokéshullimokat
egy elektromos ivkisiilésbél [P. Christou et al., Plant
Physiol., 87, 671 (1988)]. Jelenleg azokat a berendezé-
seket részesitik eldnyben, amelyekben a hajtéerst 18por
szolgaltatja, ilyet imak le és magyaraznak el részlete-
sen Sanford és munkatarsai (1987), amely publikdciéra
a tovabbiakban referenciaként hivatkozunk.

A 18poros berendezés hasznalatdnak leirdsat Klein
és munkatérsai kozlik (1988a,b), és ez két f6 lépésbol
all. ElGszor, a volframrészecskéket elkeverik DNS-sel,
kalcium-kloriddal és spermidinnel, megfeleld sorrend-
ben, egy vizes oldatban. A kiilonb6z6 komponensek
koncentracidja a leiras szerint valtozhat. Az el6nyds el-
jaras pontosan azon alapul, amit Klein és munkatarsai
irtak le (1988b), kivéve azt, hogy az ott leirt DNS-
koncentraciot meg kell duplazni. A masodik lépés az,
hogy a DNS-sel boritott mikrolévedékeket, a makro-
lovedéket és a befogado sejteket megfeleld elrendezés-
be hozzuk a berendezésben, és a meghajtoer6t raadjuk
a makrolovedékre. Az ebben a 1épésben valtoztathatd
paraméter példaul a befogado sejtek tavolsaga a cs6tdl,
valamint a vakuumszint a mintakamréban. A befogado
szovetet 2—15, eldnyosen 5 cm-rel a leallitdlemez ala
helyezziik.

Az aldbbiakban transzgenikus novények elGallitasa-
ra hasznalhat6 kallusztenyészetek 4ltaldban a transzfer
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periodusok kozott félidGben vannak, azaz barmely
olyan ,lag” fazis utin, amely kapcsolédhat az \j tapta-
lajra valo atvitelhez, valamint még azelGtt, hogy elérné-
nek barmely ,,stacioner” fazist, ami akkor all be, ha
hosszabb idét toltenek el a tenyészetek anélkiil, hogy 4t-
oltandk Oket friss taptalajra. A szovetet koriilbeliil 30 és
80, elényosen korilbeliil 40—60 mg-os darabok forma-
jaban vannak. A csomoékat egy Petri-csészére vagy
egyéb feliiletre helyezhetjiik, és 1ényegében mindegy,
hogy hogyan rendezziik el 6ket, de tudni kell hogy

(i) a lemez kozpontjaban levé feliilet kapja a legna-
gyobb koncentracidban a fém DNS-részecskéket, és az
ott taldlhato szovet valoszinileg kdrosodik a bombazas
soran, és

(ii) a szovetet elérd részecskék szama csokken a 16-
vés kozéppontjatol tdvolabb esd szoveteknél, tehat a le-
mez kozepétdl tavol esd szovetet kisebb valoszinliség-
gel érik el a 16vedékek. Egy haloszovetet (amely eld-
nydsen fémbdl késziilt) helyezhetiink a lemezre, hogy
megakadélyozzuk a szdvet kiloccsanasét vagy kilokodé-
sét. Egy masik modszer a szovet bombazasnak valo ala-
vetéséhez, ha a szovetet vékony rétegben eloszlatjuk
egy szlr6lapon. A szdvetet egyszer vagy tobbszor bom-
béazhatjuk a DNS-sel boritott fémrészecskékkel.

VI. Szelekcios eljaras

Miutan a kalluszokat bombaztuk a rekombinans
DNS-sel, és a DNS behatolt néhény sejtbe, akkor sziik-
ség lehet arra, hogy azonositsuk és kivalasszuk azokat
a sejteket, amelyek tartalmazzdk a rekombinins DNS-t,
ugyanakkor még képesek regenerdlddni. Két altalanos
megkozelités 1étezik, amelyek ennek a feladatnak az el-
végzésére alkalmasak. El6szor, a transzformalt kallu-
szokat, vagy a bel6liik regeneralt sejteket kiilonboz4
standard modszerekkel atvizsgaljuk, hogy megtalal-
haté-e benniik rekombinans DNS, amely modszer lehet
a riportergének expresszidjanak vizsgélata, vagy a re-
kombinins DNS fenotipikus hatdsinak megfigyelése,
ha van ilyen. Egy masik, és el6nyds médszer szerint, ha
egy szelektalhaté markergént a rekombinans DNS-sel
egyiitt, vagy annak részeként bejuttattunk a sejtekbe, ak-
kor azokat a kalluszsejteket, amelyek transzformalod-
tak, a szelekcids dgens haszndlatdval azonositani lehet,
a szelektalhat6é markergén expresszidja alapjan.

A megfeleld transzformansok szelekcidja egy kriti-
kus része a sikeres transzformacios eljarasnak, mivel a
szelekcids korilményeket ugy kell megvalasztani,
hogy azok lehet6vé tegyék a transzformalt sejtek nove-
kedését és felhalmozodasat, és ekozben egyidejiileg gé-
tolja a nem transzformélodott sejtek ndévekedését.
A helyzetet bonyolitja az a tény is, hogy az egyes sejtek
¢letképessége egy adott populacidban gyakran nagyon
erdsen fiigg a szomszédos sejtek életképességétdl.
Emellett a szelekcids korilményeknek nem szabad
olyan szigortiaknak lenniiik, hogy ezzel a kalluszsejtek
ndvényregenerald képességét és a keletkezd ndvények
termékenységét kizarjuk. Tehdt a szelekcios agensnek
tasat ki kell értékelni. Ezt megtehetjikk Ggy, hogy elG-
szor kisérleti uton eldallitunk egy névekedés gatlasi gor-
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bét az adott szelekcids anyagra és a transzformalando
szovetre. Ez megadja azokat a koncentracidkat, ame-
lyek gatoljak a novekedést.

Ha egy szelektathato markergént hasznalunk, akkor
a kalluszcsomokat hagyni kell, hogy magukhoz térje-
nek a bombazas hatédsaitdl nem szelektiv taptalajon, il-
letve el6nydsebb, ha kozvetleniil a szelekcids anyagot
tartalmaz6 taptalajra visszik at.

A szelekcids eljaras lehet az, hogy egy toxikus
anyag hatasanak tessziik ki a sejteket, és a szelekcios
anyag koncentréacidjat fokozatosan valtoztathatjuk, és a
szelekciot tobb lépésben végezzilk. Az adott koncentra-
cidkat és ciklushosszakat valszinileg valtoztatni kell
az egyes anyagokndl. A jelenleg el6nyben részesitett
szelekcios eljaras szerint egy olyan szelekci6s lépéssel
kezdiink, amelyben viszonylag alacsony koncentra-
ciéban hasznaljuk a toxikus anyagot, majd a kés6bbi 1é-
pésekben ezt a koncentracidt fokozatosan emeljiik. Ez
lehetévé teszi, hogy a szelekcids anyag lassan,
hosszabb id6 alatt fejtse ki a hatdsat. El6nyosen az
anyag kezdeti koncentracigja akkora, hogy a noveke-
désgatlo hatdsénak 5—40%-a nyilvanul meg, a noveke-
dési gorbébdl megallapithaté moédon. A hatas lehet az,
hogy lehetdvé teszi a transzformalt sejteknek, hogy né-
vekedjenek és osztddjanak, mig a transzformalatlan sej-
teket ebben gatolja, de nem olyan mértékben, hogy ez-
zel a transzformadlatlan sejtek novekedését gatolja. Ha
egyszer a néhdny transzformalt sejt mar osztodott né-
hanyszor, akkor a szdvetet olyan taptalajra vihetjik,
amely a toxikus anyagot magasabb koncentraciéban tar-
talmazhatja, hogy 1ényegében az Gsszes nem transzfor-
mélt sejtet elpusztitsuk. A magasabb koncentracidk
felé vald eltolds csokkenti azt, hogy a nem transzfor-
malt sejtek adaptdlodjanak az anyaghoz. A magasabb
szint elénydsen a novekedés gatlasanak koriilbeliil
30-100%-n4l van. Az elsG szelekcids ciklus hossza le-
het 1—4 hét, elényosen koriilbeliil 2 hét. A késbbi sze-
lekcios ciklusok hossza lehet 1-12 hét, elényosen ké-
riilbeliil 2—10 hét. A feltételezett kukoricatranszforman-
sokat altalaban Ggy lehet azonositani, mint egy szaporo-
dé szektort a nem szaporodo sejtek hatterében. A kal-
luszt lehet nem szelektiv taptalajon is tenyészteni kiilon-
boz6 ideig, a teljes szelekcids peridédus soran.

Ha egyszer egy kalluszszektort azonositottunk mint
egy feltételezett transzforménst, akkor a transzforma-
ci6 megtorténtét fenotipusos és/vagy genotipusos elem-
zés alapjan lehet megerdsiteni. Ha egy szelekcids
dgenst hasznlunk, akkor a fenotipusos elemzésre egy
példa lehet, ha a feltételezett transzformans nyerssalyat
mérjiik, €s a kiilonb6z6 kontrollokhoz hasonlitjuk a sze-
lektiv 4gens kiilonboz6 koncentracidja mellett. Mas
elemzéseket is alkalmazhatunk, amelyek a rekombi-
nans DNS mikddésén alapulnak. Példaul, ha egy enzi-
met vagy fehérjét kodol a DNS, akkor az adott enzimre
vagy fehérjére specifikus enzimatikus vagy immunolé-
giai vizsgalatokat hasznalhatjuk. Mas géntermékeket al-
kalmas biologiai vizsgélattal vagy kémiai vizsgalattal
lehet kimutatni. Més ilyen technikak is jol ismertek a
szakteriileten jartas szakember szdmara, ezeket itt nem
ismételjiik meg. A gén jelenlétét szokvanyos eljarasok-
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kal is megerésithetjiik, példdul Southern-blottal, poli-
meraz lancreakcidval (PCR) vagy hasonlokkal.

V. A novények regeneraldsa és a magvak

eléallitisa

Azokat a sejtvonalakat, amelyekrél igazoltuk, hogy
transzformdlva vannak, novényekké kell regeneral-
nunk, és a kapott novények termékenységét meg kell
hatdroznunk. Azokat a transzformalt vonalakat, ame-
lyek a genotipusos és/vagy fenotipusos elemzés alapjan
pozitivnak bizonyultak, olyan taptalajra vissziik, amely
eldsegiti a szovet differencialodasat és a novény regene-
ralodasat. A regeneralast a szakteriileten jartas szakem-
ber szamara jOl ismert, standard médszerekkel végez-
hetjiik. Az altalaban alkalmazott eljarasok soran csok-
kentjiik az auxin mennyiségét, ami megszakitja a kal-
lusz szaporodésat, és elGsegiti a szomatikus embrid ki-
fejlédését vagy mas szovet differencidlodast Egy ilyen
regeneralodasi példat Green és munkatarsai k6zolnek
(1982). A novényeket érettségig neveljitk egy megfe-
lelS szobadban vagy iliveghdzban, és a megfelel6 szexua-
lis keresztezéseket elvégezziik Neuffer szerint (1982).

A regeneralast, jollehet a jelen taldlmany szempontja-
bol nagyon fontos, barmely szokvanyos méodon elvégez-
hetjiik. Ha egy szelektalhat6 genetikai bélyeget transz-
formaltunk a sejtekbe, akkor a szelekcios dgenst bele le-
het tenni a regeneralo tiptalajba, hogy ezzel is megerdsit-
siikk azt, hogy a regeneralodo hajtisok transzformdlva
vannak. Mivel a regeneralasi technikdk jol ismertek, és
nem kritikusak a jelen taldlméany szempontjabol, bar-
mely olyan technika alkalmazhat6, amellyel a regenera-
las létrejon, és termékeny novények keletkeznek.

VI. Az R1 utédok vizsgdlata

A transzformalt kalluszbdl regeneralodé ndvénye-
ket nevezziik az RO genericiénak vagy RO novények-
nek. Az RO generacié kiilonboz6 szexuélis keresztezé-
seivel elGallitott magvakat tekintjikk az R1 utoédoknak
vagy R1 generdciénak. Ha az R1 magvakat kicsiraztat-
juk, akkor a keletkez6 novényeket R1 generacionak te-
kintjiik.

Abbol a c€lbol, hogy igazoljuk a rekombinans DNS
sikeres atvitelét és orokolhetbségét egy teljes szexudlis
ciklusban, az R1 generéciot kell elemezni, hogy meg-
erdsitsiik a transzformalo DNS jelenlétét. Az elemzést
barmely modon elvégezhetjiik, példaul gy, ahogy azt
az el6zékben leirtuk a bombazott kallusz elemzésére,
amikor azt akartuk igazolni, hogy a transzformacio le-
jatszodott, szimba véve azt a tényt, hogy novényt és no-
vényi részeket hasznalunk a kallusz helyett.

A rekombinéans DNS kiilonboz6 6roklédési mintaza-
tot mutat a kiilonboz6 transzformalt vonalak esetében.
Példaul a rekombinins DNS az utédokban a mendeli
oroklésmenet szerint 6roklGdhet. Ez az oroklési mod
magiba foglalja a DNS atadasat mind a himivara, mind
a ndivari ivarsejtekbe, és a kukorica DNS-be valé sta-
bil integralodassal vagy beépiiléssel jar egyiitt. Az 6rok-
lésnek egy masik tipusa az anyai 6roklésmenet, mikor
is a rekombinans DNS elsédlegesen, vagy kizarolago-
san a néivaru ivarsejteken keresztiil adédik at. Egy
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adott transzformans esetében az oroklésmenetet a kii-
16nb6z6 szexudlis keresztezésekbdl szarmazd utddok
elemzésével lehet meghatarozni.

VII. A rekombindns DNS atvitele mds

kukoricavariansokba

A termékeny, transzgenikus novényeket ezutan
szokvanyos kukoricanemesitési programban alkalmaz-
hatjuk, hogy a bevitt rekombinans DNS-t bejuttassuk a
kivélasztott vonalakba vagy varidnsokba. A kukorica
konvergens javitasdnak modszereit Hallauer és munka-
tarsai irtdk le (1988), amely publikiciéra a tovébbiak-
ban referenciaként hivatkozunk. A szokvanyos nemesi-
tési programok altal alkalmazott megkozelitések kozott
van egy konverzios 1épés is (visszakeresztezés). Rovi-
den, a konverziot Ggy hajtjuk végre, hogy a kiindulasi
termékeny novényt elit, beltenyésztett vonalakkal ke-
resztezzilk. Az ebbdl a keresztezésbGl szarmazo6 utédok
ugy szegregélnak, hogy a novények koziil néhany hor-
dozza a rekombinans DNS-t, mig néhdny nem. Azokat
a novényeket, amelyek hordozzdk a DNS-t, ismét ke-
resztezzilk elit beltenyésztett vonalakkal, igy kapunk
olyan utédokat, amelyek még egyszer szegregaltak. Ezt
a visszakeresztezési 1épést addig ismételjik, amig az
eredeti elit beltenyésztett novény egy olyan vonalla kon-
vertalodik, amely tartalmazza a rekombindns DNS-t, en-
nek ellenére rendelkezik a sziil6kben eredetileg eléfor-
duld 6sszes fontos jellemzbvel. Ehhez altalaban 68 ge-
ner4ciora van szilkség. Altaldban kiilon visszakereszte-
zési programot hasznélnak minden egyes olyan elit vo-
nalhoz, amelyet génsebészeti iton médositott elit vonal-
14 akarnak konvertalni.

Az aldbbiakban elGillitott transzformalt kukorica
kereskedelmi értéke akkor a legnagyobb, ha a rekom-
bindns DNS-t szdmos kiilonboz48 hibrid kombinacidba
be lehet épiteni. Egy gazdalkodé tipikusan szamos kii-
16nb6z6 hibridet termeszt, a kiilonbségek alapja az érett-
ség, az alloképesség ¢s egyéb mezdgazdasagi tulajdon-
sagok. A gazdalkodonak a hibridet emellett a foldrajzi
elhelyezkedés alapjan is meg kell valasztania, mivel az
egyik régiohoz adaptalt hibridek altalaban nem adapta-
l6dnak egy mésik régidhoz, az érettségben, betegségek-
re val6 fogékonysagban €s a rovarellenallasban valé kii-
16nbségek miatt. Ennek kdvetkeztében a rekombinans
DNS-t szamos sziilGi vonalba kell integralni, hogy sza-
mos, a kivalasztott heterolog DNS-t tartalmazé hibrid
kombinéci6t kapjunk.

A kukorica nemesitése, valamint a gének egyik vo-
nalbol a masikra valé atvitelének technikéja és gyakor-
lata a szakterilleten jartas szakember szamara jol is-
mert. Tehat a rekombinans DNS bejuttatisat barmely
més vonalba vagy variansba ezekkel a nemesitési eljara-
sokkal lehet elérni.

VIII. A transzgenikus névények alkalmazdsa

Az alabbiakban elBallitott transzgenikus névények-
t6l azt varjuk, hogy szdmos kiilénb6z6 kereskedelmi és
kutatasi szempontbdl hasznosak lehetnek. A transzge-
nikus novényeket el§ lehet allitani azért, hogy a szokva-
nyos mez8gazdasigban hasznéljuk, mert a termeld sza-
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mara elényds tulajdonsagokat hordoz (példaul agrond-
miai tulajdonsagokat, igymint kartevo rezisztencia, her-
bicid rezisztencia, vagy megndtt terméshozam), el6-
nyds a novényr6l betakaritott mag felhasznaldjanak
(példaul megnovekedett tapértékkel rendelkezik az em-
beri ételben vagy az éllati tipban), vagy el6nyds az
¢élelmiszer-feldolgozonak (példaul javitott feldolgozasi
paraméterekkel rendelkezik). Az ilyen alkalmazasok-
ban a ndvényeket altaldban azért termelik, hogy a mag-
vaikat az emberi vagy 4llati taplalékban hasznositsak.
A n6vénynek azonban mas részei, beleértve a szrat, hé-
jat, vegetativ részét és hasonldkat is hasznalhatok, ide
tartozik az hogy allati siloként vagy diszitési célokra
hasznaljak. A kukoricanak és mas terményeknek a ké-
miai 9sszetevdit (példaul olajok, keményitGk) extrahal-
jak élelmiszer-ipari vagy egyéb ipari célokra, és olyan
transzgenikus ndvényeket lehet eléallitani, amelyekben
az ilyen komponensek megvaltoztatott vagy modositott
koncentracidban fordulnak el8.

A transzgenikus novények felhasznalhatok fehérjék
és egyéb molekuldk kereskedelmi mennyiségben vald
eléallitasara, mikor is a kivalasztott molekulat a né-
vény részeibll, magvaibodl vagy egyéb részeibdl extra-
haljak. A novényekbdl szarmazo sejteket vagy szovete-
ket tenyészteni, noveszteni is lehet in vitro koriilmé-
nyek kozott, vagy fermentalni az ilyen molekulék eldal-
litasa céljabol.

A transzgenikus ndvények hasznalhatok kereskedel-
mi nemesitési programokban, illetve keresztezhetGk
vagy nemesithet6k rokon terményfajok ndvényeivel.
A rekombinans DNS altal kodolt javitott eredményeket
at lehet vinni mas fajokba, példaul protoplasztfiizidval.

A transzgenikus ndvényeknek szamos felhasznalasi
lehetdsége van a kutatasban vagy nemesitésben, beleért-
ve az 0j mutins novények készitését inszerciés muta-
genezissel, abbol a célbol, hogy azonositsuk azokat az
elényds tulajdonsagokkal rendelkezd mutansokat, ame-
lyeket a késGbbiekben szokvanyos mutdcidval és sze-
lekcioval eld lehet allitani. Egy példa az emlitett folya-
matra egy atugro, transzpozabilis elemet kodolé rekom-
bindans DNS-szekvencia bejuttatisa, amelyet genetikai
variansok készitésére lehet hasznélni. A taldlmany sze-
rinti modszereket hasznéalhatjuk olyan névények elGalli-
tasara, amelyeknek egyedi ,szignatiraszekvencidik”
vagy mas markerszekvencidik vannak, és amelyeket a
megfelel6 vonalak vagy varidnsok azonositiséra lehet
hasznalni.

Az alabbi, nem korlatozo jellegii példak a jelen talal-
manyt illusztraljak. Azért mutatjuk be ket, hogy job-
ban elmagyarazzuk azokat az altalanos eljarasokat,
amelyeket azoknak a jelen talalmany szerinti termé-
keny Zea mays-novényeknek az elééllitasira hasznal-
tunk, amelyek stabilan expresszaljak a rekombinans
DNS-t, és amelyek az emlitett DNS-t tovabbadjak az
utédaiknak. A koncentracidadatok, szdzalékok sily
alapjan vannak megadva, hacsak kiilon nem jelezziik
az ellenkezgjét. Az nyilvanvald, hogy egy specifikus
transzformécios esemény eléforduldsanak valdszindsé-
ge a transzformacios eljarasnak alavetett anyag mennyi-
ségének a figgvénye. Tehat azokban az esetekben, ami-
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kor az ismertetett eljarasokban nem keletkezik transz-
formalt termék, az eljards megismétlése sziikséges.

1 példa
Termékeny transzgenikus Zea mays-névények eléal-
litésa az AB11 kalluszvonalbol

I. Olyan kukoricasejt-tenyészetek inditdsa és fenn-
tartisa, amelyek megdriziék a névénnyé valo regenera-
lodas képességét.

Morzsalékos, embriogén kukorica-kallusztenyésze-
teket inditunk hibrid, éretlen embridkbol, amelyeket az
A188 noévény beltenyésztett vonaldnak (University of
Minnesota, Crop Improvement Association) a B73 no-
vény beltenyésztett vonala (Iowa State University) virag-
poréaval val6 beporzasaval allitunk el6. A kaldszokat ak-
kor gytjtjik be, amikor az embriok hossza eléri az
1,5-2,0 mm-t. Mindegyik kalaszt a feliiletén sterileztiik
50%-o0s kereskedelmi fehéritGben (2,63 sily/térfogat%
natrium-hipoklorit) 20 percig szobahémérsékleten. A ka-
laszokat ezutan steril, desztillalt, ionmentesitett vizzel
mossuk. Az éretlen embriokat aszeptikus koriilmények
kozott izolaljuk, és inditd/fenntartd taptalajra tessziik, oly
moédon hogy a gyokér/hajtas tengelyt hozzuk érintézésbe
a taptalajjal. Az indité/fenntarté taptalaj (a tovabbiakban
»F taptalaj” néven emlitjiik) tartalmaz N6 alaptéptalaijt
(Chu 1975), amelyben van még 2 suly/térfogat% szacha-
r6z, 1,5 mg/liter 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav (2,4-D),
6 mmol/liter prolin, és 0,25% Gelrite (Kelco, Inc., San
Diego). A pH értékét a sterilezés el6tt 6,8-ra 4llitjuk. Ha-
csak kiilén nem jelezziik, akkor az Osszes szévettenyé-
szet manipulaciot steril koriilmények kozott végezziik.

Az éretlen embridkat 26 °C-on sitétben inkubaljuk.
Az éretlen embridk pajzsocskajabol szdrmazé sejtek
szaporodasat a morzsalékos konzisztencia és a jol defi-
nidlt szomatikus embriok megléte alapjn értékeljiik.
Az ilyen morfolégiaval rendelkezé szovetet azutin az
éretlen embriok kezdeti szélesztése utani 10—14. napon
vissziik 4t friss tdptalajra. A szovetet azutan minden
14-21. napon rutinszerden atoltjuk. A koriilbeliil 1 g
meéretet elérd szovetdarabokrol 60—80 mg-os mennyisé-
geket tivolitunk el, és friss taptalajra vissziik at. Az atol-
tas soran vizualisan alaposan ellendrizziik, hogy bizto-
san csak a helyes morfoldgidval rendelkez8 szovetet
tartsuk fenn. A szomatikus embridk jelenléte biztositja,
hogy a tenyészetbdl megfeleld koriilmények k6zoétt no-
vény keletkezhet. Az ebben a példiaban hasznalt,
AB11-nek nevezett sejttenyészet egy ilyen tenyészet,
és 1 évvel a bombazasi kisérlet el6tt inditottuk.

1I. Plazmidok

A pHYGI1 plazmidot a pBS+ vektorban allitottuk
eld (Stratagene, Inc., San Diego, CA), ami egy 3,2 kb
méret( cirkularis plazmid, standard rekombinins DNS-
technikdk alkalmazasaval. A kukorica AdhIS els6
intronjat tartalmazé 553 bazispar méretd Bcl-BamHI
fragmentet (Callis et al., 1987) a CaMV 35S promotere
és a pCHN1-1 plazmid (el6allitasa az V. példaban leir-
tak alapjan) higromicint k6dol6 szekvencidja k6zé il-
lesztjiik be. A pHYGI1 plazmid térképét az 1. dbran ko-
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zoljik. A pHYGI1 plazmidot az American Type
Culture Collectionnél helyeztiik letétbe (Rockville,
MD, USA, 1990. marcius 16-an) a Budapesti Egyez-
mény alapjan, 40774 letéti szam alatt.

A pBII221 plazmid tartalmazza az Escherichia coli
B-glitkuronidazt kédol6 szekvenciét, amelyet az 5° vé-
gen a CaMV 35S promoter, a 3’ végen pedig a nos
poliadenilezési szignal hatarolja. A plazmidot gy allit-
juk eld, hogy a kukorica AdhIS els6 intronjat a 35S
promoter és a pBI221 kodolo szekvencidja kozé illeszt-
jiik be (Jefferson et al., 1987). A pBII221 térképét 2. ab-
ran mutatjuk be.

A plazmidokat az AB11 embriogén kallusztenyé-
szetbe juttatjuk be, mikrorészecske-bombazdsi techni-
ka alkalmazaséval.

1II. DNS-bejuttatasi modszer

Az embriogén AB11 kukorica-kalluszvonalat
7-12 nappal a mikrorészecske-bombazas el6tt atoltjuk.
Az ABI11 kalluszt az alabbiak szerint készitjik el6 a
bombézéshoz. Ot kalluszcsomét, mindegyik koriilbeliil
50 mg nedvessilyl, egy steril, 60x15 mm-es steril
Petri-csészében kereszt alakban elrendezziik. A lemeze-
ket a bombazasi eljars soran egy zart tartoban taroljuk,
amely nedves papirtoriilkoz6ket tartalmaz. Tizenkét le-
mezt készitiink.

A plazmidokat M—10 volframrészecskékre vissziik
fel (Biolistics), pontosan Klein és munkatarsai leirdsa
alapjan azzal a kiilonbséggel, hogy

(i) a javasolt DNS-mennyiség duplajat hasznaljuk;

(ii) a DNS-t 0 °C-on csapjuk ki a részecskékre; és

(iii) a DNS-sel boritott volfrdmrészecskéket jégen
taroljuk a bombézas soran.

Mindegyik csé 25 pl 50 mg/ml M—10 volfrimot tar-
talmaz vizben, valamint 25 pl 2,5 mol/1 CaCl,-ot és
10 pl 100 mmol/1 spermidint, Osszesen 5 pl 1 mg/ml
koncentraciéju plazmid-DNS-sel. Egy cs8 csak a
pBII221 plazmidot tartalmazza, és egy cs6 a TE puffert
tartalmazza (lasd a 2. tibldzatot a késGbbiekben).

Mindegyik csovet jégen inkubaljuk 10 percig, a ré-
szecskéket centrifugalassal ilepitjiikk Eppendorf centri-
fugdban szobah6mérsékleten 4 masodpercig, és a feliil-
usz6t elontjikk. A csoveket jégen tiroljuk a bombazas
folyamata alatt. Mindegyik készitményt maximum
5 bombazésra hasznaljuk.

A makrolovedékeket és a leallitblemezeket a Bio-
listics Inc.-t6l vasaroljuk (Ithaca, NY). Ezeket a gyart6
el6irdsai szerint sterilezziik. A mikrolovedék-bombazo
berendezést a Biolistics, Inc. cégtdl vasaroljuk.

A mintalemezeket 5 cm-rel a mikrolévedék-beren-
dezés leallité lemeztalcdja alatt helyezziik el, gy, hogy
a leallitblemez a cs6hoz legkdzelebbi résben helyezked-
jen el. A fentiekben leirt modon kalluszszoveteket a
mintalemez kdzepére helyezziik el, és a Petri-csésze fe-
delét eltavolitjuk. Egy 7x7 cm-es négyszogletes, me-
rev drothalot helyeziink a nyitott csészére, hogy a szo-
vetet visszatartsuk a bombéazas sordn. A volfram/DNS
preparatumokat ultrahanggal besugérozzuk a Biolistics
Inc. leirasa szerint, €s a szuszpenzidkbol 2,5 pl-eket pi-
pettdzunk a makrolévedékek felszinére az egyes bomba-
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zasokhoz. A berendezést a gyarto elGirdsai szerint mi-
kodtetjiik. A végrehajtott bombazasokat a 2. tablazat-
ban foglaljuk 6ssze.

2. tablazat

2xpBII221 preparatum A tranziens expresszi®
frekvencidjanak meghatéaro-

zdasara

7xpHYGI1/pBII221 (1:1) | Potencidlis pozitiv kezelés

a transzformaldshoz

3xT.E2 Negativ kontrollkezelés

210 mmoV/1 TRIS-HCI pH=8,0,, 1 mmol/l EDTA

A két, pBII221 plazmiddal bombazott kalluszlemezt
egy az egyben F tiptalajra visszik at (higromicin nélkiil),
majd a kalluszt s6tétben tartjuk 26 °C-on. 2 nap elteltével
ezt a kalluszt egy az egyben atvisszikk 35x 10 mm-es
Petri-csészékre (Falcon 1008), amelyek 2 ml GUS vizsga-
16 puffert tartalmaznak (1 mg/ml 5-brém-4-kl6r-3-in-
dolil-B-D-glitkkuronid) (Research Organics), 100 mmol/l
natrium-foszfit 7,0, 5—-5 mmol/l kalium-ferricianid, illet-
ve kélium-ferrocianid, 10 mmol/1 EDTA és 0,06% Tri-
ton X—-100. A lemezeket 37° C-on inkubaljuk 3 napig,
majd a kék sejtek szamat meghatirozzuk. Ennek értéke
az adott esetben 313 a 355-b6l ezek a tranziens GUS-
expresszalo sejtek, amelyek lathatok a két lemezen, jelez-
ve, hogy a DNS bejuttatdsa lejatszodott a masik bombaza-
si eljaras soran is. A GUS vizsgalatban hasznalt szovete-
ket tartalmazo lemezeket a szamlalas utan eldobjuk, mi-
vel a GUS vizsgalat roncsol6 hatdsi.

1V. Szelekcios eljards

A taptalajba lemezontés elStt higromicin-B-t te-
sziink, oly médon hogy a megfelel6 térfogati, szliréssel
zes oldatat adjuk tiptalajhoz, amikor hémérséklete
45 °C-ra csokkent.

Kozvetlenill azutan, hogy az 6sszes mintat bom-
baztuk, az 6sszes pHYGI1/pBII221 plazmiddal kezelt
lemezr6l szirmazd kalluszt, valamint két TE lemezt
egy az egyben atvissziik 15 mg/ml higromicin-B-t tar-
talmazé F taptalajra (tiz kalluszdarab lemezenként).
Ezeket nevezziik az elsd korbdl szarmazé szelekcios le-
mezeknek. A TE-vel kezelt lemezekrdl szdrmazo kal-
luszt higromicint nem tartalmazo F téptalajra vissziik
at. Ezt a szovetet minden 2-3 hétben nem szelektiv tap-
talajra vissziik at, és ezt nevezziik nem szelektalt kont-
rollkallusznak.

14 napos szelekci6 utan a szovet 1ényegében azonos-
nak tinik mind a szelektiv, mind a nem szelektiv tapta-
lajon. A pHYGI1/pBII221 kezelésbdl szdrmazo mind a
hét lemezrl és egy TE-vel kezelt lemezr6l szirmazd
Osszes kalluszt az elsG szelekcios kor lemezeirdl at-
visszikk a masodik szelekcids kor lemezeire, amelyek
60 mg/1 higromicint tartalmaznak. A 2. szelekcios kor
mindegyik lemeze tiz db 30 mg-os kalluszt tartalmaz le-
mezenkeént, ennek kovetkezménye a lemezek szdméanak
novekedése.
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A 2. szelekcios lemezeken toltott 21 nap elteltével
az Osszes anyagot atvissziik a 3. szelekcids kor lemezei-
re, amelyek 60 mg/] higromicint tartalmaznak. A bom-
béazas utan 79 nappal a 3. szelekcids kor lemezeit 4tvizs-
galjuk, hogy van-e benniik életképes kalluszszektor. Az
egyik szektor szaporodott a nekrotikus szoveti hattéren
a pHYGI1/pBII221 plazmidokkal kezelt lemezeken.
A szektor a PH3 jelolést kapta, és F taptalajra vittiik at,
amely nem tartalmazott higromicint.

19 nap elteltével a higromicin nélkiili F taptalajon, a
PH3-at F taptalajra vissziik 4t, amely 60 mg/ml hig-
romicint tartalmaz. A PH3-r6l kideriilt, hogy képes no-
vekedni tobbszords atoltds utdn is, 60 mg/l higromicin
jelenlétében is.

V. A transzformalt kallusz igazoldsa

Annak igazolasara, hogy a PH3 kalluszban megtalal-
hat6 a higromicinrezisztencia-gén, genomidlis DNS-t
izolalunk a PH3 kalluszbdl és a szelektalatlan kontroll-
kalluszbol az V. példa szerint, és Southern-blottal anali-
zaljuk. Az izolalt DNS-t (10 ug) BamHI (New England
Biolabs) restrikcios enzimmel emésztjitk, majd 0,8 t6-
meg/térfogat%-os agardzgélben elektroforetizaljuk
15 V fesziiltség mellett 16 6ra hosszat TAE pufferben
(40 mmol/l TRIS-acetat, pH=7,6, 1 mmol/l EDTA).
A DNS-t Nytran membranra vissziik at (Schleiher and
Schiill). A transzfert, a hibridizalast és a mosasi koriil-
ményeket az elGallité altal javasolt modon allitjuk be.

Egy 32P-vel jelzett probat allitunk elé random jelzfkit-
tel (Oligo Labelling Kit, Pharmacia), az eldallitd el6ira-
sai szerint, o-32P-dCTP (ICN Radiochemicals) felhaszna-
lasaval. A hasznalt templat DNS a pHYGI1 1055 bp mé-
retil BamHI fragmentje volt, amely a teljes HPT kodolod
szekvenciat tartalmazza.

A membranokat Kodak X-OMAT AR filmre expo-
néljuk X-OMATIC kazettaban, er6sitGszlr6 alkalmaza-
saval. A PH3 kalluszndl egy csik figyelhetS meg a vart
1,05 kb-ndl, jelezve, hogy a HPT kodolé szekvencia je-
len van. A kontrollkallusznal nem lehet csikot megfi-
gyelni.

Annak igazolasara, hogy a higromicingén beépiilt a
nagy molekulastilyd DNS-be, a PH3 kalluszbdl és a
kontrollkalluszbdl szdrmazé emésztetlen DNS-t elekt-
roforézisnek vetjiik ald, blotoljuk, és a fentiek szerint
hibridizaljuk. Az emésztetlen PH3 DNS csak ott muta-
tott hibridizélast a probahoz, ahol a mobilitds megegye-
zett a hasitatlan DNS-sel. Nem volt megfigyelhet6 hib-
ridizalds a kontrollkallusz esetében. Ezek az eredmé-
nyek azt mutatjdk, hogy a HPT kddolé szekvencia
nincs jelen a PH3 kalluszban érintetlen pHYGI1 vagy
kis nem kromoszomadlis plazmid forméjaban. Ezek az
eredmények megegyeznek azzal, hogy a higromicingén
nem £piil be a nagy molekulasilyid DNS-be.

VI. Novényregenerdlds és magvak eldllitasa

A PH3 kallusz egyes részeit kozvetleniil a 60 mg/l
higromicint tartalmaz6 lemezekrél vissziik 4t az
RMS téptalajra, amely az MS alapsdkat tartalmazza
(Murashige et al., 1962) kiegészitve 0,5 mg/l tiamin-
HCl-dal, 0,75 mg/l 2,4-D-vel, 50 g/l szacharézzal,
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150 mg/l aszparaginnal, és 2,5 g/l Gelrite-tal (Kelco
Inc., San Diego).

Sziilék: LM1112xPH3.18

Miutan 14 nap eltelt az RMS taptalajon, a PH3 leg- PCR vizsgalat
nagyobb részét és a szelektalatlan kalluszt RS tiptalajra Enzimes
vissziik 4t (6sszetétele ugyanaz, mint az RMS taptalajé, 5 Novény | HPT-vizsgilat HPT GUs
csak a 2,4-D-t hagyjuk ki beldle). A lemezeket sotétben 181 ” ~ ~
26 °C-on inkubdljuk 7 napig, majd fényre tesszik, a .
megvilagitds 14 6ra hosszat tart, a sotétség 10 6ra 18.2 + + +
hosszat, és itt tartjuk 14 napig, 26 °C-on. Ennél a pont- 183 - - -
nil az esetleg keletkez6 hajtasokat 100 ml RS taptalajt 10 18.4 _ _ _
tartalmazd edényekbe tessziik at. A névényeket az edé-
nyekb6l vermikulitra iiltetjiik 4t 7-8 nappal azelGtt, 185 * * *
hogy talajba iiltetnénk Gket és érett 4llapotig nevelnénk 18.6 + + +
Oket. A PH3-bol Osszesen 45 novény keletkezett, a 18.7 + + +
kontrollkalluszbol dsszesen 10 novény. 15 138 + + +
Az érett PH3 novények ellendrzott beporzasat stan- :
dard moédszerek alkalmazdsaval végezzik, MBS501 18.9 + + =
(Mike Brayton Seeds), FR4326 (Illinois Foundation 18.10 + + +
Research) beltenyésztett Zea mays-vonalak és a szaba-
dalmaztatott LM1112 beltenyésztett vonal alkalmazasi- 20 Sziilék: PH3.2xFR4326
val. A magvakat 45 nappal a beporzas utan gydjtjiik be, o
és tovabbi 1-2 hétig hagyjuk széradni. PCR vizsgalat
Enzimes
VII. Az RI utédok elemzése Novény | HPT-vizsglat HPT GUS
Az R1 novényeket PCR-elemzéssel vizsgiljuk 25 21 _ _ _
meg, hogy megtaldlhatok-e benniik a HPT- és GUS-
gének szekvencidi. A HPT-gén expresszi6jat a HPT- 2.2 - - ~
aktivitds enzimatikus mérésével hatarozzuk meg. Az 23 + + +
adatokat a 3. tablazatban foglaljuk 6ssze. Ezek az ada- 24 - ~ _
tok igazoljak a rekombinidns DNS 4atadisat és exp- 30 25 + N N
ressziojat mind a himivar, mind a néivart névények- -
ben, és ez megegyezik a mendeli 6roklédés szabalyai- 26 - - -
val. Annak igazolasa Southem-blottal, hogy a HPT-t ko- 2.7 + + +
dold szekvencia integralodott a kiindulasi kallusz nagy 28 + ND
molekulasilyt DNS-ébe, és kombinalasa az 6roklédési 35
adatokkal azt sugallja, hogy az emlitett DNS-ek kromo- 29 + + ND
szomaba integralodtak. A GUS-gén-szekvenciak jelen- Kontrollok
léte az R1 utédokban azt igazolja, hogy egy nem szelek- Sziildk: TE3.1xOh43
talt gén egyiitt transzformalodott és egyiitt 6roklédik. ’ ’
3. tablizat - - - -
. tablaza
A PH3 R1 utédainak analizise 32 — — ND
Transzforménsok 33 _ _ ND
Sziilok: MBS501 xPH3 .4 34 - - ND
. 45 35 - - ND
PCR-vizsgalat
Enzimes 36 _ _ ND
PH3.4 novény | HPT-vizsglat HPT GUS 3.7 - - ~
il ~ - - 3.8 - - -
50
4.2 + + + Kontrollok (folyt.)
44 - - - PCR vizsgélat
45 + + + 55 Enzimes
4.6 + + + Névény HPT-vizsgilat HPT GUS
4.7 + + + 3.9 - - -
4.8 - - - 3.10 - - -
49 - - - 60 3.11 ~ ND ND

15
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Tébldzat (folytatds)

PCR vizsgalat

Enzimes

Novény HPT-vizsgalat GUS

3.12 -
3.13 -
3.14 -
3.15 -
3.16 -
3.17 -
3.18 -
3.19 -
3.20 -
3.21 -
3.22 -
3.23 -
3.24 -

ND
ND

§|8|86|8|8|8|8|8|8/88|8|8| §

SEIRIEIEIEIEIEIEIEIE

A HPT-enzim-vizsgalat az alabbi méodszereken ala-
pul: S. K. Datta et al., Bio/Technology, 8, 736 (1990);
M. Staebell et al., Analytical Biochemistry, 185, 318
(1990); és E. Cabanes—Bastos, Gene, 77, 169 (1989).

0,2 g-os gyokérmintakat vagunk ki 7-10 napos haj-
tasokbol, és cseppfolyds nitrogénben gyorsan lefa-
gyasztjuk. A mintakat aluminium-oxiddal és 400 ul EB
pufferrel eldorzsolve tarjuk fel (50 mmol/l TRIS-HCI
pH=7,0, 10 térf/térf% glicerin, 0,1 mmol/l PMSF)
30-60 masodpercig, eldobhatd mozsartorSt és csovet
hasznalva (Kontes), majd egy Eppendorf mikrocentrifu-
gaban 10 percig centrifugaljuk. A feliiliszot egy Cent-
ricon 30 szlir6egységbe tessziik at, majd szogrotorban
Beckman GPR centrifugédval 30 percig 4 °C-on
5000/perc fordulatszdmmal centrifugilva s6mentesit-
jik. Minden egyes szlirGegység mosasahoz 1 ml EB-t
hasznédlunk, majd Gjabb 60 percig centrifugéljuk
5000/perc fordulatszammal. A visszamaradt folyadékot
kinyerjikk és —70 °C-on tiroljuk. A transzgenikus és
nem szelektalt kontrollkalluszszovet 0,2 g-os mintdit a
fentiek szerint feltarjuk, majd a felilluszokat hasznaljuk
pozitiv és negativ kontrollként.

A fehérjék mennyiségi meghatarozasat Bradford
modszerével végezziik [Analytical Biochemistry, 72,
248 (1976)] egy BioRad kit alkalmazaséaval. A gy6kérki-
vonatokban taldlhaté fehérjekoncentracié 0,2—2 pg/ml
kozott valtozott.

A gyokérkivonatokat (4 ng osszfehérje) egy reak-
cidelegyhez adjuk hozza, amely 20 mmol/] Tris-maleét
puffert, 13 mmol/l MgCl,-t, 120 mmol/l NH,Cl-t,
0,5 mmol/l DTT-t, 50 pmol/l ATP-t, 0,61 pg/ul hig-
romicin-B-t, 25 pg/pl szarvasmarha-szérumalbumint
és 12 pCi gamma-32P-ATP-t tartalmaz. A reakcioelegy
térfogata 33 pl. A reakcidelegyet 30 percig 37 °C-on
inkubaljuk.

A reakcidelegybdl egy pl-t polietilénimin-celluléz
vékonyréteg-kromatografids lemezre viszink (Sigma
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Chem. Co.). A lemezeket 50 mmol/l koncentrici6ji
hangyasavban fejlesztjiik ki, levegdn szaritjuk, majd
Kodak XAR-5 filmre exponaljuk. A reakci6 terméke,
a higromicin-B-foszfat ilyen koriilmények kozott az ol-
dészerfront kozelében vandorol.

A PCR-vizsgalatok kivitelezéséhez 0,1 g-os minta-
kat vesziink a ndvényi szovetekbdl és cseppfolyos nitro-
génben lefagyasztjuk. A mintdkat 120-as szemcséjd
szilicium-karbiddal doérzséljik el 200 pl 0,1 mol/l
TRIS-HCI pH=8,5, 0,1 mol/l NaCl, 20 mmol/l EDTA,
1% szarkozil dsszetétel(i oldatban 4 °C-on. A fenol :klo-
roform 1:1 ardnyt elegyével végzett extrakcié és
etanol-izopropanolos kicsapasok utan a mintakat TE-
ben szuszpendiljuk és polimerdz-lancreakcidval vizs-
géljuk [K. B. Mullis, 4 683 202 szamu amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi leiras).

A PCR-t 100 pl térfogati oldatban hajtjuk végre,
amelynek Osszetétele: 50 mmol/l KCl, 10 mmol/]
TRIS-HCI pH=8,4, 3 mmol/l MgCl,, 100 ng/ml zsela-
tin, 0,25 umol az egyes inditomolekulakboél, 0,2 mM az
egyes dezoxi-nukleotid-trifoszfatokbdl (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 2,5 egység Taq DNS polimeraz (Cetus),
valamint 10 pé a DNS-prepardtumbdl. A reakcidele-
gyet asvanyi olajjal feliilrétegezziik, 3 percre 94 °C-ra
melegitjilk, majd 35 cikluson keresztiil amplifikaljuk
(55 °C 1 percig, 72 °C 1 percig, 94 °C 1 percig). A reak-
cidelegyet ezutin 50 °C-on inkubéljuk 2 percig, majd
72 °C-on S percig. A PCR termékb6l 10 pl-t agaroz-
gélen elektroforetizaljuk, majd etidium-bromiddal
tessziik lathatova.

A HPT-gén jelenlétének igazolasira egy, a 35S pro-
moterrel komplementer PCR indité molekuldt, és egy,
a HPT kodolo szekvenciaval komplementer inditomole-
kulat hasznalunk. Tehat a megfelelé méretii PCR-ter-
mék elballitdsdhoz a HPT templat DNS-nek egybefiig-
g6 35S promoter régiot, Adhl intront és 5° fehérje ko-
dolé szekvenciat kell tartalmaznia.

A GUS-gén jelenlétének elemzéséhez a GUS fehér-
Jje kodolo régioban talalhaté szekvencidkkal komple-
menter PCR indité molekuldkat hasznaltunk. Egy
797 bp méreti PCR-termék varhato, ha a templat DNS
a két inditd kozott érintetlen kédolorégiot tartalmaz.

II. példa

Termékeny transzgenikus névények az AB63S

kalluszvonalbol, amely egy mag-tartalékfehérjét ko-

dolo rekombindns DNS-t tartalmaz

A 10 kd méretli zein tartalékfehérjét a kukorica-
mag-endospermiuma 4llitja eld, és egy reprezentativ
tagja azoknak a fehérjéknek, amelyeket , mag-tartalék-
fehérjéknek” neveznek. A fehérje kiilonlegesen nagy
mennyiségben tartalmaz metionint (22,5%), és a
Zps10/(22) gén kodolja [M. S. Benner et al., Theor.
Appl. Genet., 78, 761 (1989)], amely gént a tovab-
biakban z10 génként emlitiink. Tehdt a z10 gén meg-
novekedett expresszidjat lehet arra hasznélni, hogy a
kukorica metionintartalmat megnoveljik. A kiméra
z10 gént tartalmazé termékeny kukoricanévényt az 1.
példaban leirtak alapjan allithatjuk eld, minimalis mo-
dositasokkal. A II. példa azt is igazolja, hogy a re-
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kombinans DNS-t az 1. példdban hasznalttol eltérd kal-
luszvonalba is sikeriilt bejuttatni.

1. Szévettenyészet-vonalak

Az ebben a példdban alkalmazott AB63S jeld
embriogén kukoricakalluszt olyan éretlen embriokbol
allitottuk eld, amelyek az elit beltenyésztett A188, illet-
ve B73 vonalak keresztezéséb6l szarmaznak, az I. pél-
déban leirt inicidcios és fenntartasi eljarasok alkalmaza-
saval. A kalluszvonalat a bombazasi kisérlet el6tt koriil-
beliil 7 honappal inditottuk. Tizenegy héttel a bomba-
zas el6tt a szovetet megszirtilkk, oly modon hogy egy
1,9 mm-es szitdn nyomtuk 4t, majd N6 fenntarto tapta-
lajra szélesztettiik. A morzsalékos, embriogén kalluszt
a ndvekedés 1-2. hete utdn valasztottuk ki a keletkez6
szovetbdl, friss taptalajra tettiik at, majd 1,5-3 hétig
hagytuk novekedni, miel6tt 4jbol megszirtiikk. A mor-
zsalékos kallusznak ezt a szlrési és kinyerési ciklusat
Osszesen haromszor hajtjuk végre a bombézasi kisérlet
elott.

1I. Plazmidok

Az |. példiban leirt pHYGI1 és pBII221 plazmido-
kat hasznéljuk ebben a példiban. Emellett a DNS/volf-
rém készitmény készitéséhez a pZ27Z10 plazmidot is
felhasznaltuk. A pZ27Z10 plazmidot a pUC118 plaz-
midbdl kiindulva allitottuk elé [Vieira et al., Methods
in Enzymology, 153, 2 (1987)], standard rekombinins
DNS technika alkalmazésdval; ez egy 3,2 kb méret(i cir-
kularis plazmid. A pZ27Z10 tartalmazza a kukorica
27 kd-os zein génjének [D. E. Geraghty, PhD. Thesis,
University of Minnesota (1987)] 5’ transzkripcios sza-
balyoz6 régidjat, amit a tovabbiakban z27-ként emli-
tink, kozvetleniil a kukorica 10 kD-os zein génjének
[Kirihara et al., Gene, 7, 359 (1988), amelyet a tovab-
biakban z10-ként emlitiink] kodold szekvencidja és 3’
nemko6dold szekvencidja elé beépitve. A z27 szabalyo-
z6szekvencia €s a z10 kddold- valamint 3’ szekvencidk
kombinacidjat a tovabbiakban kiméra z27-z10 génként
emlitjitk. A CaMV genomnak a 35S promoter szom-
szédsagabol szdrmazd poli A szignalt a z10 génszek-
vencia utan helyezziik el a pZ27Z10 plazmidban.
A plazmid térképét a 7. abran lathatjuk.

A pZ27Z10 plazmidot az American Type Culture
Collectionnél (Rockville, MD) hegyeztiik letétbe a Bu-
dapesti Egyezmény szerint, ATCC 40938 letéti szam
alatt.

III. DNS-bejuttatdsi modszerek

Az ABG63S kukorica embriondlis kalluszvonalbol
szdrmazo szdvetet a mikrorészecske-bombézés el6tt 4t-
oltjuk. A szovetet tgy készitjikk el6 a bombazashoz,
hogy egy 1,9 mm-es szitdn sziirjiik at. A megsz{irt sz6-
vetet szélesztjiik 5,5 cm atmér6ji Whatman No. 1 szii-
rélapra vékony pazsit formajaban, kérilbeliil 500 mg
szdvetet hasznalva sziirdlaponként. Osszesen 6 szovet-
korongot készitettiink. A mikrorészecske-bombazas
elbtt a szoveteket tartalmazd szlir6korongokat lres
Petri-csészére tessziik at. A szovetet enyhén dehidratdl-
juk, oly médon hogy egy laminarboxban fedetleniil 4ll-
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ni hagyjuk 20 percig. Hogy a szovet tovabbi dehidrata-
lodasat megakadalyozzuk, a lemezeket a bombazashoz
vald felhasznélas elftt magas nedvességtartalmii ta-
roléban tartjuk.

A bombézashoz haszndlt DNS 1:1:1 silyaranyt ke-
veréke a pHYGI1, pZ27Z10 és pBII221 plazmidoknak.
A DNS-nek a volframrészecskékre val6 kicsapasat az 1.
példaban leirtak alapjan végeztiik.

A bombézast az 1. példaban leirtak alapjin végeztiik,
azzal a kiilonbséggel, hogy a Biolistic™ PDS 1000
(DuPont) berendezést hasznaltuk, és a szovetek folé
nem tettiink szitat. A kalluszszovetet tartalmazé hat szd-
rékorongot az alabbiak szerint kezeltiik: két sziir8lapot
kétszer bombaztunk, mindkétszer a DNS/volfram prepa-
ratummal (potencialis 2X pozitiv kezelés); harom sziirG-
lapot egyszer bombaztunk a DNS/volfrdim preparitum-
mal (potencidlis 1X pozitiv kezelés); egy sziir6lapot egy-
szer bombaztunk a volfrdm/viz szuszpenzioval, ugyan-
olyan mennyiségii volframot hasznalva mint a DNS/volf-
ram bombazasi kisérletekben (negativ kontroll).

1V. A transzformalt kallusz szelekcidja

A bombézés utdn a 2X DNS kezelésbdl szdrmazd
kalluszszoveteket tartalmazo szlirGkorongokat az 1. kor
szelekcios lemezeire tessziik at: F taptalaj, 15 mg/ml
higromicinnel. Az 1X DNS kezelés két szlir6korongja
koziil az egyiket, valamint a negativ kontrollkezelés
sziir6korongjat 1s attettiik az 1. kor szelekcids lemezei-
re tessziik at. Az 1X DNS kezelésb8l szarmaz6 harma-
dik szfir6korongot higromicint nem tartalmazé F tapta-
lajra tessziik at, a nem szelektdlt kontrollkalluszként
val6 felhasznalashoz. Mivel ez a nem szelektalt kont-
rollkallusz potencialisan pozitiv volt, ezért a szelekcio-
nak csak az els6 két korét hajtottuk végre, 6sszehasonli-
tas céljabol; ezt kovetben a nem bombazott AB63S kal-
luszt F taptalajon tartottuk fenn higromicin nélkiil, és
ezt hasznéltuk nem szelektalt kontrollkalluszként.

Ot nap elteltével a kalluszt kis csomékban (koriilbe-
liil 25 mg) a szlir6korongokroél friss, 1. szelekcids korhoz
tartozo taptalajra vissziik at. A szélesztés sirtisége
10 csomo per lemez. Erre az id6re a kallusz salya koriil-
beliil kétszeresére nétt. A nem szelektalt kontrollkalluszt
ugyanigy vissziik 4t higromicint nem tartalmazé F tapta-
lajra. A bombézas uténi tizenkilencedik napon az 6sszes
szovetet az 1. szelekcios kor taptalajardl a 2. szelekcids
kor taptalajara vissziik 4t (F taptalaj, 60 mg/ml higro-
micinnel). A szélesztés siirlisége ennél az atoltasnal tizen-
négy csomo per lemez. A kallusz térfogata kériilbeliil a
haromszorosara nétt az el6z8 atoltds ota eltelt 14 nap
alatt. 23 nap elteltével az dsszes kalluszt atoltjuk a 2. sze-
lekcios kor taptalajarol a 3. szelekcios kor taptalajara,
amely 60 mg/ml higromicint tartalmaz.

A bombézis utdn 59 nappal 6t €16 szektor figyelhe-
t6 meg, amelyek szaporodtak a kormyezd nekrotikus
kalluszok kozott. Err8l az 6t szektorrdl azt gondoltuk,
hogy a 2. szelekcios kor egyetlen kalluszcsomdjabol
szarmaztak, mivel egymassal szomszédosak voltak az
€l6z6 atoltasbol szarmaz6 egymadst kovetd lemezeken.
Ezek a szektorok egy 2X DNS kezelésbdl szarmaztak,
és a Met1 kalluszvonal jelolést kaptak.
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A Met1 kalluszvonalat 60 mg/ml higromicint tartal-
maz6 F taptalajra, valamint higromicint nem tartalma-
z0 F téptalajra vittilk 4at. Az inkubalds 22. napja utan
nem volt észlelhetd killonbség a szovet novkedésében
vagy megjelenésében a két kiilonbozd tipush tdptala-
jon. A Metl kalluszvonal gyorsan nétt, és ugy tint,
hogy nem géatolja tiptalajban jelenlevd higromicin.
A Metl kallusz er8sen morzsalékosnak és embrionalis-
nak tint mindkét taptalajon, és szemmel nem volt meg-
kiilénboztethetd a higromicint nem tartalmazé F taptala-
jon novekedé AB63S kontrollkallusztol.

V. A transzformalt kallusz ellendrzése

A Metl kallusszal és a kontroll AB63S kallusszal
gatlasi vizsgilatokat végeztiink. A gatlasi vizsgalat
megkezdése el6tt a Met1 kalluszt 21 napig higromicint
nem tartalmazd F taptalajon novesztettilk. A Metl és a
kontroll AB63S kalluszokat F taptalajokra vittik at,
amelyek 0, 15, 60, 100 és 200 mg/1 higromicint tartal-
maztak. Az egyes kalluszvonalakbdl harom lemezt ké-
szitettiink minden egyes higromicinkoncentréciéhoz;
mindegyik lemez 5-6 kalluszdarabot tartalmazott,
egyenként 50 mg per darab a sulyuk (a lemezenkénti
kallusz mennyisége koriilbeliil 300 mg volt).

28 napi inkubalds utin az egyes lemezeken lev§ kal-
luszok sulyat megmértiik. A szdzalékos novekedési gat-
las mertékét Ggy hataroztuk meg, hogy az egyes higro-
micinkoncentracioknal kapott kallusz 4tlagos sulyat osz-
tottuk a 0 mg/l higromicinkoncentracional kapott kal-
lusz atlagos sulydval. Az eredmények azt mutattak,
hogy a Met1 kallusz nvekedését egyaltaldn nem géatol-
ta a 15, 60 és 100 mg/ml higromicinkoncentracio.
A Met1 kallusz novekedését a 200 mg/1 higromicint tar-
talmazo taptalaj 20%-ban gatolta. Ezzel szemben, az
ABG63S kallusz novekedését minden higromicinkoncent-
racid gitolta; 200 mg/ml higromicinkoncentricional az
ABG63S kallusz ndvekedése 90%-ban gatolt volt. Ezek
az eredmények megerGsitik, hogy a Metl kalluszvonal
rezisztens a névesztG tiptalajban levé higromicinre.

Annak igazolésara, hogy a higromicinrezisztencia-
gén benne van a kallusz-DNS-ben, és hogy a kalluszban
megtalalhato-e a kiméra z27-z10 gén is, Southemn-blot-
analizist végeztiink. A HPT kodolé szekvencia kimutata-
sira a Metl és a kontrollkalluszb6l izolalt DNS-t
BamHI, HindIII és BstEII restrikcids enzimekkel emész-
tettiik. Az emésztett DNS-mintdkat agarézgél-elektro-
forézisnek vetjiik ala 0,8%-os agar6zgélen, majd Nytran
membrénra blotoljuk az I. példaban leirtak alapjan. Az
etidium-bromiddal festett gélnek a blotolés el6tti vizua-
lis vizsgélata azt mutatta, hogy a BamHI emésztés telje-
sen lejatszodott, mig sem a HindIIl, sem a BstEIIl enzim
nem emésztette jelentGs mértékben a DNS-mintakat.
A blotot biotinnal jelzett, 1,05 kb méretdi, a HPT-t ko-
dold szekvenciabdl szdrmaz6 BamHI fragmenttel vizs-
géltuk meg. A hibridizalashoz, mosashoz és a kimutatds-
hoz hasznalt kériilmények azok, amelyeket a kisérletben
hasznal BRL Photogene™ kithez megadtak.

A hibridizalas utén jelzett csikokat figyelhettiink
meg a BamHI restrikcids enzimmel emésztett
Metl DNS-ben, a vart 1,05 kb méretnél, valamint a ko-
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rilbeliil 2,7, 4,5 és 6,5 kb méreteknél is. Ez az ered-
mény azt mutatta, hogy a HPT-t kédol6 szekvencia je-
len van Metl kalluszvonalb6l szarmazé DNS-ben.
A 27,45 és 6,5 kb-ndl megfigyelt tovabbi csikok azt
mutattidk, hogy vagy a restrikciés enzimes emésztés
nem volt teljes, vagy a HPT-szekvencidnak tobbszoros,
atrendez6dott kopidja van jelen. A HindIII és BstEII
emésztések esetében hibridizacios jelek voltak megfi-
gyelhet6k mindkét sivban az emésztetlen DNS-nek
megfeleld pozicidban. Ezek az eredmények azt mutat-
tak, hogy a HPT-t kodold szekvencia integralodott a
Metl genom nagy molekulasulyi DNS-ébe. A kontroll-
kalluszbdl szarmazdé DNS-nél egyik sidvban sem volt
megfigyelhetd hibridizacios jel.

A kiméra z27-z10 gén kimutatisdhoz Southern-
blot-elemzést végeztiink, a Metl és a kontrollkallusz-
bdl izolalt DNS-mintakat alkalmazva. A DNS-mintdkat
BamHI és EcoRI restrikciés enzimmel emésztettiik.
A BamHI emésztéssel egy 2,76 kb méreti fragment sza-
badul fel, amely a z10-et kddolo szekvenciat tartalmaz-
za, valamint az ebben a transzformaldsban hasznalt
pZ27Z10 konstrukciobol szarmazd 3° nemko6dold szek-
venciat. A 7,26 kb méretii pZ27Z10 plazmidon egyet-
len EcoRI restrikci6s hasitasi hely talalhato. A készitett
blotot egy olyan biotinnal jelzett probahoz hibridizal-
tuk, amely a teljes z10-et kodolo szekvenciat tartalmaz-
ta, a Photogene kithez (BRL) megadott koriilményeket
alkalmazva.

A BamHI emésztéseknél az endogén z10 szekven-
ciak 9 kb-nal adtak hibridizacios jeleket, és koriilbeliil
15 kb-nél a Met1 és kontrollkallusz-DNS-t is tartalma-
z0 sdvokban. A Metl mintiban egy tovabbi koriilbeliil
3,5 kb méretii csik figyelhet6 meg, de ez nincs meg a
kontroll-DNS-mintdkban. A Metl DNS-ben nem volt
megfigyelhetd a vart ers hibridizacios jel 2,76 kb-nél.
Az, hogy a BamHI restrikciés enzimmel emésztett
Metl DNS-bdl hidnyzott a jelzett 2,76 kb méreti csik,
az arra utal, hogy a DNS emésztése vagy nem volt tel-
jes, vagy a bejuttatott DNS atrendezdédott.

Az EcoRI-emésztések esetében az endogén
z10 szekvenciak kdriilbeliil 12 kb-ndl és 16 kb-nal ad-
tak hibridizacios jelet mind a Metl mind a kontroll-
kallusz-DNS esetében. Egy tovabbi csik figyelhet
meg koriilbeliil 14 kb-nil a Metl mintidban, de nem
volt megfigyelhet6 a kontrollkallusz-DNS-mintakban.
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy azok az 0j
z10 DNS-szekvenciak talalhatok meg a Metl kallusz-
DNS-ben, amelyek nincsenek meg a kontrollkallusz-
DNS-mintdkban.

Ezeket az eredményeket egy mdasodik Southern-
blot-elemzéssel erdsitettiik meg, mikor is a Metl és a
kontroll-DNS-t BamHI, Ncol és Nsil restrikcids enzi-
mekkel emésztettiik. Felhasznaltuk még a Metl és a
kontrollkalluszbol szdrmaz6 emésztetlen DNS-minta-
kat. A sziir6lapot 32P-vel jelzett z10-et kodold szekven-
cidval vizsgaltuk 4t. Mindegyik emésztésben 0j z10 hib-
ridizécids jelek figyelhetSk meg a Metl kallusz DNS
esetében, amelyek viszont hidnyoznak a negativ kont-
rollkallusz-DNS-mintajéban. Ezek az eredmények meg-
erdsitik, hogy az 0j z10-t kddold szekvenciak megtalal-
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hatok a Metl kalluszban. Az emésztetlen DNS-t tartal-
maz6 sévokban hibridizacios jelek figyelhet6k meg az
emésztetlen DNS-nél, mind a Metl, mind a kontroll-
kalluszban. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a

bejuttatott z10 szekvencidk integralodtak a Metl kal-

lusz kromoszomalis DNS-ébe.

VI. A névények regeneradldsa és transzgenikus
magvak eléallitisa

A Metl vonalbdl és az AB63S kontrollvonalbél

10

szarmaz0 kalluszt RMS téptalajra vissziik, az 1. példa-
ban leirtak alapjan. Miutan 14 napig inkubaltuk 26 °C-
on, sotétben, a kalluszt az I. példiban leirtak szerint
RS taptalajra vissziik. A kalluszt 7 napig inkubaljuk so-

tétben 26 °C-on, majd fényre vissziik az I. példaban leir-

15

tak szerinti koriilmények kozott. 14 napig tartjuk vila-
gosban, majd a hajtdsokat Meganta dobozokba tessziik
4t (Sigma Chemical Co.), amelyekben 100 ml RS tapta-
laj van. Miutin 7-14 napot toltottek ezen a taptalajon,

a hajtasokat 7 napra vermikulitra tessziik, majd foldbe,

20

és teljes kifejlettségig felneveljiik. Osszesen 49 no-
vényt (jelzésiik Met1-1-t61 Met1-49-ig terjed) regenera-
lunk a Metl kalluszbdl, és dsszesen 25 névényt regene-
ralunk a kontroll AB63S kalluszbol.

A PCR-elemzést levélszovetbdl szarmazé6 DNS-

25

mintdkon végezziik el, annak igazolasdra, hogy a
Met1 kalluszbol regeneralt névények megtartottik a be-
juttatott DNS-t. EbbGl a célbol hat oligonukleotidbol
alloé csoportot hasznalunk. Ezeknek az oligonukleoti-

doknak a szekvencidja, orientaciéjuk és relativ helyze-

30

tiik a 8. 4brén lathat6 kiméra z27-z10 génkonstrukcion
beliil van 6sszefoglalva a 4. tablazatban.

4. tablazat

1. Az oligonukleotidok neve/pozicidja

a Z27-Z10 génben

35

727-8°

nukleotid

Z27-MID

nukleotid

227-3

nukleotid

40

Z10-5°

nukleotid

Z10-MID

nukleotid

N R P BN IR

Z10-3

nukleotid

II. Amplifikalt fragmentméretek az
oligonukleotidparokbol
A) Endogén vagy kiméragénparok

45

M +06)

972 bp

@+3)

476 bp

50

) +(6)

389 bp

@+ )

262 bp

B) Kiméragén-specifikus parok

1)+ (6

1439 bp

55

1 +G)

1313 bp

@ +®)

943 bp

@+06)

816 bp

60
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Az oligonukleotidokat, illetve inditomolekulékat
ugy terveztiik, hogy az oligonukleotidparok, amelyek
egy z27 oligonukleotidbdl (Z227-5° vagy Z27-MID) és
egy z10 oligonukleotidbol allnak (z10-MID vagy z10-
3°), hasznalata csak a kiméra z27-z10 génb6l szdrmazo
fragment amplifikacidjat eredményezi, de nem eredmé-
nyez amplifikaciot az endogén kukorica z27 vagy
z10 génekbdl. Az, hogy a PCR-reakciokban a vart mére-
tii amplifikalt fragmentek jelentek meg ezeknek a z10-
z27 specifikus oligonukleotidparoknak az alkalmazasa-
val, diagnosztikai jelent6ségii a kiméra z10-z27 gének-
nek az adott kallusz vagy névényi DNS-mintaban valo
eléfordulasa szempontjabol.

A 727 oligonukleotidparok (Z27-5" vagy Z27-MID a
Z27-3’-vel) vagy a z10 oligonukleotid parok (a z10-5" a
z10-MID-del vagy z10-3’-vel) olyan fragmentek
z0szekvencidkat vagy z10 kodolészekvencidkat eredmé-
nyezik a PCR-reakciokban, ha kontroll AB63S kallusz-
DNS-t vagy Metl kallusz-DNS-t vagy pZ27Z10 plaz-
mid-DNS-t hasznélunk templatként. Ezek a reakcidk
szolgdlnak pozitiv kontrollként az egy adott kallusz
vagy novényi DNS-mintabdl szdrmazd endogén kuko-
rica-génszekvencia amplifikalasakor.

A levél-DNS-t két Metl RO ndvénybél allitjuk elé
(jelzésiik Metl-1 és Metl-2), valamint egy AB63S no-
vényb6l, az aldbbiak szerint. A PCR-reakciokat ezek-
kel a DNS-mintdkkal hajtjuk végre, a HPT-t kddolo
szekvencidra, a kiméra z27-z10 génre, a z27 szabalyo-
zoszekvencidra és a z10 kodoloszekvenciara specifikus
specifikus oligonukleotidparokkal. A PCR-reakcioter-
mékek gélelemzése azt mutatta, hogy a vart méreti
amplifikaciés termékeket kapjuk mindegyik reakcid-
ban, ha a Metl-1 DNS-t és a Met1-2 DNS-t hasznaljuk.
A kontroll AB63S DNS negativ eredményt ad a HPT-t
kodolo szekvencia és a z27-z10 kiméragén szempontja-
bél, de pozitiv eredményt ad az endogén z27 szaba-
lyozdszekvencia és a z10-et kddolé szekvencia szem-
pontjabol. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a
vizsgalt Metl RO névények megtartottdk a bejuttatott
HPT-DNS-t és a kiméra Z27-Z10 DNS-t.

Tovabbi bizonyitékként, hogy a diagnosztikus jelen-
t6ségll z27-z10 PCR-reakcidtermékek mind a z27 sza-
balyozdszekvenciakat, mind a z10 kédolészekvencia-
kat tartalmazzak, Southern-blot-analizist végeztiink a
PCR-reakcidtermékeken. Southern-blot-filtereket készi-
tiink két, azonos mintdkat tartalmaz6 agar6zgélrdl.
A minték a fentiekben ismertetett 227 szabalyozoszek-
vencidk, a z10 kodolészekvencidk és a kiméra Z27-
z10 szekvencidk amplifikalasabol szarmazé PCR-reak-
ciotermékeket tartalmazzak. Az egyik Southern-blotot
egy z27 szabalyozészekvencidhoz hibridizaljuk. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a z10 kddoloszekven-
cidbol késziilt proba hibridizalodik a z10-et kodoloszek-
venciardl késziilt PCR-reakciék amplifikdlt fragment-
jeihez és a kiméra Z27-Z10 gén PCR-reakcibihoz, de
nem hibridizalodik a z27 szabalyozoszekvencia PCR-
reakcioibol szarmazé amplifikalt fragmentekhez. Ana-
l6g médon, a z27 préba hibridizalodik a z27 szaba-
lyozdszekvencia PCR-reakcioibol és a Z27-z10 kiméra-



1 HU 220 773 B1 2

gén PCR-reakci6ibol szarmazé amplifikélt fragmentek-
hez, de nem hibridizal6dik a z10-et kodold szekvencia
PCR-reakci6ibol szarmazo amplifikalt fragmentekhez.
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a PCR-
reakciokban amplifikalt fragmentek tartalmazzak a vért
génszekvencidkat, és a kiméra Z27-z10 kiméragén diag-
nosztikus PCR-rel amplifikalt termékei mind a z27 sza-
bélyozdszekvencidkat, mind a z10-et kodolo szekvenci-
at tartalmazzak.

Az érett Metl RO névény szabalyozott beporzasat
beltenyésztett A188, B73, A654 és H99 kukoricavona-
lakkal végeztikk. Emellett szimos 6n-, illetve rokonbe-
porzést végeztiink. Osszesen 130 beporzést végeztiink,
a Metl RO ndvényeket mind pollendonorokként, mind
pollenrecipiensekkeént alkalmazva. Az érett magvakat a
beporzas utin 45 nappal gyjtéttitkk be, majd tovabbi 1-
2 hétig hagytuk szaradni.

Az R1 utédok elemzése

A HPT-szekvencia és a kiméra z27-z10 gének jelen-
1étének igazoldsat az R1 névényi szovetekbll szarmazd
DNS PCR-elemzésével végeztiikk el, harom R1 ut6d-
csoportban.

Az els6 elemzett R1 utddcsoport a Metl-7 RO no-
vény négy éretlen cimermagja volt. Ezeket a cimer-
magvakat ugy kaptuk, hogy a Metl-7 cimerébdl fejl6-
d6 kukoricahajon végeztiink nyitott beporzast. A bepor-
zas utan koriilbeliil 18 nappal a cimermagvakat eltavo-
litottak a novényrdl és a felilletiikon sterileztiik. Az
egyes magvakbodl kivagtuk az endospermiumot, szaraz-
jégen fagyasztottuk, majd —70 °C-ra tettilk, amig DNS-
t izolaltunk beldle.

Az egyes magvakbol szarmaz6 embriot R5 taptalaj-
ra tettiik, és hagytuk kicsirazni. 10 nap elteltével a hajta-
sokat attettitk vermikulitra, ott 7 napig tartottuk, majd
foldbe tettiik, és hagytuk hogy teljes érettségig felndje-
nek. Az egyes endospermiumokbél izoldlt DNS-sel
PCR-elemzést végeztiink, a HPT-t kodolo szekvencia-
ra, a kiméra Z27-z10 génre és a kukorica Adhl génre
specifikus oligonukleotidokat hasznalva. A négy endos-
perma-DNS koziil hdrom az 6sszes emlitett génszekven-
cidkra pozitivnak bizonyult. A negyedik endosperma-
DNS-minta negativ volt a HPT-t kodolé szekvenciira
és a Z27-z10 kiméragén-szekvenciara, de pozitiv volt
az endogén Adhl szekvenciara. Az eredmények azt mu-
tattdk, hogy mind a HPT-szekvencia, mind a kiméra
Z27-z10 gén atadodott a Met1-7 R1 utodanak.

Hasonl6 elemzést végeztiink az A654 x Metl-1 ke-
resztezésbll szarmazd 24 maggal. A beporzis utin
24 nappal a magvakat eltavolitottuk a kalaszbol, és a fe-
liiletiikon sterileztiik 8ket. Az endospermiumokat és az
embriokat ez el6z6kben leirt médon izolaltuk és kezel-
tik. Az endosperma-DNS-mintdk PCR-elemzése azt
mutatta, hogy a 24 ut6dbdl 9 megdrokolte mind a HPT-
szekvencidkat, mind a kiméra Z27-z10 gént. A tobbi
15 utdd egyik bejuttatott génszekvenciat sem 6rokolte.
Az R1 utédok harmadik elemzett csoportja a Metl-
6 RO novény onbeporzasaval kapott 28 R1 novénybol
allt. A DNS-mintakat 28 kéthetes hajtas levélszovetei-
b6l izolaltuk.
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A levél-DNS-mintdk PCR-elemzése azt mutatta,
hogy 24 R1 utéd mind a HPT-szekvenciakat, mind a ki-
méra Z27-z10 géneket hordozza. A tobbi 4 R1 utdd
egyik bejuttatott génszekvenciat sem hordozta. Az elem-
zések eredményeit az 5. tdblazatban foglaltuk Gssze, és
ez azt mutatja, hogy a Metl névények R1 utddjainak je-
lentds része orokolte a bejuttatott DNS-t.

5. tablizat
A bejuttatott HPT-szekvencia és a kiméra Z10 gén
oroklodése a Metl novények keresztezéseibsl
szarmazo utdédokban

Kiilsé "
keresztezés Olﬁe;:;)r;;’! s
(A654xMet1-1) (Metl-
Genotipus Utodok szama
HPT+/227z10+ 9/24 24/28
HPT+/Z27Z10- 0/24 0/28
HPT-/z27z10+ 0/24 0/28
HPT-/Z27Z10- 15724 4/28

A z27z10+/HPT+ n6vények és a Z27210—~/HPT-
ndvények aranya a kiils6 keresztezésbdl szarmaz6 popu-
lacioban megegyezik egyetlen lokusz 1:1 ardnyd szeg-
regacidjaval. Emellett, a 227210+/HPT+ n6vények és
a Z27710—/HPT- ndvények aranya az dnbeporzisbol
szarmaz6 populdcioban megegyezik egyetlen lokusz
3:1 ardnyu szegregicidjaval. Ezek az adatok a bejutta-
tott HPT és Z27-z10 szekvencidk kapcsoltsagat mu-
tatjak.

III. példa

Egy inszekticid fehérjét kodolo rekombindns DNS-t

tartalmazo AB12 kalluszvonalbol szarmazo termé-

keny transzgenikus novények

A Bacillus thuringiensis altal kodolt fehérjékr6l ki-
mutattdk, hogy szdmos peszticid alkalmazasban j6l
hasznalhatok. A specifikus heterolog Bt-géneket tartal-
mazé transzgenikus kukoricandvények elGallitasa meg-
novelheti a novények rezisztencijat a specifikus karte-
vGkkel szemben. A rekombinédns Bt-gént tartalmazé ter-
mékeny transzgenikus névényeket az 1. példiban leir-
tak alapjan allitjuk el6, szamos kis modositas alkalma-
zé4saval, amint azt az alabbiakban jelezziik.

Ugyanabban az id6ben, amikor az I. példa kallusz-
vonalat inditottuk, egy mésik kalluszvonalat is inditot-
tunk. Az AB12-t ugyanolyan sziil6i genotipusi nové-
nyek kiilon keresztezésével allitottuk elé (A188 xB73).
Ez példa igazolja termékeny transzgenikus novények re-
generalasat egy harmadik kalluszvonalbdl, az AB11 és
az AB63S mellett, valamint azt is igazolja, hogy a ter-
mékeny transzgenikus névények elballitisa nem az
adott kalluszvonalak egyedi tulajdonséga volt.

Az I. példaban ismertetett pHYGI1 plazmidot, vala-
mint a pMS533 plazmidot, amely a Bacillus thurin-
giensis endotoxin (BT)-gént tartalmazza a neomicin-
foszfotranszferaz (NPTII)-génhez fuzionaltatva, haszn4l-
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juk a tovabbiakban. A fiiziés gént6l 5° irAnyban levé po-
zicioban taldlhatok a CaMV-gén és a nopalin szintetaz
promoter DNS-einek szakaszai. A fziés géntdl 3’ irany-
ban talalhaté a paradicsom I-es protedzinhibitoranak
génje valamint a nopalin szintetdz gén poli A régidja.

A kalluszt az I. példaban leirtak alapjan bombaéztuk,
azzal a kiilonbséggel, hogy a volfrdim/DNS preparatum-
ban hasznalt DNS a pHYGI1 és pMS533 plazmidokat
tartalmazta. Egy cs6 csak 6t pul TE puffert (10 mmol/l
TRIS-HC1 pH=8,0, 1 mmol/l EDTA) tartalmazott.

Az aldbbi bombazasi kisérleteket végeztik:
11 xpHYGI1/pMS533 (potencialis pozitiv kezelés) és
3 x TE preparatum (kontrollkezelés).

A bombazas utan a pHYGI1/pMS533 kezelésekbdl
szarmaz0 kalluszt az 1-es szelekcids korbe tartozd leme-
zekre tesszilk (F taptalaj, 15 mg/l higromicintartalom-
mal), lemezenként tiz darabot. Ugyanazt tesszik a két
TE készitménnyel bombazott lemezzel (szelektalt kont-
rollkallusz). Az egyik, TE preparatummal bombazott
kalluszlemezt higromicint nem tartalmazé F tptalajra
tessziik; ezt a kalluszt az egész kisérlet soran fenntart-
juk, mint a kontrollszovetek forrasat (nem szelektalt
kontrollkallusz).

18 nap elteltével a kalluszt az 1-es kor szelekcios le-
mezérdl a 2-es szelekcio kor lemezeire (60 mg/l hi-
gromicint tartalmaz) tessziik 4t, lemezenként 10 mg-os
darabokban. 21 napig tartjuk a 2. szelekcios kor leme-
zein, ezalatt a kallusz teljesen gatlodott. Az sszes kal-
luszt a 2-es kor szelekcids lemezeirdl a 3-as kor szelek-
ciés lemezeire vittiik at, amelyek 60 mg/l higromicint
tartalmaztak.

A harmadik szelekcids kor lemezein tartottuk 42 na-
pig, ezalatt hat szektor volt megfigyelhetd, amelyek a
komyez6 nekrotikus szovet mellett szaporodtak, mind-
egyik a pHYGI1/pMS533-mal kezelt anyagb6l szarma-
zott. A kalluszvonalakat F taptalajra tettiik at.

24 nap elteltével egy kalluszvonal, jele CB2, muta-
tott 1ényeges novekedést. Az egyes kalluszvonalakbol
darabokat vittiink 4t 1) 15 mg/] higromicint tartalmazo
F téptalajra, vagy ii) 60 mg/1 higromicint tartalmazo tap-
talajra. A kontrollkalluszt 15 mg/1 higromicint tartalma-
z0 F taptalajra szélesztettiik.
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A hat kalluszvonal koziil csak egy, a CB2 volt ké-
pes fenntartani a novekedést tobbszori atoltds soran is
60 mg/L higromicin jelenlétében. Ennek a kallusznak a
darabjaibol DNS-t izolaltunk, és a Bt-gén jelenlétét
Southern-blot-analizissel igazoltuk.

A DNS-t BamHI és Xhol restrikcios enzimek kom-
binacidjaval emésztettiik. A BamHI a Bt kodol6 szek-
vencia 5’ végén hasit, az Xhol a kodol6 szekvencia
3’ végén hasit. Egy 32P-vel jelzett probat készitettiink
az 1,8 kb méreti BamHI/Xhol pMS533 restrik-
cios fragmentbdl. A vart 1,8 kb méretl csikot figyel-
tilkk meg hibridizalds és autoradiografia utdn. Csik
nem volt megfigyelhetd a transzformalatlan kallusz
DNS-ében.

A CB2-bdl ndvényeket regeneraltunk, majd szaba-
lyozott beporzast végeztiink az R1 generacid elGallitasa-
ra, az el6z6kben leirt médon. Az R1 névényeket meg-
vizsgaltuk, hogy megtalalhaté-e bennikk a HPT- és a
Bt-gének szekvencidja PCR-elemzéssel, valamint enzi-
matikus méréssel megvizsgaltuk a HPT-gén expresszio-
jat is, az 1. példban leirtak alapjan.

Az 1. példéaban leirtak alapjan PCR-elemzést végez-
tiink az R1 utédok gyokérszovetébdl izolalt DNS-en-
donukleaz. Annak ellendrzésére, hogy minden egyes
DNS-minta alkalmas-e a PCR-vizsgalathoz, PCR-
elemzést végeztiink a kukorica természetes 10 kD-os
zein génjére specifikus inditémolekuldkkal. A Bt-gén
PCR-clemzéséhez haszndlt inditomolekuldk a 35S
promoterrel, illetve a Bt-t kodolo szekvenciaval voltak
komplementerek. A HPT PCR-elemzéséhez hasznalt
inditomolekulak ugyanazok, mint amelyeket az L. pél-
daban irtunk le. Ennek az elemzésnek az eredményei a
6. tablazatban lathatok. Az eredmények a bejuttatott
HPT- és Bt-gének atadasat mutatjdk mind a himivaru,
mind a ndivarti sziil6kon keresztiil, és a megfigyelt
frekvencidk megegyeznek a mendeli frekvencidkkal.
Az eredmények illeszkednek ahhoz a feltevéshez,
hogy a HPT- és Bt-gének beépiiltek a kromoszomalis
DNS-be. Az is kideriilt, hogy a HPT- és Bt-gének kap-
csolt 6rokl6dést mutatnak, jelezve, hogy a két gén szo-
rosan egymas mellett, ugyanarra a kromoszémara
épiilt be.

6. tablazat
A CB2 R1 utddainak elemzése

A. Transzgenikus Kontroll
CB2.8XFR4326 ABI12.7XFR4326
Elemzés Elemzés
10kD HPT Bt HPT 10kD HPT BT HPT
Novény PCR PCR PCR ENZ Novény PCR PCR PCR ENZ
1 + + + + 1 + - - -
2 + + + + 2 + - - -
3 + - - -
4 + + + +
5 + + + +
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6. tablazat (folytatds)

A. Transzgenikus Kontroll
CB2.8XFR4326 AB12.7XFR4326
Elemzés Elemzés
10kD HPT Bt HPT 10kD HPT BT HPT
Novény PCR PCR PCR ENZ Novény PCR PCR PCR ENZ
6 + - - -
7 + + + +
8 + - - -
9 + + + +
10 + - - -
B. Transzgenikus Kontroll
CB2.11xLB101 AB12.4xLB101
Elemzés Elemzés
10kD HPT Bt HPT 10kD HPT BT HPT
Novény PCR PCR PCR ENZ Novény PCR PCR PCR ENZ
1 + - - - 1 + - - —
2 + + + + 2 + - - -
3 + - - -
4 + + + +
5 + - - -
6 + + + +
7 + - - -
8 + - - -
9 + - - -
10 + - - +
C. Transzgenikus Kontroll
CB2.7xLM1112 AB12.5xLM1112
Elemzés Elemzés
10kD HPT Bt 10kD HPT BT
Névény PCR PCR PCR Névény PCR PCR PCR
1 + - - 1 + - -
2 + + + 2 + - -
3 + - -
4 + - -
5 + + +
6 + + +
7 + + +
8 + + +
9 + - -
10 + - -
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6. tabldzat (folytatds)

D. Transzgenikus Kontroll
FR4326xCB2.9 FR4326xAB12.1
Elemzés Elemzés
10kD HPT Bt 10kD HPT BT
Novény PCR PCR PCR Novény PCR PCR PCR
1 - - 1 + - -
2 + + + 2 + - -
3 + + +
4 + + +
5 + + +
6 + - -
7 + + +
8 + + +
9 + - -
10 + - -
E. Transzgenikus Kontroll
A188xCB2.1 Al188xAB12.2
Elemzés Elemzés
10kD HPT Bt 10kD HPT BT
Novény PCR PCR PCR Novény PCR PCR PCR
1 + + + 1 + - -
2 + + + 2 + - -
3 + + +
4 + - -
5 + + +
6 + - -
7 + + +
8 + + +
9 + - -
10 + - -
F. Transzgenikus Kontroll
LM1112xCB2.2 LMI1112xABI12.6
Elemzés Elemzés
10kD HPT Bt 10kD HPT BT
Novény PCR PCR PCR Novény PCR PCR PCR
1 + - - 1 + - -
2 + - . 2 + - -
3 + - -
4 + - -
5 + - -
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6. tablazat (folytatas)

F. Transzgenikus Kontroll
LM1112xCB2.2 LMI1112xAB12.6
Elemzés Elemzés
10kD HPT Bt 10kD HPT BT
Novény PCR PCR PCR Novény PCR PCR PCR
6 + - -
7 + - -
8 + + +
1V. példa luszt az egész kisérlet soran megtartjuk, mint a kontroll-

Termékeny transzgenikus novények az AB12 kallusz-
vonalbol, amelyek két teljes szexudlis cikluson ke-
resztil atadtak a rekombindns DNS-t

1. Névényi vonalak és szovettenyészetek
Az ABI12 kalluszvonalat hasznaltuk, amelyet a I
példaban irtunk le.

11 Plazmidok
Az I. példaban ismertetett pBII221 és pHYGI1 plaz-
midokat hasznaltuk.

III. DNS-beviteli modszerek

A kalluszt az 1. példa szerint bombaztuk, azzal a kii-
16nbséggel, hogy a volfrim/DNS preparatumokban hasz-
nalt DNS mds volt. Az osszes ¢s6 25 pl 50 mg/ml
25 pl 2,5 mol/1 CaCl,-ot és 10 pl 100 mmol/l spermidint
tartalmazott dsszesen 5 ul 1 mg/ml dsszplazmidtartalom-
mal. Egy cs6 csak a pBII221 plazmidot tartalmazta; két
cs6 csak a pHYGI!1 plazmidot tartalmazta; és egy cs6
nem tartalmazott plazmidot, csak 5 pul TE puffert.

Az alabbi bombazasokat végeztiik : 2 x pBII221 pre-
paratum (a tranziens expresszidhoz); 7xpHYGII1 pre-
paratum (potencidlis pozitiv kezelés); és 3 x TE prepara-
tum (negativ kontrollkezelés).

Miutdn az Gsszes bombazast elvégeztiik, a pBI1221
kezelésbol szarmazo kalluszt egy az egyben atvittiik F
taptalajra, 5 darab 50 mg-os darab formdjaban. Két nap
elteltével a kallusz az 1. példaban leirtak alapjan GUS
vizsgalo pufferbe tettiikk. A tranziens expressziot muta-
t0 sejtek szamat meghataroztuk (686, illetve 845 GUS
pozitiv sejt, jelezve, hogy a részecskebejuttatasi eljaras
lejatszodott a tobbi bombazott lemezen).

1V. A transzformdlt kallusz szelekcidja

A bombézas utan a pHYGI1 kezelésb8l szarmazd
kalluszt az 1. szelekcids korbe tartozd lemezekre
vissziik (ez F taptalaj, 15 mg/ml higromicintartalom-
mal), lemezenként 25 darabot. Ugyanezt elvégezziik a
TE prepardtummmal bombazott masik két lemezre is
(szelektalt kontrollkallusz). Egy olyan lemezt, amelyen
a TE prepardtummal bombézott kallusz taldlhat6, hig-
romicint nem tartalmazd F taptalajra tessziik; ezt a kal-
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szovet forrasat (nem szelektalt kallusz).

13 nap elteltével az 1. szelekcios kor lemezein talal-
hat6 kallusz nem kiilonboztetheté meg a nem szelektalt
kontrolikallusztél. Az 1. szelekcids kor lemezeirdl szar-
mazd Osszes kalluszt a 2. szelekcidés kor lemezeire
tessziik 4t, amelyek 60 mg/l higromicint tartalmaznak.
A lemezek szama koriilbeliil 6tszorosére nétt.

A 2. szelekcids kor lemezein a kallusz salya iénye-
gesen megnétt 23 nap elteltével, de ekkor mar kozel
nekrotikusnak tint. A 2. szelekcids korbdl szarmazé
Osszes kalluszt atvissziik a 3. szelekcios kor lemezeire,
amelyek méar 60 mg/l higromicint tartalmaznak.

A bombazés utan 58 nappal hdrom é16 szektor volt
megfigyelhet, amely a kdrnyezd elpusztult szévetek
mellett szaporodott. Mind a hdrom vonal a pHYGI1 ke-
zelésbdl szarmazott, jelzésiik 24C, 564, illetve 55A.

Miutén 15 napig fenntart6 taptalajon tartottuk, a vo-
nalak novekedése volt megfigyelhet. A 24C vonal jol
nétt, mig az 55A és 56A vonalak lassabban ndttek.
Mind a harom vonalat 60 mg/l F tiptalajra vittiik at,
amely 60 mg/l higromicint tartalmaz. A fenntart6 tapta-
lajon levé nem szelektdlt kalluszbdl is vittiink at
60 mg/1 higromicint tartalmazé F taptalajra.

Miutan 19 napot toltott 60 mg/l higromicinen, a
24C vonal novekedése egyaltalan nem gatlodott, mig a
kontroll a 24C vonal silygyarapodasanak csak 80%-at
mutatta. Az 56C vonal teljesen nekrotikus volt, az 55A
vonal pedig nagyon kozel allt ahhoz, hogy nekrotikus
legyen. A 24C és 55A sejtvonalakat ismét 60 mg/l
higromicint tartalmazd F taptalajra vittiik 4t, csakigy,
mint a kontrollszovetet.

23 nap elteltével a 60 mg/ml higromicinen néveke-
d6 24C vonal egyaltalan nem tlint gatoltnak. Az 55A
sejtvonal teljesen elpusztult, csakigy, mint a masodik
negativ kontrollkallusz, miutdn masodszor tettiik
60 mg/l higromicint tartalmazo F taptalajra.

V. A transzformalt kallusz vizsgalata

Southern-blotot készitiink a 24C vonal BamHI
restrikcids enzimmel emésztett DNS-éb6l, majd az I.
példaban leirtak alapjan a HPT-probaval vizsgaltuk at.
Amint az a 6. abrardl lathato, a 24C-ben a vart 1,05 kb
méretnél egy csikot figyeltiink meg, és ez azt mutatja,
hogy a 24C vonal tartalmazza a HPT-t kodolo szekven-
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ciat. A kontrollszovetben nem volt megfigyelhetd
ilyen csik. A 24C kalluszvonal a PH2 jelzést kapta
ezek utan.

Annak igazolaséra, hogy a higromicingén beépiilt a
nagy molekulasilyd DNS-be, a PH2 kalluszbél és a
kontrollkalluszbdl izolalt DNS-t a kovetkez6képpen ke-
zeltiik :

(i) nincs restrikcios enzimes kezelés;

(i1) BamHI emésztés, az elz8kben leirt modon;

(iii) Pstl emésztés, amivel a HPT-t kodol6 szekven-
ciaba egyszer belehasitunk a pHYGI1 plazmidon.

A mintékat blotoljuk, majd a HPT-t kodolé szekven-
ciaval vizsgéaljuk meg, az el6zGkben leirt modon.

Az emésztetlen PH2 DNS csak a hasitatlan DNS-nél
mutatott hibridizalast a préba-DNS-hez, jelezve, hogy a
higromicingén beépiilt a nagy molekulasilya DNS-be.
A BamHI restrikci6s enzimmel emésztett PH2 DNS-nél
a vart 1,05 kb méretii csikot kaptuk, amint azt méar kordb-
ban jeleztik. A Pstl restrikciés enzimmel emésztett
PH2 DNS esetében egy 5,9 kb méretii csik varhato, ha a
higromicingén az érintetlen pHYGI1 plazmidon talalha-
t6. Kettd vagy tobb, véltozé méretli csikot (méretik fiigg
attd], hogy a pozici6tol, amit a hatirold Pstl hasitsi he-
lyek foglalnak el a gazdaszervezet DNS-ében) varha-
tunk, ha a gén integralddott a genomidlis DNS-be. Két
csikot figyeltiink meg, amelyeknek hozzavetGleges mole-
kulasilya 6,0, illetve 3,0 koriilbeliil Ezek az adatok meg-
egyeznek azzal, hogy a higromicingén integralodott a
nagy molekulasilya DNS-be. A kontrollkalluszb6l szar-
mazd DNS-nél nem figyelhet6 meg hibridizacio, egyik
fent emlitett kezelés utin sem.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a HPT-t ko-
dolo szekvencia nincs jelen a PH2 kalluszban érintetlen
pHYGI1 vagy egy kis nem kromoszomalis plazmid for-
majaban. Az eredmények arra utalnak, hogy a higromi-
cingén beépiilt a nagy molekulasilyi DNS-be. Tovabbi
Southern-blot-elemzésekkel ki lehet mutatni, hogy a
HPT-t kodol6 szekvencia egybefiigg a 35S promoter
szekvenciaval.

VI. Novény regeneradlasa és magvak eléallitisa

A PH2 vonalat, a nem szelektalt kontrollkallusszal
egylitt RMS taptalajra tettiik, hogy névényekké regene-
raljuk, az I. példaban leirtak alapjan. 16 nap elteltével a
kalluszt RS taptalajra vittilk at, az 1. példaban leirtak
alapjan. Miutan 25 napig tartottuk RS taptalajon, a haj-
tasokat RS taptalajra vittikk 4t, és 20 napig novesztet-
tilk. Ennél a pontnal a hajtdsokat vermikulitra vittiik at
egy hétre, majd foldbe tltettiik at, ahol szexualis érettsé-
gig neveltitk Sket. A szabdlyozott beporzast a B73 bel-
tenyésztett vonallal hajtottuk végre.

VII. Az R1 utodok elemzése

A) 4 PH2 viragpor mint donor

A B73 xPH2.6 keresztezésbdl szarmazo tiz R1 utod-
ndvénynek vizsgaltuk a HPT expressziojat mind gyokér-
hosszabbitassal, mind az elhervadt levelek expresszid-
janak vizsgalataval. Egy pozitiv novényt sikeriilt azono-
sitani. A HPT-gén jelenlétét a pozitiv névényben
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Southern-blot segitségével sikeriilt igazolni, a HPT-pré-
ba alkalmazasaval, az 1. példaban leirtak alapjan.

A gyokérhosszabbitasi bioldgiai vizsgalat végrehaj-
tasahoz a magvakat sterileztilkk. Kereskedelmi fehérit6-
szer 1:1 aranyi vizes higitisaval, amely még 0,1%
Alconoxot is tartalmazott, 20 percig kezeltiik a magva-
kat 125 ml-es Erlenmeyer-lombikban, majd haromszor
oblitettiik steril desztillalt vizzel. A magvakat éjszakan
at 50 mg/ml Captant tartalmazo steril vizzel duzzasztot-
tuk, 150/perc fordulatszdmmal razatva.

A duzzasztas utdn az oldatot ledntjilk, majd a magva-
kat laminaris boxokba visszitk 4t (Flow Laboratories),
amelyekben 3 lap desztillalt vizzel atitatott csirdztatopapir
van. Egy negyedik, vizzel telitett csiraztatopapirt teritiink
a magvakra. A magvakat négy napig hagyjuk csirazni.

Miutin a magvak kicsiraztak, a mindegyik hajtas
csiragyOkerébdl koriilbeliil 1 cm-t levagunk, majd egy
olyan taptalajra tesszik, amelynek Osszetétele: MS-
sok, 20 g/l szacharéz, 50 mg/l higromicin, 0,25%
Gelrite, és sotétben inkubaljuk 4 napig.

A gyokereket kiértékeljiik, azon az alapon, hogy
van-e rajtuk bdséges gyOkérszir és gyokérelagazas.
A gyokereket transzgenikusnak mindsitjiik (higromicin-
rezisztens), ha rendelkeznek gyokérszorokkel és gyo-
kérelagazasokkal, illetve nem transzformaltnak (higro-
micin érzékeny), ha korlatozott szamu eldgazassal ren-
delkeznek csak.

Miutén a gyokerek csiicsat kivagtuk, az egyik PH2 ka-
lasz és az egyik kontrollkaldsz hajtasait nedves vermi-
kulitra tessziik, és sotétben neveljikk 6t napig. Ennél a
pontnal, az elhervadt levél vizsgalatanak végrehajtasahoz
1 mm-es darabokat hasitunk ki a sziklevélhiivelybdl,
10 masodpercig a feliiletén sterilezziik, majd a kovetkez8
Osszetételd taptalajra helyezziik: MS alapsok, 20 g/l sza-
charéz, 2,5 g/l Gelrite, 0 (kontroll), itletve 100 mg/] higro-
micint tartalmaz, s 18 dra hosszat s6tétben inkubéljuk
26 °C-on. Mindegyik lemez dupla szekciot tartalmazott
az egyes hajtasokbél. A lemezeket azutin vilagosban
inkubaljuk (a vilagitas periédusa: 14 ora vilagos, 10 6ra
sotét) 48 oraig 26 °C-on, majd a levélszovetben taldlhatd
z61d szint a kovetkezd skala alapjan értékeljik ki 0:min-
den barna; 6:minden zold. A hajtasokat nem transzfor-
maltnak (higromicinérzékeny) soroljuk be, ha a besorola-
suk 0, és transzformaltnak soroljuk be (higromicinrezisz-
tens), ha az értékiik harom vagy magasabb.

B) A PH2 mint viragpor-befogado

80, PH2 novénybdl (PH 2.23xB73 keresztezés)
szarmaz6 R1 utédndvényt vizsgaltunk meg a gyokér-
hosszabbitasi vizsgélatban, és ezek koziil 26 bizonyult
pozitivnak. A HPT-gén expresszidjat tovabbiakban az-
zal is igazoltuk, hogy Flow boxokban mind a 26 hajtast
koézvetleniil kitettilk higromicint tartalmazé taptalajra.
A rezisztens novények koziil kett6t PCR-rel vizsgal-
tunk meg, és a HPT-szekvencia jelenlétét igazoltuk.

VIII. Az R2 utodok elemzése

Az R1 transzgenikus novényeket, amelyeknél
PH2 volt a sziiléi virdgpor, érettségig neveljik, majd
egy FR4326 novényt hasznaltunk beporzasra.
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Az ebbdl a keresztezésbdl szarmazd R2 magvakat
kicsiraztattuk, és PCR-rel vizsgaltuk, hogy megvan-e
benniik a HPT-szekvencia. A HPT-gén expresszidjat a
HPT-enzimatikus vizsgalattal hataroztuk meg, az 1. pél-
daban leirtak alapjéan.

A vizsgélt 19 ut6d koziil harom tartalmazta a HPT-
génszekvencidkat, és ugyanakkor expresszalta a HPT-
enzimet is. A tobbi sem a HPT-szekvenciat nem tartal-
mazta, sem enzimaktivitast nem mutatott. Ez az ered-
mény azt mutatja, hogy a virdgporral 4t lehet vinni és
expresszéltatni lehet a genetikailag médositott DNS-t
2 egymast kovetd generacidban is, azaz a gén stabil.

V. példa

A III. példaban leirt morzsalékos, embriogén
kukoricakallusztenyészetet hasznaljuk.

A pCHNI-1 és pLUC-1 plazmidokat a pBS+ vektor-
ban allitjuk el6 (Stratagene, Inc., San Diego, CA), ami
egy 3,2 kb méretii plazmid, standard rekombinins DNS-
technika alkalmazasaval. A pCHN1-1 tartalmazza az
Escherichia coli higromicin B-foszfotranszferdz (HPT)
kodolo szekvenciat (Gritz et al., 1983), amelyet a 3’ vé-
gen az Agrobacterium tumefaciens nopalin szintetaz
(nos) poliadenilezési szekvencia hatarol (Chilton and
Barnes, 1983). Az expressziot a karfiol-mozaikvirus
(CaMV) 35S promotere szabalyozza (Guilley et al.,
1982), amely a HPT-t kodol6 szekvencia el6tt helyezke-
dik el. Ebben a példaban a pBII221 és pHYGI1 plaz-
midokat is hasznaljuk.

A pLUC-1 a szentjanosbogar-luciferazt kodolo6 szek-
venciat tartalmaz (DeWet et al., 1987), amelyet az 5° vé-
gen a CaMV 358 promoter, a 3’ végen a nos poliade-
nilezési szignal hatarol. Ezt a plazmidot kizarélag mint
negativ kontroll-DNS-t hasznaljuk. A plazmidokat mik-
rorészecske-bombazassal juttatjuk be az AB12-be. Az
L. példaban leirtak alapjan 21 lemezt készitiink. Az
egyik csé csak a pBII221 plazmidot tartalmazza; két
cs6 mind a pHYGI1 mind a pBII221 plazmidot tartal-
mazza; két cs6 mind a pCHN1-1 mind a pBII221 plaz-
midot tartalmazza; egy cs6 csak a pLUC-1 plazmidot
tartalmazza. Az elvégzett bombazasi kisérleteket a 7.
tablazatban foglaljuk dssze.

7. tabldzat

2xpBlI221 preparitum A tranziens expresszid
frekvencidjanak meghataro-

zasara

10x pHYGI1/pBII221 Potencialis pozitiv kezelés

a transzformaciéhoz

10xpCHNI1-1/pBII221 Potencialis pozitiv kezelés

a transzformaciohoz

4xpLUC-1 Negativ kontrollkezelés

A két, pBII221 plazmiddal bombazott kallusz leme-
zén vizsgaltuk a tranziens GUS-expressziot. Meghata-
roztuk a kék sejtek szamat, és megallapitottuk, hogy
291 és 477 tranziens GUS-t expresszalo sejt talalhato a
két lemezen, jelezve, hogy a DNS-bejuttatasi folyamat
lejatszodott a tobbi bombazott lemezen is.
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Kozvetleniil azutdn, hogy az Gsszes mintat bombaz-
tuk, az dsszes, pHYGI1/pBII221, pCHN1-1/pBII221
kezelésnek alavetett lemezrdl szdrmaz6 kalluszt, vala-
mint a pLUC-1-gyel kezelt lemezek koziil haromrol a
kalluszt az 1. szelekcids kor lemezeire (F tiptalaj,
amelyben 15 mg/l higromicin B van) vissziik at (6t
kalluszdarab lemezenként). A pLUC-1-gyel kezelt, ne-
gyedik lemezrdl a kalluszt higromicint nem tartalmazo
F taptalajra vissziik at. Ezt a szovetet minden 2-3 hét-
ben nem szelektiv taptalajra vissziik at, és ezt tekintjiik
nem szelektalt kontrollkallusznak.

A szelekci6 utan két héttel mind a kontroll, mind a
nem szelektiv taptalajon a szovetek lényegében azo-
nosnak latszottak. A pHYGI1/pBII221 és a pCHN1-
1/pBII221 kezelések nyolc-nyolc lemezérdl, valamint
a szelektiv taptalajon tartott kontrollkallusz két lemezé-
16l az Osszes kalluszt az 1. szelekcids kor lemezeir6l a
2. szelekcios kor lemezeire vittiik at, amelyek 60 mg/1
higromicint tartalmaztak. A 2. szelekcios kor lemezei
lemezenként tiz db 30 mg-os kalluszt tartalmazta, en-
nek kovetkeztében a lemezek Osszmennyisége meg-
nétt.

A szelektiv taptalajokon megmaradt szévetet — két-
két lemez a pHYGI1/pBII221 és a pCHN1-1/pBII221
kezelésnek alavetett szovetekbdl és egy a kontrollkal-
luszbol — GUS vizsgalo pufferbe helyeztiikk 37 °C-on,
abbdl a célbol, hogy meghatarozzuk, vajon a sejtek kék
csomoi megfigyelhetdk-e a bombézas utan két héttel.
Miutan 6 napot tartottuk a vizsgalépufferben, a szovet-
ben kiértékeltiikk a GUS-expressziot. Az eredményeket
a 8. tablazatban foglaljuk Ossze.

8. tablazat

Kezelés Replikacid Megfigyclések
pLUC-1 Nincsenek kék sej-
tek
pHYGI1/pBII221 l-es lemez | 11 egyedi sejt, egy
négysejtes csomo
2-es lemez | 5 egyedi sejt
pCHNI1-1/pBII221 | 1-eslemez | 1 egyedi sejt, két
kétsejtes csomé
2-es lemez | 5 egyedi sejt, 1 két-
sejtes csomo, és 2,
8-10 sejtbdl allo
csomoé

A 2-es szelekeios lemezen toltétt 21 nap elteltével
az anyag Osszes €letképes részét a 3. szelekcios kor le-
mezeire vittitk at, amelyek 60 mg/l higromicint tartal-
maznak. A 2, szelekcios kor azon lemezeit, amelyek 14t-
szolag elpusztult sejteket tartalmaztak, megdriztiik.
Mind a 2. mind a 3. szelekcids kor lemezeit periodiku-
san megfigyeltiik, van-e rajtuk szaporodé szektor.

A 3. szelekcids kor lemezein toltott 35 nap eltelté-
vel mind a 2. szelekcids kor, mind a 3. szelekcids kér
lemezeit atvizsgaltuk, van-e rajtuk életképes kallusz-
szektor. Két ilyen szektor volt megfigyelhet8, amelyek
a pHYGI1/pBII221 kezelésnek aldvetett lemezeken
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levd elpusztult sejteken mint hattéren novekedtek. Az
els6, 3AA jelzéssel ellatott szektor a lemezek 3. cso-
portjabol szarmazott, mig a méasodik, PH1 jeld szektor
a lemezek 2. csoportjabdl szarmazott. Mindkét vonalat
F taptalajra vittik 4t, amely nem tartalmazott higro-
micint.

19 nap elteltével a 3AA vonal nagyon gyengén nétt
a higromicint nem tartalmazé F taptalajon, mig a
PH1 vonal gyorsan nétt. Mindkett6t atoltottuk F taptalaj-
ra, és 9 napig ott tartottuk. A 3AA és PHI vonalakat ez-
utdn 15 mg/] higromicint tartalmazé F tiptalajra tettikk
at, és 14 napig tartottuk ott. Ennél a pontnal a 3AA vo-
nalrél megfigyelhetS volt, hogy nagyon gyengén és las-
san nétt. A PH1 vonal azonban gyorsan n6tt a 15 mg/l
higromicint tartalmazé F taptalajon; a vonalat ezutin
higromicint nem tartalmaz6 F téptalajra tettiik at.

Az F taptalajon toltott 10 nap elteltével a PH1 vonal
gatldsi vizsgélatat inditottuk el. A PH1 kalluszt 1, 10,
30, 100 es 250 mg/l higromicin B-t tartalmazo F tapta-
lajra tettitk at. Mindegyik koncentraciobol 6t kallusz le-
mezt készitettiink, és mindegyik lemez koriilbeliil
50 mg-os kalluszdarabot tartalmazott. A nem szelektalt
kontrollszévetbdl egy-egy lemezt készitettiink mind-
egyik higromicinkoncentracidhoz.

Azt figyeltikk meg, hogy a PH1 vonal képes volt n6-
vekedni 9 atoltas utan is 0, 10, 30, 100 és 250 mg/l
higromicinen.

Tovébbi szektorokat izolaltunk kilonbozé idépon-
tokban a 2. és 3. szelekcios kor lemezeirSl. Ezek koziil
egyik sem volt képes novekedni tobb atoltast (két-
hérom 4toltds) kovetGen higromicin jelenlétében.

Annak igazolasdra, hogy a PH1 kallusz megszerez-
te a higromicinrezisztencia-gént, a PH1 kallusznak egy
Southern-blotjat készitettiik el, oly modon hogy a PH1-
bél és a nem szelektalt kontrollkalluszokbdl DNS-t izo-
laltunk, a kovetkezd eljarassal: 2 g kalluszt lefagyasz-
tottunk folyékony nitrogénben majd finom porra tor-
tik, a port egy 30 ml-es Oak Ridge cs6be tettilk at,
amely 6 ml extrakcids puffert tartalmazott (7 mol/l kar-
bamid, 250 mmol/l NaCl, 50 mmol/l TRIS-HCI
pH=8,0, 20 mmol/l EDTA pH=9,0, 1% szarkozin). Eh-
hez adtuk fenol: kloroform 1:1 aranyt elegyét, a cséve-
ket Osszeraztuk és 15 percig 37 °C-on inkubaltuk.
A mintakat 8000/perc fordulatszdmmal centrifugaltuk
10 percig 4 °C-on. A feliilisz6t miraclothon (specialis,
gézszer( szlirGanyag, Calbiochem 475855) pipettaztuk
at egyszer hasznalatos 15 ml-es csGbe (American Scien-
tific Products, C3920-15A), amely 1 ml 4,4 mol/l am-
moénium-acetatot tartalmaz (pH=5,2). 6 ml izopropa-
nolt adtunk hozz4, a csdveket dsszeraztuk, majd a min-
takat 15 percig inkubaltuk —20 °C-on. A DNS-t Beck-
man TJ-6 centrifugaban llepitjik maximalis fordulat-
szdmmal, 4 °C-on. A feliiluszot elontjiik, majd az iiledé-
ket 500 ul TE-10-ben oldjuk (10 mmol/l TRIS-HCI
pH=8,0, 10 mmol/l EDTA pH=8,0), és 15 percig szo-
bahémérsékleten tartjuk. A mintdkat azutan 1,5 ml-es
Eppendorf-csovekbe tesszik at, és 100 pl 4,4 mol/l
ammonium-acetatot (pH=5,2) és 700 pl izopropanolt
adtunk hozzd. Ezt 15 percig —20 °C-on inkubéltuk,
majd a DNS-t 5 percig Eppendorf mikrocentrifugiban
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iilepitettiik (12 000/perc). Az iiledéket 70%-os etanollal
mostuk, majd TE—1 pufferben (10 mmol/l TRIS-HCI
pH=8,0, 1 mmol EDTA), szuszpendaltuk.

10 pg izolalt emésztettiik BamHI restrikcios enzim-
mel, majd az I. példiban leirtak alapjan a HPT-pré-
baval vizsgaltuk 4t. Amint az a 3. 4brardl lathato, a
PH1 kalluszban a vart 1,05 kb méretnél egy csikot fi-
gyeltiink meg, és ez azt mutatja, hogy a 24C vonal tar-
talmazza a HPT-t kodolé szekvenciat. A kontrollkal-
luszban nem volt megfigyelhet6 ilyen csik.

Annak igazoléséara, hogy a higromicingén beépiilt a
nagy molekulasilyi DNS-be, a PH1 kalluszbol és a
kontrollkalluszbdl izolalt DNS-t a kovetkezGképpen ke-
zeltiik:

(1) nincs restrikcids enzimes kezelés;

(ii)) BamHI emésztés, az el6zGkben leirt modon;

(ii1) Pstl emésztés, amivel a HPT-t kodolo szekven-
ciaba egyszer belehasitunk a pHYGII plazmidon.

A mintakat blotoljuk, majd a HPT-t kodol6 szekven-
ciaval vizsgaljuk meg, az el6z6kben leirt modon.

Az emésztetlen PH1 DNS csak a hasitatlan DNS-nél
mutatott hibridizalast a proba-DNS-hez, jelezve, hogy a
higromicingén beépiilt a nagy molekulasulyt DNS-be.
A BamHI restrikcids enzimmel emésztett PH1 DNS-nél
a vart 1,05 kb méreti csikot kaptuk, amint azt mar ko-
rabban jeleztilk. A Pstl restrikciés enzimmel emésztett
PH1 DNS esetében egy 5,9 kb méretii csik varhato, ha a
higromicingén az érintetlen pHYGII plazmidon talalha-
t6. Kettd vagy tobb, valtozé méretd csikot (méretiik
fiigg attol a poziciotdl, amit a hatarolo Pstl hasitasi he-
lyek foglalnak el a gazdaszervezet DNS-ében) varha-
tunk, ha a gén integralodott a genomidlis DNS-be. Ha-
rom csikot figyeltiink meg, amelyeknek hozzavetGleges
molekulasulya 12, 5,1, illetve 4,9 koriilbeliil Ezek az
adatok megegyeznek azzal, hogy a higromicingén integ-
ralodott a nagy molekulasilyt DNS-be. A 4,9 kb mére-
td csik intenzitdsa koriilbeliil dupldja a masik két csik in-
tenzitasanak, jelezve, hogy vagy részleges emésztés tor-
tént, vagy a HPT-gén kétszer egymas utan beépiilt a kro-
moszOmaba. A kontrollkalluszban a fenti kezelésekkel
nem volt megfigyelhetd hibridizalas.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a HPT ké-
dold szekvencia a PH1 kalluszban nem intakt
pHYGI1 plazmid vagy kis, nem kromoszomélis plaz-
mid formajaban van jelen. Ez megegyezik azzal a felté-
telezéssel, hogy a higromicingén beépiilt a nagy mole-
kulastilyd DNS-be. A Southern-blot-elemzések igazol-
tak tovabbé, hogy a HPT kédolo szekvencia egybefiigg
a 358 promoter szekvenciaval.

Az inhibicios vizsgélatban hasznélt 6sszes higromi-
cinkoncentraciorél a PH1 kalluszt RMS5 taptalajra
vissziik at, és az I. példaban leirtak alapjan regeneraljuk.
A PH1 kalluszbdl 6sszesen 65 novényt kaptunk, mig a
kontrollkalluszbdl 6sszesen 30 névényt kaptunk.

Annak igazolasara, hogy a bejuttatott DNS-t az
RO névények megtartottdk a szoveteikben, Southern-
blotot végeztiink az el6zékben leirt modon, a PH1 ha-
rom véletlenszeriien kivalasztott RO névényének BamHI
restrikcids enzimmel emésztett levél DNS-én. A blotot a
HPT-prébaval vizsgaltuk 4t, az 1. példaban leirtak alap-
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jan. Amint az a 4. 4bran l4that6, mind a harom névény-
nél egy 1,05 kb méretli csik figyelheté meg, jelezve,
hogy a HPT-t kodolo szekvencia jelen van. Egy kontroll-
novénybdl izolalt DNS esetében nem volt csik megfi-
gyelheto.

Az érett PH1 novények szabalyozott beporzasat
standard modszerekkel végeztiik, beltenyésztett A188,
B73 és Oh43 Zea mays-vonalakkal. A magvakat a be-
porzas utan 45 nappal gytjtottik be, majd tovabbi 1-
2 hétig hagytuk szaradni.

10

Az higromicinrezisztencia tulajdonsag jelenlétét az
R1 utédokban gydkérhosszabbodasi vizsgalattal, elher-
vadt levél vizsgilatival, majd Southern-blottal értékel-
tilkk. Az analizishez a regeneralt PH1 novénybdl és a
kontrollnovénybdl is két-két kalaszt valasztottunk ki.
Mindegyik kalasznél az A188 beltenyésztett vonal volt
a viragpor donor. Az eredmények az 5. abran, valamint
az alabbi 9. tablazaton lathatok.

A PHI anyai sziil6b6] szarmazo két R2 utédban a
HPT-gén jelenlétét megerdsitettiik.

9. tablazat
A PH1 R1 n6vények elemzése

PHI1 Gyokér- Levél- Biot Cont. novény Gyokér- Levél Blot
novény vizsgalat vizsgalat vizsgalat vizsgalat
3.1 + ND + 4.1 - ND ND
32 - ND - 42 - ND ND
33 - ND - 43 - ND ND
34 - ND - 44 - ND ND
35 - ND - 4.5 - ND ND
3.6 + ND + 4.6 - ND ND
3.7 - ND 4.7 - ND ND
2.1 - ND -

10.1 + + + 1.1 - - -

10.2 + + + 12 - - ND
10.3 - - ND 1.3 - - ND
104 - - - 14 - - ND
10.5 - - - 1.5 - - ND

9. tablazat (folyt.)
A PH1 R1 novények elemzése
PH1 Gyokér- Levél- Blot Cont. névény Gyokér- Levél- Blot
névény vizsgalat vizsgalat vizsgalat vizsgalat

10.6 - - - 1.6 - - ND
10.7 - - - 1.7 - - ND
10.8 ND + + 1.8 - - ND

Magyarazat: +=transzgenikus, — =nemtranszgenikus; ND=nincs kisérlet

A PH1.3.1 névényt (lasd 9. tablazat) Oh43 viragpor-
ral poroztuk be. Az ebbdl a keresztezésb6l szarmazd ki-
lenc magvat kicsiraztattuk, négy utédnévénynek a leve-
leib6] DNS-t izolaltunk, és Southern-blottal analizal-
tuk, a HPT-t k6édol6 gént hasznélva probaként. A vizs-
galt négy novény koziil kett6 nagy kopiaszamban tartal-
mazta a HPT-t k6dolo szekvenciat. Jollehet a HPT-gén
két ndvényben jelen volt, mégsem lehetett a gén
expresszi6jat kimutatni a hervadt levél biologiai vizsga-
latdval.

A PH1.10.8 novényt (9. tiblazat) hasznaltuk a
B73 beporzésara, valamint 6nbeporzést is végeztiink.
A miésik partnerrel végzett keresztezés utddaibol otve-
net vizsgaltunk le mind gyokér-, mind levélelemzéssel,
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hogy expresszalja-e a HPT-t. Expresszid nem volt ki-
mutathaté. Hasonldképpen, nyolc utédnak a DNS-ét
Southern-blottal megvizsgéalva nem lehetett a HPT-gén
jelenlétét kimutatni. Az dnbeporzasbol szarmazd utd-
doknél kilenc utdd levelében nem lehetett kimutatni a
gén jelenlétét, illetve Southern-blottal sem, ezek koziil
négy novényben.

A rekombinans DNS-r6] kimutattuk, hogy az uto-
dok csak akkor 6roklik, ha a transzgenikus ndvényt
(mind az R0-4t, mind az R1-et) hasznaltuk ndivari szii-
16ként. Ez azt sugallja, hogy a PH1 rekombinans DNS
anyai uton 6roklédik at.

Az Osszes idézett publikiciot és szabadalmi doku-
mentumot referenciaként idéztiik. A taldlmanyt kiilon-
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bo6z6 specifikus és elényds megvalositisi modra valé hi-
vatkozéssal irtuk le. Az azonban nyilvanval6, hogy sza-
mos modositas tehetd anélkiil, hogy eltérnénk a talal-
many szellemétdl és oltalmi korét6l.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras termékeny, transzgenikus Zea mays-
ndvény elbéllitasara, azzal jellemezve, hogy

a Zea mays-ndvény genomjahoz érintetlen, regene-
ralhaté Zea mays-sejtek mikrorészecske-bombazasaval
DHDP-szintazt vagy mag-tartalékfehérjéjét kodolo, izo-
1alt, heterolog DNS-konstrukcidt adunk hozza, és

szelektaljuk azokat a transzgenikus novényeket
és/vagy adott esetben barmely generacidba tartozd utdd-
novényeiket, amelyekben a DNS-konstrukcié exp-
resszalddasa kovetkeztében a transzgenikus novény egy
vagy tobb olyan fenotipusos jellemz8t mutat, amely le-
het6vé teszi azonositasat a megfelel nemtranszformalt,
tehat a DNS-konstrukciét nem tartalmazé névénnyel
szemben, és a DNS-konstrukci6 a transzgenikus Zea
mays-ndvény teljes normalis szexualis ciklusan keresz-
till tovabbadodik a kovetkez6 generacionak.

2. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy heterolog DNS-konstrukcioként promotert is tar-
talmazd DNS-konstrukci6t alkalmazunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy heterolog DNS-konstrukcidoként korilbeliil
30 kilobazisnal rovidebb DNS-konstrukci6t alkalma-
zunk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a DNS-konstrukciot az alabbi Zea mays-nové-
nyek barmelyikének genomjahoz adjuk hozza: takar-
ménykukorica (,field corn™), pattogatni valé kukorica
(,»,popcom”), csemegekukorica (,,sweet corn”), kemény-
magvl kukorica (,flint corn™) vagy 16fogh kukorica
(,,dent com”).

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy heterolég DNS-konstrukcidként ndvénybdl izo-
lalt vagy onnan szdrmazé DNS-t nem tartalmazo6 hete-
rolog DNS-konstrukciét alkalmazunk.

6. Az 1-5. igénypont szerinti eljarasok barmelyike,
azzal jellemezve, hogy a heterolog DNS-konstrukciot
expresszalo, a fenotipusos jellemzdoket mutaté barmely
generacidba tartozé utddnovényt allitunk el.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras
azzal jellemezve, hogy a Zea mays-névény genomjahoz
egy, promotert és Zea mays magjanak tartalekfehérjéjét
a promoter altal iranyitottan kodold régiot tartalmazo,
izolalt heterolog DNS-konstrukci6t adunk, és a DNS-
konstrukci6 altal kodolt magi tartalékfehérje expresszal-
tatdsaval egy magi tartalékfehérje aminosavmennyi-
ségét a transzgenikus névények magvaiban jelent8sen
megndveljik olyan Zea mays-ndvényi magvakban meg-
levé mennyiséghez képest, amelyek csupan a DNS-
konstrukcié hidnyaban kiilonboznek a transzgenikus
Zea mays-ndvények magvaitol.

8. A 7. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a mag tartalékfehérjéjeként a 10 kD méretii zein fe-
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hérjét alkalmazzuk, amelynek expresszaltatdsaval a no-
vény teljes magbeli metioninszintjét szamottevGen meg-
noveljiik a transzgenikus Zea mays-novényt6l csupén a
DNS-konstrukci6 hidnyéban kiilonb6z8, megfelelé Zea
mays-ndvény magbeli metioninszintjéhez képest.

9. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy elére kivalasztott DNS-konstrukcidként szelek-
ci6s markergént vagy riportergént tartalmazé és azt exp-
resszalni képes DNS-konstrukciét alkalmazunk.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy DNS-konstrukcidként az alabbi vegyiiletek barme-
lyike ellen rezisztenciat vagy toleranciat biztositd sze-
lekcios markergént tartalmazé DNS-konstrukciot alkal-
mazunk: kanamicin, G418, 2,2-diklorpropionsav, neo-
micin, ,,sethoxydim”, ,haloxyfop”, foszfotricin, glifo-
z4at, metotrexat, imidazolinon-herbicidek, szulfonilkar-
bamid-herbicidek, triazolopirimidin-herbicidek, s-tria-
zin-herbicidek és bromoxinil.

11. A 10. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy szelekciés markergénként hygromicin ellen re-
zisztenciat vagy toleranciat biztositdé markergént alkal-
mazunk.

12. A 9. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy eldre kivalasztott DNS-konstrukcioként riporter-
gént tartalmazo és azt expresszalni képes DNS-konst-
rukcidt alkalmazunk.

13. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy promoterként Zea mays-névénybdl izolalt pro-
motert alkalmazunk.

14. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy el6re kivalasztott DNS-konstrukcioként kiméra
DNS-konstrukciét alkalmazunk.

15. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy aminosavként metionin aminosavszintjét nével-
Jik meg.

16. Eljaras transzgenikus Zea mays utdédndvény eld-
allitasara, azzal jellemezve, hogy az 1. igénypont szerin-
ti eljarassal elGallitott novénynek egy masik Zea mays-
ndvénnyel valé keresztezése utjan egy, a DNS-konst-
rukciot expresszalo transzgenikus Zea mays utddné-
vényt allitunk eld.

17. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy a termékeny, transzgentkus Zea mays-novényt
transzformalt embriogén szovetbdl regeneraljuk.

18. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy éretlen embriokbdl szarmazo sejteket bombi-

19. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy morzsalékos embriogén kalluszbol szarmazo
sejteket bombazunk.

20. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a barmely generacioba tartozé utodot a termé-
keny, transzgenikus névénynek egy beltenyésztett vo-
nallal végzett keresztezésével éllitjuk eld.

21. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a barmely generacioba tartoz6 utédnoévénybdl
magokat nyeriink és a magbol a DNS-t tartalmaz6
ujabb utédndvényeket allitunk eld.

22. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a barmely generacioba tartozé utddot a bel-
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tenyésztett vonallal visszakeresztezziik, amivel ijabb, a
DNS-t tartalmazd, barmely generécidba tartozé utddot
allitunk el6.

23. A 21. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy az Gjabb ut6dnovénybdl mago/ka/t nyeriink
€s a mag/ok/bol a DNS-t tartalmazé ndvényt neve-
liink.
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24. A 22. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy az jabb utodndvényt a beltenyésztett vonallal
visszakeresztezziik, amivel a DNS-t tartalmazé bar-
mely genericioba tartozo utddot allitunk elG.

25. Az 1-24. igénypontok szerinti eljarasok barme-
lyike, azzal jellemezve, hogy barmely generacidba tarto-
z6 utddndvényt allitunk eld.
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