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Eljaras novényi patogének szaporoddsadnak gatlasara

A taldlmény szerinti eljarassal ndvények transzfor-
malhatdk, Ugy, hogy egy Aspergillus fajbdél szarmazd glilkdzoxi-
dazt expresszaljanak, és ezdltal rezisztenssé valjanak
bakteridlis és gomba patogénekre. Ha sziikséges, akkor a
névények invertdzt is expresszalhatnak, hogy fokozzadk a
hozzaférheté gliikdznak mint szubsztrdtnak az enzimaktivitas

szadmdra elérhetd mennyiségét.
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Eljaras novényi patogének szaporodadsanak gatléséara

A taldlmény targya eljéarés novényi patogének
szaporodédséanak gatlédsara egy olyan fehérjével, amelyet a fehér-
je el&allitédsanak céljaval genetikailag mddositott ndvénnyel
allitunk els, wvalamint a taldlmany targyat képezik a mbdszer
sordn alkalmazott gének és ndévények.

Kozismert, hogy a glikdézoxidéaz enzimatikus hatésa
antibakteridlis. Oxigén jelenlétében a glikdézoxidéz katalizdlja
a glikédz d-glikonolaktonna és hidrogénperoxidda vald
oxidaldédasat. Az  antibakteridlis hatds kOszdnhetd mind a
hidrogénperoxid oxidativ potencidljanak, mind a d-glikonolakton
jelenlétének, amely egy j61 ismert glikoziltranszferaz
inhibitor.

Ennek az enzimnek az antibakterialis hatdsa azt ered-
ményezte, hogy széles kOrben haszndljdk az élelmiszeriparban,
ahol a GRAS ("Generally Recognized As Safe": 4&ltalénosan
biztonsdgosnak elismert) vegyllet minbsitést kapta. A gliikdz-
oxiddzt arra hasznaljak, hogy megakadalyozzdk az elkészitett
élelmiszer bakteridlis fertézbdését. A gybgyaszatban
enzimatikus baktericidként haszndljdk a sebkezeld készitmények,
fogpiszkaldk, fogselyem és miniatlr fogkefék készitése sorén. A
glikbézoxidazt fogszuvasodast gatld anyagként is emlitik.

A legfrissebb kozleményekben leirjak, hogy a Penicillium
dangearii &ltal a Verticillium dahlie ndvényi patogén gomba
szaporodaséanak gatléasara alkalmazott bioldgiai gatlas

mechanizmusaban egy gliikézoxidadz is szerepet jatszik [ Kim, K.
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és mtsai.: Phythopathology 78, 488-492 (1988); Kim, K. é&s
mtsai.: Canadian Journal of Microbiology 36, 199-205 (1990)].

A glikézoxidaznak a névények patogén mikroorganizmusokkal
szembeni  védekezésében vald alkalmazdsardl azonban  azt
gondoltdk, hogy a hatas enzimatikus természete kdvetkeztében
kicsik a lehet&ségek. Eldészor is, kevés szabad glikdz van Jelen
a noévényekben. Ugy tlnik, hogy az enzimnek nincs elegendd
szubsztratja ahhoz, hogy elég hidrogénperoxidot és/vagy o-
glikonolaktont termeljen egy patogén tamadéas lekiizdése
céljébdl. Masodszor, egy 1ilyen enzim Jjelenléte egy névényi
sejtben, mivel fogyasztja a glikdézt és ha kis mennyiségben is,
de hidrogénperoxidot termel, varhatbéan erdsen csdkkentené a
sejt wvitalitdsdt. A glikdézoxidazt expresszald transzgenikus
novényektdl nem varhatd, hogy normdlisan fejlédjenek, akar mint
regenerdlddott névények, akadr az ezt kovetd generdcidkban.

A Jjelen taldlmany targya olyan gliikézoxidaz elddllitasa,
amely biztonsdgosan expresszalhatdé noévényi sejtekben, és az
emlitett sejteknek betegségekkel szembeni rezisztenciat
biztosit. A jelen taldlmany targya tovabba eljards novények
transzformalasara azzal a céllal, hogy glikdzoxidazt
expresszaljanak, amely a noévényekben biztonsagosan
expresszalhaté és az emlitett nodvényeknek a betegségekkel
szembeni rezisztenciat biztosit.

Meglepd mdbdon azt taldltuk, hogy az Aspergillus niger-bél
szarmaz6é glikdzoxiddz gén hasznadlhatd novéenyek transzfor-
maléaséra, amelyek a novekedés szempontjéabdl normalisan
viselkednek és ellendllnak a patogének tédmadédsénak. Ennélfogva
a Jelen taldlmény targya genetikai konstrukcidk készitése,

amelyek az Aspergillus glikoézoxidazt (AGO) tartalmazzék, a



novényi sejtekbe wvaldé Dbevitelre alkalmas mdédon. A jelen
taldlmadny targyat képezi tovdbbd az ilyen genetikai anyagot
tartalmazd, transzformalt, patogén rezisztens névények
készitése.

Emellett, a novények még transzformalhatdk, hogy egyéb
gombaellenes fehérjéket vagy inszekticid fehérjéket is
expresszaljanak, példaul Bacillus thuringiensis (B.t) géneket
alkalmazva. A Bacillus thuringiensis gének expresszaldsara
transzformdlt nodvényeket az EPO 0 385 962 szami bejelentésben
irnak 1le, amely megfelel az 1990. februidr 12-én Dbenyuajtott
07/476,661 sorozatszami Amerikai Egyesilt Allamok-beli
bejelentésnek [ Fischhoff, D.A. és Perlak, F.J.: "Synthetic
Plant genes and method for preparation" European Patent
Application, Publication Number 0 385 962 (1990)], és amelyet a
tovébbiakban referenciédnak tekintink. Egy Bacillus
thuringiensis gén szimultdn transzformdcidval, szekvencidlis
transzformacidval vagy nemesitéssel vihetd be egy nodvénybe.

A jelen taldlmany targya tehat egy rekombindns, kétszéalu
DNS molekula, amely mikoédéképes sorrendben az aldbbiakat tar-
talmazza:

(a) egy promoter, amely névényi sejtekben mikodik,

és ezdltal egy RNS szekvencia létrejottét idézi

eld; és

(b) egy strukturélis kédold szekvencia, amely az

AGO termelddését kbddolija;

(c) egy 3'-nem transzlalddd régid, amely ndvényi

sejtekben Ugy mikoédik, hogy az RNS szekvencia 3
végéhez poliadenilezd nukleotidok hozzéadasat

eredményezi.



A jelen talalmany targyat képezi tovabba eljaras geneti-
kailag transzformalt ndvények el8dllitédsidra, amelyek pato-
génellenes mennyiségben expresszaljak az AGO-t, a kovetkezd
lépéseket alkalmazva:

(a) egy névényi sejt genomjdba egy rekombinéns,

kétszald DNS molekuladt juttatunk be, amely a

kévetkezdé elemeket tartalmazza:

(1) egy promoter, amely a novényi sejtekben
miikddve egy RNS szekvencia képzddését

idézi eld;

(1i1) AGO termelést kbédold strukturdlis szek
vencia;

(iii)egy 3' nem-transzlaldédd régid, amely az
emlitett novényi sejtekben mikddve

poliadenilédt nukleotidok hozzidadasat ered-

ményezi az RNS szekvencia 3' végéhez;

(b) transzformalt novényi sejt elballitéasa; és

(c) genetikailag transzformdlt, gdtld mennyiségl

AGO-t expresszald ndvények regeneralédsa a

transzformélt névényi sejtekbél.

A jelen talalmdny targyat képezik tovébba az olyan transz-
formalt névények, amelyek az eldz8kben emlitett, (i), (ii) és
(iii) elemeket tartalmazd DNS szekvenciat hordoznak.

A tovabbiakban az "Aspergillus glikézoxidaz" wvagy "AGO"
szakkifejezést egy olyan glikdzoxidadz megjeldlésére hasznaljuk,
amely természetesen keletkezik Aspergillus-ban, vagy =280%-o0s,
vagy eldényosen 290%-os homoldgidval rendelkezik az emlitett

enzimmel, azaz példaul az 1. szami szekvencia altal kdédolt

enzimmel.



A tovébbiakban a "mikrobialis ka&rokozds megakadalyozasa",
vagy a "patogén-rezisztencia" szakkifejezést annak jelzésére
alkalmazzuk, hogy csoékkentijik az egy bakteridlis- wvagy gomba
patogén altal okozott kart egy terményben.

A tovabbiakban a "strukturalis kédold szekvencia" szakki-
fejezés egy olyan DNS szekvencidt jeldl, amely egy polipeptidet
kdédol, amely polipeptidet egy sejt 4llit eld, a DNS mRNS-sé
vald transzkripcidéja, majd a keresett polipeptiddé wvaléd
transzlacidéja utén.

A tovabbiakban a "noévényi 1ldbékusz" szakkifejezés azt a
tertiletet Jjelenti, amely kozvetleniil koriilveszi a novényt,
beleértve a ndvényt és a gydkérzbénijat.

A jelen taldlmlny egy megvaldsitdsi mddja tartalmazza az
Aspergillus niger-b&él izolalt fehérjét. Ezt a fehérjét, jele
AGO, homogenitasig tisztitottuk. Ez a fehérje a vizsgalati
kdrilmények kozott egészen kis mennyiségben (50 ng) gatolja a
mezdgazdasagban lényeges gomba patogének ndvekedését, beleértve
a Verticillium dahlie-t, az egyik leginkdbb elterjedt és kéaros
noévényi patogént, amely szamos névényfaj megbetegedését okozza,
a Phytophthora infestans-t (Pi), azt a patogént, amely a késdi
liszkésodést okozza burgonydban és paradicsomban, a Botrytis
cinerea-t, amely a szlrkepenészt okozza kildénbdzd gylimdlcsokdn
és zdldségeken, a Septoria nodorum-ot (Sn), amely a buaza
pelyvafoltossagat okozza, a Pseudocercosporella
herpotrichoides-t (Ph), amely a buza csirafoltosodasat okozza,
valamint a Gaeumannomyces graminis var tritici-t (Cgt), amely a
Take-all megbetegedés okozdja a szemesterményeknél. Az 1is
kiderilt, hogy az Erwinia carovotora-t 1is gatolja, amely a

burgonydk Dbetakaritds wutdni megbetegedéseinek, a burgonya



lagyrothadéasnak az okozdja. Varhatdé az 1is, hogy képes szamos
egyéb novényi patogén organizmus gdtléasara is, a o-
glikonolaktont és hidrogénperoxidot termeld enzimaktivitésa
alapjan. Mindegyik . mellékterméke toxikus ezekre a
szervezetekre.

Szamos egyéb novényfaj is megvédhetd a jelen taldlmény
szerinti mdédszerekkel. Példaul szamos gyimélcs és zoldség, azaz
példaul az eprek, burgonyak és paradicsomok megvédhetdk a
novényi patogénekt8l a jelen taladlmény szerinti mddszerekkel. A
kilonboz& Phythopthora fajok patogének szamos egyéb ndvényre,
azaz példidul a gyumdlcsfakra vagy a gyepre, és 1igy ezek a
névények is megvédhetdk a jelen taladlmany szerinti
médszerekkel. Emellett a buza és az &rpa is megvédhetd a jelen
taldlmany szerinti mdédszerrel a Ggt-tél, Sn-td8l és Ph-tdl.

Amint az elézdkben megjegyeztik, a Jelen talalmany
szerinti antimikrobidlis fehérjék egyéb antifungéalis
fehérjékkel kombindlva hasznalhatdk, ezzel széles spektruml
védelmet lehet biztositani, azaz tovabbi patogének gatléasat
és/vagy tobbféle hatdsmdéddot ugyanazon gombapatogénnel szembeni
védelemre. Az egyéb antifungdlis fehérjék forrésa lehet
mikrorganizmus, azaz példadul a jelen taldlmény szerinti fehér-
jék, vagy lehet névény. Szamos ilyen antifungédlis gént leirtak
a szakirodalomban.

J6llehet az AGO ugy mikoédik, hogy megvédi a névényeket a
természetes glikdézszint jelenlétében, mégis kivanatos lehet egy
olyan invertdz biztositdsa, amely a szachardéz hidrolizisét
biztositja, és ezdltal tovabbi glikdzt biztosit az AGO szaméara.
Az invertdz eldnydsen egy sejtfal invertdz, azaz példiul az

élesztéb&1l szArmazd [ EP 0 442 592; Willmitzer és mtsai. (1991),



az AU 70898/91 1is], vagy egy vakuoldris enzim, azaz példaul
paradicsombdl vagy egyéb nodvényekbdl. Ebben a két esetben a
természetes szignadlszekvencia hasznélhatd; azonban eld&nyds
lehet, ha az invertazt az extracellularis térben elkilonitjik a
felhasznalésig, vagy nem allitjuk eld, ameddig nincs sziikség
r4d. Az elsé alternativat ugy valdsithatjuk meg, hogy egy olyan
szigndlszekvencidt haszndlunk, amely az enzimet az extracellu-
laris térbe iranyitja. Egy ilyen szignalszekvencia a burgonya
protedz inhibitor szignadlszekvencia [Keil és mtsai.: Nucleic
Acids Research 14, 5641-5650 (1986); Nelson és mtsai.:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 77, 1975-
1979 (1980)] . Ahhoz, hogy az invertdz expresszibjat arra az
idépontra korlédtozzuk, amikor valdban sziikség van arra, hogy az
AGO szédméra szubsztratot &llitsunk eld, egy olyan promoter
lehet hasznos, amely csak akkor aktivizAalddik, amikor patogén
fertézés lép fel.

A tarolas soran, amikor az Erwinia fertbzés a teljes
tarold elvesztését okozza, a burgonyagumdk természetesen tar-
talmaznak glikézt a keményitd lebomlédsa miatt. Ennélfogva nincs
szlkség arra, hogy egy 1invertdz gént épitsiink be, a

lagyrothadés elleni védelem céljabédl.

In vitro biolégiai hatékonysagi vizsgalatok

Antifungédlis vizsgdlatok

Az Aspergillus niger glikdézoxidazt a Sigma Chemical Co.-
td6l szerezhetjik be (St. Louis, Cat# G-7141). Ezt haszndljuk az
in vitro vizsgdlatban, szdmos mikroorganizmussal szemben.

A Pi és Bc elleni vizsgdlatokat Medium #303-ban végeztik,

amelyet az aldbbiak szerint &llitunk eld: egy liter tartalmaz 1



g MgSO4x7 HpO0-t, 2 g KHpPO4-et, 0,5 g NaCl-t, 1 g CaCO3-at, 1
ml ZnSO4gx7 HpO toérzsoldatot (1 mg/ml); 1 ml FeSO4qx7 H»0
tdrzsoldatot (1 mg/ml); 0,5 ml FeEDTA toérzsoldatot (100
mmol/1l); 20 g Maltrin M-100-at; 20 g' kazeint; 5 g
éleszt8kivonatot; 5 g glikdzt; 3,02 g Pipes-t 10 mmol/l, pH=65,
majd szlréssel sterilezzik. A Ggt elleni vizsgalatokat fél
er8sségd PDA téptalajban (Difco) végezzik. A Ph elleni
vizsgadlatokat CDAA-ban hajtjuk végre. 1%-os téptalajt az
aldbbiak szerint készitiink: 35 g/l Difco Czapek Dox Broth, 1
g/l prolin, 500 mg/l aszparagin, 500 mg/l cisztein és 1 g/1
agar, az oldatot 23 percig autoklavozzuk, majd szlréssel
sterilezett vitaminokat adunk hozzad (1 ppm tiamin és 1 ppm
biotin).

A Bc-t és a Pi-t folyadéktesztben vizsgaljuk, 96 lukas
lemezeken. A Bc-t 5x102 spbra per luk mennyiségben hasznaljuk,
és 24-48 o6raig 20 °C-on inkubdljuk. A Pi-t 5x103 sporangium per
luk mennyiségben oltjuk le, és 24-48 6ra hosszat 18 °C-on inku-
baljuk. A ndvekedés becslését ugy végezzik, hogy 595 nm-en
mérjiik az OD-t. A Pi ndvekedése 90%-ban gatolt volt 3x107°
NE/ml koncentrécidéban. A Bc ndvekedése 95%-ban gatolt volt
0,001 NE/ml koncentracidban.

A Gaeumannomyces elleni aktivitast szilard agarlemezeken
értékeltik. Egy koérilbeltl 0,5 cm? méretd agardarabot, amelyen
er8s gombandvekedés figyelhetd meg, egy fél-erbsségd PDA lemez
kézéppontjaba helyezzik, majd néhadny napig hagyjuk ndvekedni 22
°C-on. A ndvekedés szélétdl mért 1 cm-re aszeptikusan
eltavolitunk egy 0,5 cm atméréjd agardarabot, steril dugdfurd

alkalmazésédval. Steril AGO-t teszink kozvetlenlil ezekbe a



lukakba. Lathatdé gatlédsi =zdéna jén Llétre, madr 0,02 NE/luk
mennyiség esetében is.

A Ph elleni wvizsgalatokat 96 1lukas lemezeken végezziik.
Pseudocercosporella herpotrichoides var. tritici vizes agaron
készitett 14 napos tenyészetét haszndljuk a spbraszuszpenzid e-
18411itésara. Egy lemezt arasztunk el 5-10 ml CDAA 0.1% tépta-
lajjal, majd a spdbérakat oOvatos razogatéssal belekeverjik a
folyékony taptalajba. A koncentralt spbraszuszpenzidt
pipettéaval leszivjuk, és a vizsgalat végrehajtdsdhoz sziikséges
CDAA oOssztérfogatdhoz adjuk hozzd, a spdrdk koncentricidjat
100 000 spdéra/ml-re &llitjuk. A vizsgalatot sotétben végezzik,
24 °C-on inkubdlva.

A spoéraszuszpenziét S0 pl/luk mennyiségben osztjuk szét
egy 96 lukas mikrotiter lemezen. Ezeket a lemezeket azutan
inkubatorba tessziik (10 o6ra/nap fényben, 12 °C) 24 oréara,
mieldtt a mintdt felvisszik. 50 pl mintdt adunk 50 pul
oltbéanyaghoz (ezt 24 oOraval koradbban készitjik el), igy a luk
Ossztérfogat: 100 pl/kezelt 1luk/ismételt kezelés. A vizsgdld
lemezeket 48 éra hosszat inkubadljuk, majd az eredményeket az
optikai stliriség (OD) meghatédrozdsaval &llapitjuk meg egy 3550-
es tipusu BioRad mikrotiter lemez leolvasd modellel, egyetlen
hullamhosszon, 595 nm-en. OD leolvaséast végzink nulla
idépontban 1is (tg), amit kozvetlenil a minta felvitele utéan
végzink, majd OD leolvasast végziink 48 6raval a minta felvitele
utdn is (tgg). A gombds ndvekedést a tg és tyg OD leolvasasok
kéz6tti kiilénbség alapjan hatdrozzuk meg, a gomba biomasszara
szamitott értékkel szorozva. (A gomba biomassza szamitott
értéke a kapcsolat a gombas novekedés és az optikai slrilség

kozott, és kildn kisérletben kell meghatdrozni. A



gombandvekedés és az optikai slrliség kozotti kapcsolatot ugy
hatarozzuk meg, hogy gombdkat szaporitunk 96 lukas mikrotiter
lemezeken, majd a micéliumot i1dérél iddre kinyerjik, koériilbelil
0,1 OD-nként. A szamitott érték a gomba biomassza és a
gombafajra specifikus OD érték kozotti linedris kapcsolatbdl
szarmazik. Ez a 1linedris kapcsolat irdnytangense. A Ph-ra
szamitott érték 4,91.) Ezutan meghatdrozzuk a %-os gatldst a
kezelések utdn kapott biomassza és a kontrollok kozotti
biomassza kozdtti kiildnbség alapjan. Az AGO a Ph-t 60%-ban
gatolja 1,7x10"4 NE/pl koncentraciéban.

Az Sn elleni vizsgalatok lényegében megegyeznek a Ph
elleni vizsgédlatokkal, azzal az eltéréssel, hogy a
spdraszuszpenzidt masképpen Aallitjuk elé. Egy  hétnapos,
sporulald Septoria nodorum tenyészetet (YMA agaron) haszndlunk
a spoéraszuszpenzid elBallitédsdra. Kis mennyiségii (<1 ml) CDAA
agartaptalajt cséppentink a tenyészet olyan egy terlletére,
ahol rdzsaszin spdratdmeg nedvedzik a pycnidiumokbdél. A
spbébrékat CDAA taptalajjal keverjlik Ossze, ismételten felszivva
és kiftujva a pipettdzdbdl. A koncentrdlt szuszpenzidt a
vizsgdlathoz szlikséges CDAA oOssztérfogathoz adjuk hozza, a
spdrék koncentracidéjat 50 000 spéra/ml-re &llitjuk. Az Sn-re
szamitott érték 0,508. Az AGO 60%-ban gatolja az Sn-t, 1,7x10%

NE/ml koncentréacidban.

Bakteridlis vizsgalat

Az Erwinia carotovora baktérium tenyészeteit PDA lemezekre
szélesztve tartjuk fenn, 24 °C-on sététben inkubdlva. Az
inokulum elkészitéséhez aktivan ndvekedd Dbaktériumokbdl (5-9

nap) egy kacsnyit adunk 50 ml 1/4 erdsségli PD téaptalajhoz,
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amely 125 ml-es Erlenmeyer lombikban taldlhatdé. A lombikot razéd
inkubadtorba tesszik (130/perc), 24 °C-ra, s6tétbe. 24 Obra
elteltével a Dbaktériumokat Ulepitjik, steril ionmentesitett
vizben szuszpendaljuk, majd hdrom-négy 100 pl-es alikvot részt
teszlink egy 96-lukas mikrotiter lemez lukaiba leolvaséas
céljabdél. A mikrotiter leolvasdt 595 nm-re allitjuk, majd meg-
hatarozzuk a lukak atlagos optikai slrfiségét. Ezt az
abszorbancia szamot (ABS=optikai slrliség) hasznadljuk az alabbi
képletben, hogy meghatédrozzuk a telepképzé egységek (CFU-k)
szamadt a fermentlében.

CFU=(3x10°) +{ (3x108)xABS] + (5x108)ABS?]
Felhasznalashoz a fermentlé koncentracidjat 109 CFU-ra
allitjuk.

Az AGO teljesen gatolta az Erwinia carotovora névekedését,

mar 3x107° NE/pl koncentracidban is.

Enzimazonositas

Szamos kiilénbozd médszer tervezhetd egy fehérje
termeldédésének kimutatdsdra egy heteroldg rendszerben, azaz
példéul novényi sejtekben. Western blot technikdk alkalmazhatdk
egy fehérje immunoldgiai mdédszerekkel vald kimutatédséra, vagy
enzimatikus vagy bioldégiai mddszerek haszndlhatdék a fehérje

aktivitéséanak kimutatésara.

Glikbézoxiddz enzimvizsgédlat

Egy folytonos spektrofotometrids vizsgdlat [ Frederick, K.
és mtsai.: Journal of Biological Chemistry 265, 3793-3802
(1990)] médositéasat hasznaljuk a gliikdézoxidaz aktivités megha-

tdrozaséara. Pozitiv kontrollként Aspergillus niger glikdzoxi-



dazt (Sigma) hasznalunk. A reakcidelegy 20 pg/ml
tormaperoxidazt (Sigma), 0,32 mmol/1 Triton X-100-zal
stabilizalt o-dianizidin oldatot (Sigma) és 0,1 mol/l gliikézt
tartalmaz 75 mmol/l natrium-foszfat pufferben (pH=5,0). Ehhez
100 pl kidlonbozd& koncentracidju Aspergillus niger glikézoxidazt
adunk a kontroll reakcidk esetében, vagy 100 pl, heterolédg
forrasbdl szarmazd mintdt. A vizsgdlatot szobahdémérsékleten
végezzik, majd kovetjik a 460 nm-en mért abszorbancia
novekedését.

Egy masik, a 4-amino-antipirin (4-AAP) reagenst hasznald
glikézoxidaz vizsgdlatot optimalizaltunk a felhasznédlés
céljdra, Gallo publikacidéja alapjan [ Gallo: Methods 1in
Enzymology 71, 665-668 (1981)]. Az 5X 4-AAP reagenst 10 ml
Ossztérfogatban allitjuk eld 0,68 g KHyPOg-et, 8,3 mg 4-AAP-t
(8,03 mmol/l), 25 pl Triton X-100-at, 0,0658 g kristalyos
fenolt és 1000 E tormaperoxidizt hasznédlva, a pH értékét KOH-
val 5,0-ra allitva. A vizsgdlatot Ggy hajtjuk végre, hogy ebbdl
a 4-AAP reagensbél 200 pl-t, 5 pl 1 mmol/l FAD-ot és 50 ul 1
mol/1l glikdzt keveriink &ssze; majd hozzdkeverjik a vizsgalt

mintdt (max. 750 pl). Az eredményt 508 nm-en olvassuk le.

Glikézoxidédz bioldégiai aktivitdsanak vizsgalata

4-6 napos Ggt gomba korongjat friss, egynegyed erdsségd
burgonya-glikéz agar (PDA, Difco) lemezekre visszik &t. A
gombat vagy négy napig ndévesztijik 22 °C-on, vagy addig, amig a
novekedés atmérdje koriilbeldl 2,5 cm. Steril dugdfardval
lukakat furunk az agarba, 1 cm tavolsagban a ndvekedési kortdl,

majd 100 pl puffert vagy heteroldg forrasbdl szldrmazd mintat



teszink a lukakba. A gombat 24 o6ra hosszat szobahdémérsékleten

novesztjlik, majd vizsgaljuk a névekedés gatlasat.

A glikézoxiddz immunolédgiai kimutatédsa

A Aspergillus niger &ltal termelt glikdézoxiddz elleni
poliklonalis ellenanyagok Szamos kereskedelmi forrasbol
beszerezhetdk, ilyen példdul a Rockland, Inc., Gilbertsville,

Pennsylvania.

Genetikai transzformacid

Az AGO gén kldbnozadsa

Ossz-DNS-t izoldlunk Aspergillus niger-b&8l (ATCC 9029),
majd PCR templatként hasznaljuk egy glikdézoxiddz gén izoldlésa
céljabdél. A PCR primereket a gén publikdlt szekvencidja
alapjan készitettik [ Frederick, K. és mtsai.: Journal of
Biological Chemistry 265, 3793-3802 (1990); Kriechbaum, M. és
mtsai.: FEBS Lett. 255, 63-66 (1989)], és ugy terveztik meg,
hogy a gén teljes szekvenciajat izol&lhassuk vele, beleértve a
szignédlszekvencidt 1is. Emellett, ahhoz, hogy megkénnyitsik
ennek a génnek a beépililését a heteroldg baktérium, bakulovirus
vagy ndvényi sejtekben vald expresszidra alkalmas vektorokba,
az 5' PCR primer (3. szami szekvencia) Xbal és BglII
restrikcids endonukledz hasitasi helyeket visz be a génbe, a
gén ATG transzlacidés kodonja elé. A 3' PCR primer (4. szama
szekvencia) BamHI és Kpnl restrikcidés endonukledz hasitési
helyeket visz Dbe koézvetlenlil a stopkodon utédn. A kapott PCR
fragmenst pUCll8 vektorba kldénozzuk, egy Xbal/KpnI fragmens
formajéban, igy kapjuk a pMON22514 vektort, majd teljesen

megszekvendljuk. A szekvencia (1. sz&ml szekvencia) teljesen



megegyezik a publikalt szekvencidval. A 2. szami szekvencia a

megfeleld aminosav szekvencia.

Novényi gén készitése

Egy kétszalu DNS formajaban létezd ndvényi gén expresszi-
6ja magaban foglalja a hirvivé RNS (mRNS) képz&8dését a DNS
egyik szalardél, RNS polimerdz enzim segitségével, majd a mRNS
primer atiratéanak processzalasat a sejtmagban. Ez a
processzalas érint egy 3' nem-transzl316dé régidt, amely
poliadenilat nukleotidokat ad az RNS 3' végéhez. A DNS mRNS-sé
valdé Atirédsdt egy DNS régid szabdlyozza, amit &ltaléban
"promoter" néven emlitenek. A promoter régidé egy olyan
nukleotid szekvencidt tartalmaz, amely jelzi az RNS
polimeraznak, hogy kapcsoldéddjon a DNS-hez és inicidlja a mRNS
transzkripcidéjat, az egyik DNS szAlat haszndlva templatként, a
megfeleld RNS szidl eldadllitéasa céljabdl.

Szamos, névényil sejtekben aktiv promotert leirtak a
szakirodalomban. Ezek k&zé tartozik a nopalin-szintetdz (NOS)
és az oktopin-szintetaz (OCS) promoter (amelyeket az
Agrobacterium tumefaciens tumort induké&ld plazmidjai
hordoznak), a karfiol mozaikvirus (CaMV) 19S és 35S promoterei,
a gorvélyfd mozaikvirus (FMV) 35S promotere, valamint a
ribulédz-1, 5-biszfoszfat-karboxildz (ssRUBISCO, egy nagyon nagy
mennyiségben el&éforduld ndvényi fehérje) fénnyel indukdlhatd
promotere. Mindegyik emlitett promotert felhaszndltdk mar
kilénbozé tipust DNS  konstrukcidk készitésére, amelyeket
novényekben expresszaltak [ 5,034,322, sza&mi Amerikai Egyesiilt
Allamok-beli szabadalmi bejelentés, Fraley és mtsai. (1991)71,

amelyet a tovabbiakban referenciaként kezeliink.
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Ismertek olyan promoterek, amelyek Dbizonyos névényi
részekre korlatozzak az expresszidt, vagy egy bizonyos ingerre
adott valaszra korlatozzadk. Példadul a burgonyagumé specifikus
promoterek, azaz példidul a patatin promoterek, vagy az ADO-
glilkdz-pirofoszforildz nagy vagy kis alegységének promoterei
hasznadlhatdk arra, hogy féleg a gumdkban legyen expresszid, és
igy, az AGO-val kombindlva, rezisztencidt biztosit a gumdkat
ért tamadds ellen, azaz példadul az Erwinia témadas ellen.
Kivédnatos lenne egy gyumdlcsspecifikus promoter, hogy az eprek
vagy a sz816k esetében rezisztenciat biztositson a Botrytis-
szel szemben. Egy gydkérspecifikus promoter lenne kivéanatos,
hogy a bliza vagy az Aarpa esetében biztositsa az AGO expresszi-
6jat, és ezzel a Ggt-vel szembeni rezisztencidt. A szakterile-
ten jartas szakember szamos ilyen ndvény-specifikus promotert
ismer, amelyek hasznosak lehetnek a jelen taldlmanyban.

Egy masik médszer szerint a kétszadld molekuldkban alkal-
mazott promoterek ugy valaszthatdék meg, hogy biztositsdk az AGO
specifikus expresszidjat a gombafertdzésre adott valaszként. A
novények gombapatogénekkel vald fertdzése nagyszami fehérje
képz&dését inditja be, amelyeket védekezéshez kapcsolddd wvagy
patogenezishez kapcsoldédéd (PR) fehérjéknek neveznek [ Bowles,
D.: Ann. Rev. of Biochem. 59, 873-907 (1990); Bol, J. ¢és
mtsai.: Annual Rev. of Phythopathol. 28, 113-138 (1990);
Linthorst, H.J.M.: Crit. Rev. Plant Sci. 10, 123-150]. Az
ilyen, védekezéshez kapcsoldédd, wvagy PR gének fenilpropanoid
metabolizmus enzimeket kddolhatnak (azaz példdul fenilalanin
amménia-lidzt, kalkon-szintetazt, 4-kumarat CoA-ligazt,
kumarinsav 4-hidroxilézt), wvagy olyan fehérjéket, amelyek

moédositjadk a novényi sejtfalakat (azaz példiul hidroxiprolinban
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gazdag glikoproteineket, glicinben gazdag fehérjéket,
peroxidazokat), enzimeket (azaz példéaul kitinazokat és
glukanazokat), amelyek lebontjdk a gomba sejtfalat, taumatin-
szerl fehérjéket, vagy eziddig ismeretlen funkcidéju fehérjéket.
A védekezéshez kapcsolddd vagy PR géneket szdmos noévényfajbdl
izoldltak és jellemezték. Ezeknek a géneknek a promoterei
hasznalhatodk AGO expresszid elérésére transzgenikus
novényekben, ha egy patogén, fdleg egy gombapatogén azaz
példaul Pi fertdézi meg a ndvényt. Az ilyen promoterek
szdrmazhatnak a burgonyadbdél magabdl izoldlt, védekezéshez
kapcsolddd vagy PR génekbdl [ Fritzemeuer, K. és mtsai.: Plant
Physiol. 85, 34-41, (1987); Cuypers, B. és mtsai.: Mol. Plant-
Microbe Interactions 1, 157-160 (1988); Logemann, J. és mtsai.:
Plant Cell 1, 151-158 (1989); Matton, D. és Brisson, N.: Mol
Plant-Microbe Interactions 2, 325-331 (1989); Taylor, J. és
mtsai.: Mol. Plant-Microbe Interactions 3, 72-77 (1990);
Matton, D. és mtsai.: Plant Mol. Biol. 14, 863-865 (1990);
Schroder, M. és mtsai.: Plant J. 2, 161-172 (1992)] . Ahhoz,
hogy az AGO gént a P. 1infestans fertdzés 4altal indukalt
promoter kontrollja ald helyezziik, a Taylor ¢és munkatarsai
dltal ismertetett promoter lehet az eldényds [ Taylor, J. és
mtsai.: Mol Plant-Microbe Interactions 3, 72-77 (1990)].

A valasztott promoternek képesnek kell lennie arra, hogy
az enzimet kbédold szekvencia megfelel mértékd expresszidjat
biztositsa, hogy ennek eredményeképpen hatékony mennyiségli AGO
termelédését kapjuk.

A jelen taldlméany szerinti DNS konstrukcidkban hasznélt
promoterek (azaz kiméra novényi gének) mdédosithatdk, ha sziiksé-

ges, hogy ezzel befolyasoljuk a szabdlyozdé tulajdonsidgaikat.
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Példadul a CaMV 355 promotert az ssRUBISCO génnek ahhoz a
részéhez ligalhatjuk, amely elnyomja az ssRUBISCO expresszidjat
fény hianyaban, hogy olyan promotert hozzunk létre, amely aktiv
a noévényekben, de nem aktiv a gydkerekben. A kapott kiméra
promotert hasznalhatjuk az aldbbiak szerint. Az ismertetés
céljabdl a "CaMV 355" promoter szakkifejezés jelenti a CaMVv 358
promoter variacidit is, azaz példaul azokat a promotereket,
amelyek az operator régidkkal wvald 1ligadléasbdl, véletlenszerd
vagy ellendrzott mutagenezisb8l szarmaznak, stb. Emellett, a
promotereket uUgy is megvaltoztathatjuk, hogy toébbszdrds " fokozd
szekvenciakat" tartalmazzanak, hogy segitsik a fokozott
génexpresszidt. Ilyen fokozd szekvencidkat Kay és munkatdrsai
irtak le [ Kay, R. és mtsai.: Science 236, 1299-1302 (1987)] .
Egy fokozott CaMV 35S promotert az aladbbiak szerint
dllitottunk eld. A CaMV 35S promoternek egy fragmensét, amely a
-343-as és a +9-es pozicidk kozott taldlhatd, kordbban pUC13-
ban klénoztak [Odell, J. és mtsai.: Nature 313, 810 (1985)] . Ez
a szegmens egy olyan régidt tartalmaz, amelyet agy
azonositottak, mint amelyre sziikség wvan a CaMV 35S promoter
maximdlis expresszidjdhoz. Egy ClaI-HindIII fragmens formé&jéban
vagtuk ki, DNS polimeradaz I-gyel tompavéglivé tettik (Clal
fragmens), majd a pUC1l8 HincII hasitdsi helyére épitettiik be. A
355 promoternek ezt az upstream régidjat egy HindIII-EcoRV
fragmens formajadban vagjuk ki ebbdél a plazmidbdl (a -343-as
nukleotidtél a -90-es nukleotidig terjed), majd ugyanebbe a
plazmidba vissziik vissza a HindIII és PstI hasitdsi helyek
kozé. A fokozott CaMV 35S promoter (ezut&n "CaMV E35S") igy a -
343-as és -90-es nukleotidok k&zotti szekvencidt dupléan tartal-

mazza [ Kay, R. és mtsai.: Science 236, 1299-1302 (1987)].



2000 Pudg o P
. .. -

(X 1] s e a .o
hd a200 o -
- M e

¢ s
se% en

18

A jelen taldlmédny szerinti DNS konstrukcidérél keletkezd
RNS tartalmaz még egy 5' nem-transzldldédd vezérszekvencidt. Ez
a szekvencia szadrmazhat a gén expresszadlasdhoz valasztott
promoterbdl, és speciadlisan mddosithatd, hogy fokozza a mRNS
transzlacidéjat. Az 5' nem-transzlaldédéd régidk megkaphatdk
viradlis RNS-ekbdl, megfeleld eukaridta génekbdl, vagy egy
szintetikus génbdél is. A jelen taldlmény nem korlatozddik az
olyan konstrukcidkra, amelyekben a nem transzladldéddé régid egy
olyan 5' nem-transzldlédé szekvencidbdl szarmazik, amely a
promoter szekvenciat kiséri. A nem-transzlalddd vezérszekvencia
inkdbb egy nem-rokon promoterbdl vwvagy kdédeld szekvencidbdl
szadrmazhat. Példadul a petinia 70-es hdésokk fehérjéje (Hsp70)
tartalmaz egy 1ilyen vezérszekvencidt [ Winter és mtsai.:
Molecular and General Genetics 221(2), 315-319 (1988)].

Amint az el&zdkben megjegyeztiik, a jelen taldlmany
szerinti kiméra ndvényi gének tartalmaznak egy poliadenilezési
szignalt, amely Ugy midkddik a nodvényekben, hogy adenilat
nukleotidok hozzadadaséat okozza az RNS 3' végéhez. Az eldnyds 3'
régidék 1lehetnek példdul az alédbbiak: (1) a 3' &atirt, nem-
transzl4l6dé régidk, amelyek az Agrobacterium tumorindukald
(Ti) plazmid gének poliadenildt szigndljat tartalmazzak, azaz
példdul a nopalin-szintetdz (NOS) génét, és (2) ndvényi gének,
mint példdul a szdjabab 7s tartalék fehérje génjei és a borsd
ssRUBISCO E9 génje [ Fischhoff, D.A. és Perlak, F.J.: "Synthetic
plant genes and method for preparation" European Patent
Application, Publication Number 0 385 962 (1990)].

Novényli transzformdcid és expresszid

Egy kiméra noévényi gént, amely a jelen taldlmény szerinti

struktiurdlis kdédold szekvencidt tartalmazza, barmely ismert
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moédszerrel Dbeépithetink egy névénybe. Az alkalmas névényi
transzformacids vektorok k&zé tartoznak az Agrobacterium
tumefaciens Ti plazmidjébdél szadrmazdé vektorok, valamint a
szakirodalomban k&zdltek is [ Herrera-Estrella, L. és mtsai.:
Nature 303, 20-9 (1983); Bevan, M. és mtsai.: Nature 304, 184
(1983); Klee, H.J. és mtsai.: Bio/Technology 3, 637-642 (1985);
és a 0 120 516 szami EPO publikacid, Schilpercort és mtsai.] Az
Agrobacterium Ti- vagy gy&kérindukald (R1) plazmidjaibdl
szarmazdé noévényil transzformacids vektorok mellett alternativ
médszerek is hasznalhatdék arra, hogy a jelen taldlminy szerinti
DNS  konstrukcidkat Dbevigylik novényi sejtekbe. Az ilyen
médszerek kozé tartozik példaul a liposzémék, az
elektroporacibé, a szabad DNS felvételét fokozd vegyszerek al-
kalmazasa, a szabad DNS bejuttatdsa mikorészecske bombizassal,
és a virusokkal vagy virdgporral végzett transzformacid.

A  Jjelen taladlmany szerint megvédhetd ndvények kozé
tartoznak, anélkiil hogy ezekre korldtoznank magunkat, az
alabbiak: burgonyak, paradicsomok, buza, kukorica, eprek,
sz618k, wvalamint a kildénbozé diszndévények. Az ilyen tipusu
noévényeknél a szbvettenyésztési médszerek és a

novényregenerdlds is meg vannak oldva.

A glikdézoxidaz tranziens expresszidja dohénynévényekben

A kétszikll novények transzformacidjara kiildndsen 61
haszndlhaté plazmid kazetta vektor a pMON999. A pMON
expresszids kazetta tartalmazza a CaMV E35S promotert, valamint
a 3' véget, vele a NOS gén poliadenilezési szigndljat. A
PMONS999 tartalmaz BglII, KpnI és EcoRI hasitdsi helyeket a

kd&édold szekvencidk Dbeépitésére, valamint NotI-Notl hasitéasi



helyeket, amelyek kdzreveszik a ndvényi gén expresszids
kazettat.

A pMON22514-nak az AGO kbédold régidt tartalmazd BglII/KpnI
fragmensét a pMON999-be épitjlik be, 1igy kapjuk a pMON22515
vektort. A PMON22515 vektort dohany protoplasztokba
elektropordljuk. A transzformalt dohdnysejtek dltal expresszalt
glikézoxidaz Jjelenlétét Western Dblot elemzéssel valamint

enzimatikus elemzéssel erdsitjlik meg.

Kétsziklek stabil transzformédcidja

Az AGO-hoz 1ingazé vektort Ugy készitink, hogy az AGO
kbédold régidt egy BamHI/BglII fragmens formajdban kivagjuk a
pMON22515 vektorbdl. Ezt azutan egy pUC alapt vektorba tessziik,
€s a kapott plazmid, a pMON22515 tartalmazza az FMV promotert,
az AGO kbédold régidt és a 3' véget, beleértve a NOS génbdl
szdrmazb poliadenilezési szigndlt. Az ebbdl a vektorbdl
szarmazd NotI/NotI  fragmenst, amely tartalmazza az FMV
promotert, az AGO kdédold régidt és a NOS gén 3' végét, a
pPMON17227 vektor (WO 92/0449, Barry és munkatdrsai) Notl
hasitdsi helyére épitjik be, igy kapjuk a végleges Ti vektort,
a pMON22587-et.

Amint az el&zdékben emlitettiik, egy AGO gén egy novény spe-
cifikus részeiben is expresszalhato, szovet-specifikus
promoterek alkalmazdsaval. A patatin promoter elsdsorban a
burgonya gumdéjaban expresszalddik. Az AGO kdbdbdold régidjat tar-
talmazd Kpnl/Xbal fragménst kivagjuk a pMON22514 vektorbdl és
beépitjik egy pUC alapu vektorba, amely a patatin 1.0 promotert
tartalmazza [ Bevan, M. és mtsai.: Nature 304, 184 (1983)], majd

a NOS génbdl szarmazd poliadenilezési szigndl 3' végét vagjuk



ki, igy allitjuk eld a pMON22516 vektort. A pMON22516 vektor
NotI fragmense, amely tartalmazza a patatin promotert, az AGO
kédoléd régiodét és a NOS gén 3 végét, beleértve a
poliadenilezési szigndlt 1is, azutdn a pMON17227 vektor NotI
hasitasi helyére épitjik be, igy kapjuk a Ti plazmid vektort, a
PMON22517-et.

Ezeket a vektorokat bevihetjik artalmatlanné tett
Agrobacterium ABI sejtekbe, és burgonya, paradicsom, vagy egyéb
szbvettenyészetben levd explantumok transzformidlasara
hasznalhatjuk. Kanamicin vagy glifozat rezisztencia alapjan
végzett szelekcid és a ndvények regenerdldsa utédn AGO-t tartal-
mazbd teljes ndvények allithatdk eld. A glikdzoxidiz expresszi-
6jat megerd&sithetjik Western blot elemzéssel, enzimvizsgalattal

vagy bioldgiai vizsgalattal.

Az AGO expresszidja transzformdlt burgonya ndvényekben

A pMON22157 Ti plazmid vektorral transzformalt
burgonyanévények gumdéibdl kivonjuk a fehérjéket, majd Western
blottal megvizsgadljuk a glikdzoxidédz jelenlétét. Néhany
ndvényben magas szintd gliikézoxiddz expresszidt lehetett
kimutatni. Ezeket az expresszids szinteket enzimvizsgalatokkal
is megerdsitettik, a 4-amino-antipirin rendszert hasznalva. Az
6sszfehérjét Ggy vonjuk ki a ezekbdl a gumdkbdl, hogy 25 mmol/l
foszfat puffer (pH=7,0) + 5 mmol/1l EDTA + 100 mmol/l KCl Ossze-
tételd oldatban elddrzsoljlik bket.

Az AGO-t expresszald gumdkbdél  kivont fehérjét P.
infestans-szal szemben vizsgaljuk a 96 1lukas vizsgald elja-
rasban, 12,5 mmol/l koncentracidéju foszfat pufferben (pH=7,0).

Az eredményeket az 1. tablazatban mutatjuk be. A fehérje



legmagasabb vizsgalt szintjén (21 pg/pl), a Pi spbébrdk nem
csiraztak ki, vagy a spdrakbdél vald novekedés erdsen satnya
volt, ha az ures vektorral (pMON17227) vagy puffer kontroll

ndovényi kivonatokkal hasonlitjuk Ossze.

1. Téblazat

Kezelés Gombagatlas*
Puffer kontroll 0
Ures vektor kontroll 2
pMON22517, 9-es vonal 3
pMON22517, 30-as vonal 3

*Skala: O=nincs gatlas, l=enyhe gatléas, 2=kbzepes gatlés,
3=erb6s gatlés.

A pMON22587 Ti plazmid vektorral transzformalt
burgonyandvények leveleit megvizsgdljuk, hogy tartalmaznak-e
AGO-t, enzimatikus vizsgdlat alapjan. Az eredményeket a 2.
tadblazatban lathatjuk. Csaktugy mint az elézdkben, a pMON17227-
tel transzformdlt burgonyandvényeket hasznidljuk ilires vektor

kontroll ndévényekként.

2. T&bléazat

Expresszid Glikézoxidéaz Megfelel
szintd aktivitasb
Vonal# % (E/10 ngx10~4) (E/gFW)-nek®
Rus. bur. 0 0 0
22587-2 0,075 | 72,2 7,22
22587-3 0,150 126,4 12,64
22587-4 0,007 6,0 0,6

22587-12 0,125 88,2 8,82



22587-31 0,350 140, 4 14,04

22587~-32 0,350 121,0 12,10

22587-33 0,450 181,38 18,18

22587-34 0,003 1,2 0,12
a Az expresszids szintet a glikdézoxidaznak az

Osszes kivonhatd levélfehérje szazalékaban

fejezzik ki.

b A levélkivonatokban levd gliikézoxiddz aktivita-

s&t enzimaktivitéds vizsgdlattal hatdrozzuk meg és
az Osszfehérjében levd enzimaktivités egységei
alapjan szamitjuk ki.

c A glikézoxiddz aktivitéds egységei per gramm

nedves sulyu levélszdvet egységet az

Osszfehérjében levd aktivitas alapjén szamitjuk ki,
az alabbi konverzidés faktorral; 10 ug Osszfehérje
per gramm friss nedves sulyt levélszovet.

A PMON22587 Ti plazmid vektorral transzformélt
burgonyandévények leveleit is megvizsgdljuk, hogy tartalmaznak-
e HpOp-t, a titanklorid kicsapdsos mdédszer alkalmazédsaval. Két
vonalnal kideriilt, hogy a 1levelekben a H202 szint kétszer-

négyszer magasabb mint a nem-transzformdlt kontroll ndvényben.

Betegség-rezisztens burgonyak

Az AGO-t  expresszadld gumdkat megvizsgdltuk Erwinia
carotovora ellen, egy gumékorong vizsgdlatban. 34, pMON22517
plazmiddal transzformalt vonalbdél szarmazd gumdt vizsgdlunk meg
a lagyrothadésos lézidkkal szembeni rezisztenciara. A
vonalakban megvizsgadltuk még az expresszid szintjét is, Western

blot elemzéssel. A gumbkat a felsziniikén sterileztik, Yang és
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munkatarsai mobdszere alapjadn (1989). Vonalanként két-hdrom
gumét aszeptikus korilmények kozdétt 7-10 mm vastag korongokra
vagunk szét, 1igy kapunk vonalanként hat-tizenkét korongot. A
korongokat nedvesitett steril Whatman #1 szlUrdpapirra tessziik,
Petri csészében. Minden egyes korong kdzepét 50,000 CFU-val
oltjuk be, 10 pl térfogatban. A korongokat magas
nedvességtartalmld kdrnyezetben tartjuk 3 napig, 23 °C-on. A
betegség értékelése magaban foglalja a keletkezd 1ézidk
hosszanak, sugardnak és mélységének mérését. A 1ézidbdl
szarmazd maceralt szovetbdl készitett higitdsokat haszndljuk a
baktériumok 1ézidnkénti végleges szadmdnak meghatirozaséara.
Ennek a meghatarozdsnak az eredményeit a 3. téblazatban
mutatjuk be. Azokndl a vonalakndl, amelyek a 1legjobban
védettnek bizonyultak, mindegyik mért paraméter jobb volt mint
az Ures vektorral vagy a puffer kontroll gumdkkal kapott para-
méterek. Altaldban azokndl a gumdéknal taldltuk a lézidkban a
legalacsonyabb baktériumszintet, amelyek a legmagasabb szinten

expresszaltak az AGO-t.

3. Tablazat

Expressziéb

Vonal# szintek CFUx10°
Puffer kontroll nulla 16,76
Ures vektor nulla 14,32
22517-10 nulla 20,7
22517-24 nulla 20,009
22517-13 nulla 16,3
22517-12 nulla 19,26

22517-9 ALACSONY 9,34
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22517-28 ALACSONY 13,56
22517-33 ALACSONY 9,57
22517-14 ALACSONY 8,22
22517-17 ALACSONY 8,36
22517-19 ALACSONY 9,37
22517-32 ALACSONY 7,17
22517-20 ALACSONY 7,4
22517-21 ALACSONY 6,25
22517-34 ALACSONY 4,44
22517-11 ALACSONY 3,06
22517-8 ALACSONY 1,5
22517-7 KOZEPES 12,88
22517-31 KOZEPES 12,06
22517-1 KOZEPES 7,54
22517-15 KOZEPES 6,7
22517-25 KOZEPES 12,25
22517-35 KOZEPES 6,81
22517-2 KOZEPES 3,52
22517-3 KOZEPES 1,26
22517-5 KOZEPES 1,4
22517-6 MAGAS 15,74
22517-18 MAGAS 2,675
22517-26 MAGAS 4,55
22517-29 MAGAS 4,35
22517-4 MAGAS 4,2
22517-30 MAGAS 3,92
22517-16 MAGAS 1,12
22517-23 MAGAS 2,67

22517-36 MAGAS 0,855



ACFU = telepképzd egység

baz expressziés szinteket Western blot elemzéssel

hatdroztuk meg.

PMON22587-tel transzformalt és AGO-t expresszald
novényekb6l szdrmazd leveleknek vizsgdljuk a Pi rezisztencia-
jat. A teljesen kiterjedt (kb. 20 cm?) leveleket beoltjuk, 100
ul-es cseppeket adva Phythophthora infestans  sporangium
szuszpenzibdjabdél az abaxidlis levélfelszinre. Az oltdanyag kon-
centréacidja 105-106 sporangium per ml, amit LB-V8 taptalajt
tartalmazd, 2-3 hetes lemezekr$l gyljtottink. A beoltott
leveleket Nunc Bio-Assay lemezeken tartjuk (243x243x18 cm), a
megfeleld nedvességet az aljdra tett nedves szlrdpapirral
biztositjuk, majd novesztS kamrdkban inkubdljuk kériilbelil 19 °
C-on, 16 Orés fotoperiddussal. A tinetek kifejlédését
megfigyeljik, majd a leveleken levd fertdzdtt terilileteket ugy
mérjik le, hogy minden egyes levelet egy 5 x 5 mm-es, atlatszd
haléval fedink le. Minden egyes levélvonalhoz kiszamitjuk a
fert&zott terliletek atlagat és a standard devidcidt.

Az AGO-t -expresszald transzgenikus vonalak Jelentdsen
gatoljdk a Phythophthora infestans fert&zés &ltal okozott
tineteket a leveleken. Két vonalnak az eredményei lathatdk a 4.
dbradn. A tlinetek csOkkenése 47 és 57%, a kontrollokhoz
viszonyitva (mind a nem-transzformdlt noévényekhez, mind a
vektor transzformansokhoz viszonyitva).

4. Tablazat

A fert&zés teriileted (cm?)

A vonal szama 3 dpiP 4 dpi 5 dpi 6 dpi
Russet Burbank 1,2 2,1 4,2 7,1

17227-1¢ 1,6 2,17 4,7 8,7



22587-34 0,4 0,8 1,1 3,0
22587-124 0,5 1,3 2,3 3,7
a A fertdzés teriletét ot levél atlagaként adjuk
meg
b A fertbzés uténi napok széma
c kontroll vonal, amelyet csak a vektorral
transzforméltunk
d Glukdzoxidazt expresszald transzgenikus vonalak

' Egysziklek stabil transzformacidja

Egyszikiek transzformadcidjahoz egy AGO-t tartalmazd
vektort készitlnk, egy intronnal, amely kiildndsen hasznos olyan
transzformdlt ndévények nagyobb gyakorisdggal vald eldalli-
tdsaban, amelyek a kivant fehérjét magas szinten expresszaljak.
Az EP 602 193-ban (ez megfelel Brown és munkatédrsai 08/181, 364
USA sorozatszamt bejelentésének, amelyet referencianak
tekintink) ismertetett hsp70 intront haszndljuk. A pMON19477-
et, amelyet az el&z8kben ismertettiink, elhasitjuk, majd a 800
bp méretd BglII-BamHI fragmenst, amely tartalmazza a hsp70
intront, a pMON22515-ben levd egyetlen BglII hasitdsi helyre
klénozzuk, igy kapjuk a pMON22623-at.

A PMON22623-at azutéan blizasejtekbe juttatijuk be,
mikrorészecske bombazassal, ismert mbddszerek alkalmazdsaval
[ Vasil és mtsai.: Bio/Technology 11, 1153-1158 (1993)].

Amikor a transzformdlt ndvényeket megkapjuk, akkor a
gomba-rezisztencia kapacitéasukat, f8leg a Ggt elleni

kapacitédsukat ismert mddszerekkel meghatarozzuk.
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Az ebben a leirasban emlitett Osszes publikdcidt és
szabadalmat referencianak tekintjiik, ugyanugy, mintha minden
egyes publikdcidét vagy szabadalmat egyenként referencidnak
deklardltuk volna.

Az el8z8kb&dl 1lathatd, hogy ez a szabadalmi bejelentés
megfelel az elézdkben ismertetett minden elvarasnak és célnak,
azokkal az elénydkkel, amelyek nyilvanvaldak és a taldlmanyban
gyOkereznek.

Az nyilvanvald, hogy bizonyos tulajdonsagok és
szubkombindcidék hasznosak, és alkalmazhaték anélkiil, hogy egyéb
tulajdonsagokra és szubkombinacidékra wutalnadnk. Ezeket 1is az
igénypontok oltalmi ko&rébe tartozdnak tekintjik.

Mivel a taldlmanynak szadmos lehetséges megvaldsitasi mdédja
képzelhet6 el, anélkiil, hogy eltérnénk az oltalmi kortdl, az
nyilvanvald, hogy minden, el&zdkben ismertetett vagy a kisérd
dbrakon bemutatott anyagot csak illusztrativnak szabad
tekinteni, és nem korlatozdénak.

Az aldbbiakban ko6z6ljlik a bejelentés szdvegében emlitett

szekvencidkat.
Szekvencialistak
l. szamu szekvenciavazlat
(1) A szekvencia jellemzdi:

(A) HosszUsag: 1848 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav

(C) Szaltipus: kétszalu

(D) Topoldgia: linedris

(ii) Molekulatipus: DNS (genomialis)
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(ix) Tulajdonséagok:
(A) Név/kulcs: CDS
(B) Lokalizacidé: 16..1833

(x1i) A szekvencia leirédsa: 1. szami szekvencia

2. szami szekvenciavazlat
(i) A szekvencia jellemzéi:
(A) HosszUsag: 605 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linedris
(ii) Molekulatipus: fehérje

(xi) A szekvencia leirasa: 2. szamid szekvencia

3. szamu szekvenciavazlat
(1) A szekvencia jellemzdbi:
(A) HosszUsag: 33 bazispéar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: lineéris
(ii) Molekulatipus: DNS (genomialis)

(xi) A szekvencia leirédsa: 3. szami szekvencia

4. szamu szekvenciavazlat
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) HosszUsag: 36 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu

(D) Topoldgia: linedris
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(ii) Molekulatipus: DNS (genomidlis)

(xi) A szekvencia leirédsa: 4. szami szekvencia



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Rekombinans, kétsz4lu DNS molekula, amely az aléabbi
elemeket tartalmazza operativ sorrendben:

a) egy promoter, amely mikddésével ndvényi

sejtekben RNS szekvencia mikodését idézi eld;

b) egy struktiaradlis kédold szekvencia,amely AGO

termelését kdébdolja; és

c) egy 3' nem-transzlalddd régid, amely ndvényi

sejtekben mikédve poliadenilat nukleotidoknak a

hozzdadasat okozza az RNS szekvencia 3'

végéhez.

2. Az 1. igénypont szerinti DNS molekula, amelyben az
emlitett struktiralis DNS szekvencia az 1. szému szekvencia
szerinti szekvencia.

3. Az 1. igénypont szerinti DNS molekula, amelyben az
emlitett promotert az FMV35S és a CaMV35S promoterek kozil
valasztjuk.

4. Az 1. igénypont szerinti DNS molekula, amelyben az
emlitett promotert egy patogén fertdzés indukalja.

5. Eljérds genetikailag transzformdlt, Dbetegségekkel
szemben ellendlld nodvények elbdllitésédra, azzal Jellemezve,
hogy az alédbbi lépéseket alkalmazzuk:

a) Egy novényi sejt genomjdba egy rekombinans,

kétszall DNS molekuléat épitink be, amely a

kovetkezbd elemeket tartalmazza:
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(1) egy promoter, amely mikddésével noévényi
sejtekben RNS szekvencia miikodését idézi
eld;
(ii) egy struktiralis kdé6dold szekvencia,amely
AGO termelését kbddolja; és
(iii)egy 3' nem-transzlaldédd régid, amely
novényi sejtekben mikddve poliadenilét
nukleotidoknak a hozzaaddsat okozza az RNS

szekvencia 3' végéhez;

b) Transzformalt ndvényi sejtek elBdllitésa; és

c) a transzformdlt ndvényi sejtekbdl genetikailag

transzformalt noévényeket 4llitunk eld, amelyek az
AGO-t olyan mennyiségben expresszaljak, amely
hatékonyan csdkkenti az egy bakteriilis vagy gomba

patogén altal okozott kart.

6. Az 5. igénypont szerinti eljarads, azzal jellemezve,
hogy az emlitett kédold szekvencia az 1. szami szekvencia.

7. Az 5. igénypont szerinti eljarads, azzal jellemezve,
hogy az emlitett promotert az FMV35S és a CaMV35S promoterek
kozil valasztijuk.

8. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az emlitett promotert patogén fertdzés indukalja.

9. Az 5. igénypont szerinti eljérads, azzal jellemezve,
hogy az emlitett ndvény burgonya- vagy blzandévény.

10. Egy genetikailag transzformalt, betegségeknek
ellendlld ndévény, amely egy rekombindns, kétszAalu DNS molekulat
tartalmaz, amely az alabbi elemeket tartalmazza operativ

sorrendben:



a) egy promoter, amely mikodésével novényi

sejtekben RNS szekvencia mikodését idézi eld;

b) egy struktirdlis kédold szekvencia,amely AGO

termelését kobddolja; és

c) egy 3' nem-transzlaldédd régid, amely noévényi

sejtekben mikddve poliadenildt nukleotidoknak a

hozzadadasdt okozza az RNS szekvencia 3'

végéhez.

11. A 10. igénypont szerinti nodvény, amelyben az emlitett
promotert az FMV35S és a CaMV35S promoterek koziil védlasztjuk.

12. A 10. igénypont szerinti névény, amelyben az emlitett
promotert patogén fertdzés indukéalja.

13. A 10. igénypont szerinti ndévény, amelyben az emlitett
strukturalis kédold szekvencia az 1. szaml szekvencia.

14. A 10. igénypont szerinti ndévény, amely vagy burgonya-

vagy dohanyndvény.

A meghatalmazott

ifj. Szentpéteri Ad4m
subadalmi‘iigy\fivts
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1.szam szekvenciavézlat:, -.- ;.. -.. .. 76
~ TCTAGAAGAT CTATC ATG CAG ACT CTC CTT GTG AGC TCG CTT GTG GTC TCC 51
Met Gln Thr Leu Leu Val Ser Ser Leu Val Val Ser
KOZZETETELI i 5 i
EIJDAN CTC GCT GCG GCC CTG CCA CAC TAC ATC AGG AGC AAT GGC ATT GAA GCC 99
P Leu Ala Ala Ala Leu Pro His Tyr Ile Arg Ser Asn Gly Ile Glu Ala
15 20 25
AGC CTC CTG ACT GAT CCC AAG GAT GTC TCC GGC CGC ACG GTC GAC TAC 147
Ser Leu Leu Thr Asp Pro Lys Asp Val Ser Gly Arg Thr Val Asp Tyr
30 35 _ 40
ATC ATC GCT GGT GGA GGT CTG ACT GGA CTC ACC ACC GCT GCT CGT CTG 185
Ile Ile Ala Gly Gly Gly Leu Thr Gly Leu Thr Thr Ala Ala Arg Leu
‘45 50 55 60
ACG GAG AAC CCC AAC ATC AGT GTG CTC GTC ATC GAA AGT GGC TCC TAC 243
Thr Glu Asn Pro Asn Ile Ser Val Leu Val Ile Glu Ser Gly Ser Tyr
65 70 75
GAG TCG GAC AGA GGT CCT ATC ATT GAG GAC CTG AAC GCC TAC GGC GAC 291
Glu Ser Asp Arg Gly Pro Ile Ile Glu Asp Leu Asn Ala Tyr Gly Asp
80 85 90
ATC TTT GGC AGC AGT GTA GAC CAC GCC TAC GAG ACC GTG GAG CTC GCT 339
Ile Phe Gly Ser Ser Val Asp His Ala Tyr Glu Thr Val Glu Leu Ala
95 100 105
ACC AAC AAT CAA ACC GCG CTG ATC CGC TCC GGA AAT GGT CTC GGT GGC 387
Thr Asn Asn Gln Thr Ala Leu Ile Arg Ser Gly Asn Gly Leu Gly Gly
110 115 120
TCT ACT CTA GTG AAT GGT GGC ACC TGG ACT CGC CCC CAC AAG GCA CAG 435
Ser Thr Leu Val Asn Gly Gly Thr Trp Thr Arg Pro His Lys Ala Gln
125 130 135 140
GTT GAC TCT TGG GAG ACT GTC TTT GGA AAT GAG GGC TGG AAC TGG GAC 483
val Asp Ser Trp Glu Thr Val Phe Gly Asn Glu Gly Trp Asn Trp Asp
145 150 155
AAT GTG GCC GCC TAC TCC CTC CAG GCT GAG CGT GCT CGC GCA CCA AAT 531
Asn Val Ala Ala Tyr Ser Leu Gln Ala Glu Arg Ala Arg Ala Pro Asn
160 165 170
GCC AAA CAG ATC GCT GCT GGC CAC TAC TTC AAC GCA TCC TGC CAT GGT 579
Ala Lys Gln Ile Ala Ala Gly His Tyr Phe Asn Ala Ser Cys His Gly
175 180 185
GTT AAT GGT ACT GTC CAT GCC GGA CCC CGC GAC ACC GGC GAT GAC TAT 627
Val Asn Gly Thr Val His Ala Gly Pro Arg Asp Thr Gly Asp Asp Tyr
190 195 200
TCT CCC ATC GTC AAG GCT CTC ATG AGC GCT GTC GAA GAC CGG GGC GTT 675
Ser Pro Ile Val Lys Ala Leu Met Ser Ala Val Glu Asp Arg Gly Val
205 210 215 220
CCC ACC AAG AAA GAC TTC GGA TGC GGT GAC CCC CAT GGT GTG TCC ATG 723
Pro Thr Lys Lys Asp Phe Gly Cys Gly Asp Pro His Gly Val Ser Met
225 230 235
TTC CCC AAC ACC TTG CAC GAA GAC CAA GTG CGC TCC GAT GCC GCT CGC 771

Phe Pro Asn Thr Leu His Glu Asp Gln Val Arg Ser Asp Ala Ala Arg
240 245 250



PREOAUOS

GAA
Glu

GGA
Gly

CGT
Arg
285

GTT
vVal

ccc
Pro

CcCcC
Pro

CAG
Gln

GCA
Ala
365

GGT
Gly

CAG
Gln

GCC
Ala

Asn

TTC
Phe
445

CTC
Leu

TGG
Trp

CAG
Gln
270

GCC
Ala

TAC
Tyr

ACA
Thr

CTT
Leu

GAC
Asp
350

GGA
Gly

GAC
Asp

TGG
Trp

TTG
Leu

GTC
val
430

GAT
Asp

GAC
Asp

CTA
Leu
255

TAT
Tyr

GTT
val

GCT
Ala

ATC
Ile

GGT
Gly
335

CAG
Gln

CAG
Gln

TAT
Tyr

GCC
Ala

CTC
Leu
415

GCG

Ala

GTG
Val

AAG
Lys

CTT
Leu

GTT
vVal

GGC
Gly

AAG
Lys

CTC
Leu
320

ATC
Ile

ACC
Thr

GGA
Gly

TCC
Ser

GAA
Glu
400

ATC
Ile

TAC
Tyr

TGG
Trp

GAC
Asp

KOZZETETELI

ccc
Pro

GGT
Gly

GTG
val

CAC
His
305

GAA
Glu

GAC
Asp

ACC
Thr

CAG
Gln

GAA
Glu
385

GAG
Glu

CAG
Gln

TCG
Ser

GAC
Asp

cCcC
Pro
465

PELDANY

AAC
Asn

AAG
Lys

GAA
Glu
290

GAG
Glu

TAT
Tyr

ACC
Thr

GCT
Ala

GCC
Ala
370

AAG
Lys

GCC
Ala

TAC
Tyr

GAA
Glu

CTT
Leu
450

TAC
Tyr

TAC
Tyr

GTG
val
275

TTC
Phe

GTC
Val

TCC
Ser

GTC
Val

ACC
Thr
355

GCT
Ala

GCA
Ala

GTC
val

GAG
Glu

CTC
Leu
435

CTG

Leu

CTT
Leu

CAA
Gln
260

CTC
Leu

GGC
Gly

CTC
Leu

GGT
Gly

GTT
Val
340

GTC

val

TGG
Trp

CAC
His

GCC
Ala

Asn
420

TTC
Phe

cCccC
Pro

CAC
His

CGT
Arg

CTT
Leu

ACC
Thr

CTG
Leu

ATC
Ile
325

GAC
Asp

CGC
Arg

TTC
Phe

GAG
Glu

CGT
Arg
405

TAC
Tyr

CTC
Leu

TTC
Phe

CAC
His

ccc
Pro

AGC
Ser

CAC
His

GCC
Ala
310

GGA
Gly

CTG
Leu

TCC
Ser

GCC
Ala

CTG
Leu
390

GGC
Gly

CGC
Arg

GAC
Asp

ACC
Thr

TTC
Phe
470

AAC

Asn

CAG
Gln

AAG
Lys
295

GCG
Ala

ATG
Met

Cccc
Pro

CGC
Arg

ACC
Thr
375

‘CTC

Leu

GGA
Gly

GAC
Asp

ACT
Thr

CGA
Arg
455

GCC
Ala

CTG
Leu

AAC
Asn
280

GGC
Gly

GGC
Gly

AAG

Lys.

GTC
val

ATC
Ile
360

TTC
Phe

AAC
Asn

TTC
Phe

TGG
Trp

GCC
Ala
440

GGA
Gly

TAC
Tyr

CAA
Gln
265

GGC
Gly

AAC
Asn

TCC
Ser

TCC

Ser

GGC
Gly
345

acc
Thr

AAC
Asn

ACC
Thr

CAC
His

ATT
Ile
425

GGA
Gly

TAC
Tyr

GAC
Asp

GTC
val

ACC
Thr

ACC
Thr

GCT
Ala

ATC
Ile
330

TTG
Leu

TCT
Ser

GAG
Glu

AAG
Lys

AAC
Asn
410

GTC
val

GTA
Val

GTT
Val

CCT
Pro

CTG
Leu

ACC
Thr

CAC
His

GTC
Val
315

CTG
Leu

AAC
Asn

GCT
Ala

ACC
Thr

CTG
Leu
395

ACC
Thr

AAC
Asn

GCC
Ala

2/5
ACC 819
Thr
CCT 867
Pro
AAC 915
Asn
300
TCT 963
Ser
GAG 1011
Glu
CTG 1059
Leu
GGT 1107
Gly
TTT 1155
Phe
380
GAG 1203
Glu
ACC 1251
Thr
CAC 1299
His
AGC 1347
Ser
ATC 1395
Ile
460
TAC 1443
Tyr
if]. Szentpéteri Ac

szabadalmi igyvivé
d & K. Nemzel¥




PI6OAUDS

TTC
Phe

GCC
Ala

GAG
Glu

TGG
Trp
525

GGT
Gly

GCT
Ala

ATT
Ile

ATG
Met

CAG
Gln
605

CTC
Leu

CGC
Arg

ACT
Thr
510

ACT
Thr
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