(19) Orszagkod:

HU

GH

Jomaman
I )|

i
i [E
q R

fand

H U 0 0 0 2 1 4 4 3 5 B

SZABADALMI
LEiRAS

(21) A bejelentés ligyszama: 4519/90
(22) A bejelentés napja: 1990. 05. 16.
(30) Elsébbségi adatok:
89/11295.7 1989.05.17. GB
(86) Nemzetkozi bejelentési szam: PCT/GB 90/00753
(87) Nemzetkozi kozzétételi szam: WO 90/14000

(11) Lajstromszam:

214 435 B

(51) Int. CL6

A 01 H 1/06
C 12N 15/01

. MAGYAR |
KOZTARSASAG
MAGYAR
SZABADALMI (40) A kozzététel napja: 1992. 10. 28.
HIVATAL (45) A megadas meghirdetésének a daituma a Szabadalmi
Kozlényben: 1998. 03. 30.
(72) Feltalalok: (73) Szabadalmas:

Bright, Simon William Jonathan, Marlow,
Buckinghamshire (GB)

Chang, Ming Tang, Ames, Iowa (US)
Evans, lan Jeffrey, Reading, Berkshire (GB)

(74) Képviseld:

Macdonald, Mairi Jean, Wokingham, Berkshire

(GB)

ZENECA Ltd., London (GB)

dr. Jalsovszky Gyorgyné és
dr. Toth-Urban Laszl6, Budapest

(54

(57) KIVONAT

A talalmany targya eljaras egy adott herbicid hatbanyag
normal korillmények kozott pusztulast elidézé kon-

ey

mutans eldallitasara oly modon, hogy Zea mays izolalt
pollenjét mutagén vegyszer hatasinak teszik ki, a muta-
genizalt pollent elkiilonitik, a mutagenizalt pollennel
néivart névényt poroznak be, az érett novény magvait
betakaritjak, a magvakat a kivalasztott herbicid hato-
anyag vagy a kivalasztott herbicid hatéanyagéval azonos
hatdsmechanizmus mas herbicid hatéanyag szelekcios
nyomasanak kitéve novényekké nevelik, és az alkalma-
zott szelekcios nyomassal szemben rezisztens utddokat

elkiilonitik.

A leirds terjedelme 32 oldal (ezen beliil 22 lap dbra)

Eljaras gyomirté szernek ellenallé kukorica eléallitasara
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A talalmany targya eljaras gyomirtd szernek ellenalld
kukorica névények eléallitasara.

A gyomirtd szereknek ellenalld haszonndvények
kialakitasanak célja az, hogy lehet6vé valjék a haszon-
novények kozott €16 gyomndvények elpusztitasa a teljes
terméteriilet kezelésével olyan gyomirté szer-koncent-
racio alkalmazisa mellett, amely egyébként a normal
allapotu — tehat gyomirto szerre érzékeny —haszonnové-
nyeket is elpusztitana. Az ilyen rezisztens haszonnove-
nyek tovabbi elényos tulajdonsaga az, hogy olyan ter-
méteriileteken is termeszthetdk, amelyeket rovid idével
azel6tt mas novényekkel szemben hatasos herbicid
hatbdanyagokkal kezeltek.

Mar ismertek olyan eljarasok, amelyekkel nagysza-
mu véletlenszerli mutacioét tartalmazo ndvénypopulaci-
ok alakithatok ki. Ilyen eljarasok példaul a szovette-
nyésztési modszerek, ahol mutagén anyag jelenlétében
vagy tavollétében spontan szomaklonos valtozasok l1ép-
nek fel. Ha a tenyészetekre valamilyen szelekcios nyo-
mast gyakorolnak, lehetévé valik olyan sejtek elkiiloni-
tése, amelyek az adott nyomasnak ellenallnak. A névény
fajtajatol fiiggben esetenként teljes novények regene-
ralhatdk a rezisztens sejtekbdl. A herbicidekre rezisztens
novényfajtak kivalasztasdhoz mar régoéta alkalmaznak
ilyen szOvettenyésztési szelekcidos modszereket.

Neuffer és Coe (Maydica XXIII, 21-28 (1978)) elja-
rast ismertetett kukorica pollen mutagenezis elGidézésé-
re konnyii paraffinolajban szuszpendalt mutagén anya-
gok felhasznalasaval. A recipiens ndvény beporzasara az
igy kialakitott mutagenizalt pollent hasznaltak. A kozle-
mény adatai szerint semmi jele nincs annak, hogy keres-
kedelmileg értékes mutansok azonositasat és elkiilonité-
sét megkisérelték volna, és noha a kdzlemény tartalmaz
olyan allitast, hogy a kapott ndvényeket mutansok el6-
fordulasara is vizsgaltak, az esetlegesen (vélhetGen vi-
zualis vizsgalattal) fellelheté mutansok sajatsagairol a
koézlemény semmiféle informaciot nem ad.

Bird és Neuffer a Plant Breeding Reviews 35,
39-180 kozleményben atfogdan ismertetik a mutagén
eljarasok alkalmazasat kukorica variaciok kialakitaséra.
A pollen mutagenezést a kozlemény 150-151. oldala
ismerteti. Az egyéb ismert megoldasokhoz viszonyitva
pollen mutagenezissel az M, generacidban viszonylag
nagy gyakorisaggal alakithatok ki variansok. Nem utal
azonban az idézett kdzlemény arra, hogy pollen mutage-
nezissel olyan mutansok is kialakithatoak lennének, ame-
lyek ellenallnak a gyomirtd szerek hatasanak. Az idézett
kozlemény III. fejezete (149. oldal) a genetikus valtoza-
sok mutagenezissel valo eldidézésének korlatait ismer-
teti. A kozlemény tovabba eljarast ismertet a hasznos

A talalmany targya eljaras gyomirt6 szernek ellenallo
kukorica el6allitasara.

A talalmany targya pontosabban eljaras olyan kuko-
rica (Zea mays) mutans el6allitdsara, amely egy adott
herbicid hatéanyag normal kériilmények kozott pusztu-
talalmany értelmében ugy jarunk el, hogy Zea mays
izolalt pollenjét mutagén vegyszer hatdsanak tessziik ki,
a mutagenizalt pollent elkiilonitjiik, a mutagenizalt pol-
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lennel néivarh névényt porozunk be, az érett novény
magvait 6sszegyiijtjiik, a magvakat a kivalasztott herbi-
cid vagy a kivélasztott herbicidével azonos hatdsmecha-
nizmust mas herbicid hatéanyag szelekcios nyomasanak
kitéve novénnyé neveljiik, és az alkalmazott szelekcios
nyomassal szemben rezisztens utddokat elkiilonitjiik.

Mutagén vegyszerként elénydsen metan-szulfonsav-
-etil-észtert hasznalunk.

Szelekcids nyomast kivalté herbicid hatdanyagként
elényosen acetolaktat szintaz-inhibitor hatast herbicid
hatéanyagokat, kiilonosen elénydsen imazetapirt hasz-
nalunk.

A szelekcios nyomast elénydsen tgy fejtjitk ki a
névényekre, hogy a magvakat kikelés el6tt kezeljikk a
herbicid hatbanyaggal.

A szelekcids nyomast kivaltd herbicid hatdanyagot
elénydsen olyan koncentracidban alkalmazzuk, ami a
magvak csirazasat nem akadéalyozza meg, az érzékeny
novények novekedését azonban gatolja.

A taldlmany szerint eléallitott, herbicid hatéanyagok-
ra rezisztens kukorica névények egyes képviselSinek
magvait a National Collection of Industrial and Marine
Bacteria (Aberdeen, Nagy-Britannia) gy(ijteményben he-
lyeztiik letétbe. A letétbe helyezés adatait az 1. tablazatban
kozoljiik.

Valamennyi letétbe helyezett minta genetikus keve-
rék, amelyben egyarant talalhatok mutans és nem-mu-
tans magvak. A mutansok a herbicid hatéanyaggal szem-
beni rezisztenciat kozvetité génre nézve heterozigota-
sak. EzekbOl a magvakbol ugy alakithatunk ki mutans
novényeket, hogy a magvakbol a késGbbiekben ,,sziirés”
cimszo alatt ismertetendd koriilmények kozott, imazetapir
herbicid hatdanyag jelenlétében nivényeket neveliink.

A taldlmany szerint el6allitott kukorica névények az
imidazolinon tipusi herbicid hatdanyagok egyes képvi-
seldivel szemben rezisztensek. gy példaul a novények
imazetapirral [5-etil-2-(5-izopropil-5-metil-4-oxo-2-imi-
dazolin-2-il)-nikotinsav; PURSUIT védjegynéven for-
galomba hozza az American Cyanamid Co., Egyesiilt
Allamok] szemben erfs rezisztenciat mutatnak. A nové-

1. tablazat
A mutdne A bejelent$ dltal mlkasl- A letét A letétbe helye-
gorszéma mazott kddjel ezéma 2és kelte
1. IC1/88/01 63-3D NCIMB 40137 1989. 05. 08,
2. ICI/88/03 56-3G NCIMB 40136 1389, 05. 08.
3. ICI/88/04 82-5H NCIMB 40138 1989. 05. CB.

4. ldad a tdbldzathoz flizitt megjegyzést

Se I1CI/88/07 97~4L NCIMB 40167 1989. 07. 18.
6. IC1/88/Q7 T6~6H RCIMB 40168 1989, 07. 18.
Te 101/88/07 58-5D HCIMB 40169 1989. 07. 18.
8. Icr/es/o9 717-T8 NCIMB 40170 1989. 07. 18.
9. ICI1/88/10 1-4C ECIMB 40171 1989. 07. 18.
10. ICI/88/10 72-4X NCIMB 40172 1989. 07. 18.

Megjegyzés: A 4. sorszami mutanst a késébbi vizsgalatok
soran kiemeltiik a kisérleti programbdl, mert a mutans nem
rendelkezett kellé rezisztenciaval. A 4. sorszamu muténst ki-
zarélag a szamozas folyamatossaganak fenntartasa érdekében
tiintettiik fel a tablazatban.
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nyeknél kereszt-rezisztenciat tapasztaltunk a szulfonil-
-karbamid tipust herbicid hatéanyagok (példaul a klor-
szulfuron) egyes képviseldivel szemben, és a fenoxi-
-pirimidin és triazolo-pirimidin tipusi herbicid hatéanya-
gokkal szemben is észleltiink rezisztenciat. A ndvények
mas — eddig még nem vizsgalt — tipusokba tartozo her-
bicid hatéanyagokkal szemben is rezisztensek lehetnek.

Kisérleteink soran a névények rezisztenciajat olyan
herbicid hatoanyagokkal szemben vizsgaltuk, amelyek
az acetolaktat szintaz (ALS) — mas néven acetohid-
roxisav szintaz (AHAS) — enzim gatlasa révén fejtik ki
hatasukat. A leirasban a herbicid hatéanyagok megjels-
lésére azok nemzetk6zi szabad nevét vagy védjegynevét
hasznaljuk; az egyes hatéanyagok kémiai szerkezetét a
csatolt rajzokon mutatjuk be. Az imazetapir az (I) kép-
letnek, az imazakvin a (II) képletnek, az imazapir a (III)
képletnek, a klorszulfuron a (IV) képletnek, a tiakar-
buron az (V) képletnek, a klorimuron a (VI) képletnek,
a triazolo-pirimidin a (VII) képletnek, mig a fenoxi-
-pirimidin a (VIII) képletnek felel meg.

A szulfonil-karbamid tipusu herbicid hatoéanyagokkal
szembeni rezisztencia molekularis alapjait a 257 993 sz.
eurdpai szabadalmi bejelentés részletesen ismerteti. A
4 761 373 sz. Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szaba-
dalmi leiras imidazolinon-rezisztens kukorica izolalasat
ismerteti szovettenyészetb6l. A szakirodalomban mas
novényfajtak és mas herbicid hatdanyagok felhasznala-
sat is ismertették rezisztens mutansok kialakitasara szo-
vettenyésztési eljarassal.

A talalmany értelmében ezzel szemben nem alkalma-
zunk szovettenyésztést. A rezisztenciata pollen mutagén
vegyszerrel végzett kezelésével, mutagenezis révén ala-
kitjuk ki. A szelekciot kozvetleniil a mutagenizalt pol-
lennel megtermékenyitett novények magvain hajtjuk
végre ugy, hogy a magvakat kikelés elott és/vagy a
palantaéllapot kialakuldsakor kezeljiik az adott herbicid
hatéanyaggal.

A pollen mutagenezisen alapuld mutansképzésnek a
szélesebb korben alkalmazott szomaklonos varianskép-
zéssel Osszehasonlitva tébb eldénye van. Ahhoz, hogy a
szomaklonos variacié végbemenjen, a névényi szovet-
tenyészet stabilizalasara van sziikség. Ez a kovetelmény
korlatozza a felhasznalhaté genotipusok valasztékat,
mert a tenyésztett szovetekbdl nem lehet minden esetben
regeneralni a teljes novényt. Ezzel szemben a muta-
genizalt pollen barmely recipiens kukorica genotipus
megtermékenyitésére alkalmazhatd, a gazdasagilag fon-
tos, széles korben termesztett elit tenyészvonalakat is
beleértve. Elonyt jelent az is, hogy a szomaklonos vari-
ansképzés soran eléfordulhato aranyhoz képest csokken
a nem kivant mutaciok kialakulasanak aranya.

A talalmany szerint a szelekcidt az M, generacion
végezziik ennek eredményeként csak a dominans muta-
ciokat szelektaljuk. Tekintettel arra, hogy a szelekciot
teljes novényeken és/vagy kikelés elétt magvakon vé-
gezziik, a szelekciohoz alkalmazott herbicid hatéanyag-
koncentracié jobban megkozelitheti a szabadfoldi koriil-
ményeket annal, mint ha a herbicid hatéanyaggal szévet-
tenyészetre gyakorolnank szelekcios nyomast. A szovet-
tenyészetben végzett szelekcio esetén elGszor a nové-
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nyeket regeneralni kell a szévetekbdl, majd teljes érett-
ségig kell nevelni, miel6tt megallapithato lenne, hogy az
utddndvény hogyan toleralja a szabadfoldi koriilmények
kozott felvitt herbicid hatdanyag-mennyiséget. Ezzel
szemben a talalmany szerinti eljaras soran a szelekciot
kozvetlentl a névényeken végezziik olyan herbicid ha-
tdbanyag-koncentracio alkalmazéasaval, amely 0sszemér-
hetd a szabadf6ldi koriilmények kozott gyomirtasra szo-
kasosan alkalmazott mennyiséggel. Az M, generacion
végzett szelekcid soran — igy a szdvettenyészetben vég-
zett eljaraskor — recessziv mutaciok és dominans jellem-
z0k egyarant szelektalodnak. Termesztési programok-
ban — elsdsorban hibridek termesztésekor — hasznosab-
bak és kénnyebben kezelhetSek azok a mutansok, ame-
lyekben a kivant jellemz6 a dominans.

Feltevéseink szerint a herbicid nyomas alkalmazasa-
val szelektalt mutansok az adott herbicid hatéanyag-ti-
pusba tartoz6 kivalasztott herbicid hatéanyagnak megfe-
lelGen valtoznak. A talalmany targykorébe tartozo Osszes
mutanst imazetapir nyomas alkalmazasaval szelektal-
tuk. Mas imidazolinon tipusu herbicid hatéanyag fel-
hasznalasakor a mutansok méas spektruma szelektalodna.

Meglep6 modon azt tapasztaltuk, hogy a taldlmany
szerinti eljarassal izolalt mutdnsok karos mutacioktol
mentesek. Ez az eredmény nem volt el6re lathato, és
ennek okat ma még nem ismerjiikk pontosan. Anélkiil,
hogy bejelentésiinket elméleti fejtegetésekhez kivan-
nank kotni, megjegyezziik, hogy az altalunk elért kedve-
z6 eredménynek feltehetbleg az lehet a magyarazata,
hogy a szelekcios 1épésben igen finoman szabalyoztuk a
koriilményeket, igy példaul a herbicid hatbanyagot igen
pontosan szabalyozott mennyiségben és mddon vittilk
fel, ennek kovetkeztében a novények egyenletes mérték-
ben voltak kitéve a herbicid hatéanyag hatasanak.

A tovabbiakban a herbicidekkel szemben rezisztens
novények elballitasi eljarasat ismertetjilk részleteseb-
ben. Az ismertetés soran a csatolt rajzokra hivatkozunk.

Az 1. abran feltiintetett blokkdiagramon azt mutatjuk
be, hogyan alakithatunk ki a talaAlmany szerint eléallitott
noveényekbdl utdod-generaciokat.

A 2. 4brén a talalmany szerinti eljarasban felhasznalt
herbicid hatéanyagok kémiai szerkezetét tiintetjiik fel.

A 3. abran grafikusan szemléltetjilk az ALS enzim
aktivitasanak valtozasat imazetapir jelenlétében. Az en-
zimet a rezisztencia-génre nézve heterozigotas noveé-
nyek leveleibdl vontuk ki.

A 4. &bran grafikusan szemléltetjiik az ALS enzim
aktivitasanak valtozasat imazapir jelenlétében. Az enzi-
met a rezisztencia-génre nézve heterozigotas ndvények
leveleib6l vontuk ki.

Az 5. abran grafikusan szemléltetjilk az ALS enzim
aktivitdsanak valtozasat imazakvin jelenlétében. Az en-
zimet a rezisztencia-génre nézve heterozigdtas nové-
nyek leveleibdl vontuk ki.

A 6. abran grafikusan szemléltetjilkk az ALS enzim
aktivitasanak valtozasat klorszulfuron jelenlétében. Az
enzimet a rezisztencia-génre nézve heterozigotas nove-
nyek leveleib6l vontuk ki.

A 7. abran grafikusan szemléltetjiik az ALS enzim
aktivitidsanak valtozasat klorimuron jelenlétében. Az en-
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zimet a rezisztencia-génre nézve heterozigdtas nové-
nyek leveleibdl vontuk ki.

A 8. abran grafikusan szemléltetjiik az ALS enzim
aktivitasanak valtozasat tiakarburon jelenlétében. Az en-
zimet a rezisztencia-génre nézve heterozigotas nove-
nyek leveleibdl vontuk ki.

A 9. dbran grafikusan szemléltetjik az ALS enzim
aktivitasanak valtozasat imazetapir (Pursuit) jelenlété-
ben. Az enzimet a rezisztens allelomorfra nézve homo-
zigbtas 1. és 2. mutdns utédainak leveleibdl vontuk ki.

A 10. abran grafikusan szemléltetjilk az ALS enzim
aktivitasanak valtozasat imazakvin (Scepter) jelenlété-
ben. Az enzimet a rezisztens allelomorfra nézve homo-
zigbtas 1. és 2. mutans leveleibdl vontuk ki.

A 11. abran grafikusan szemléltetjiik az ALS enzim
aktivitasanak valtozasat imazapir (Arsenal) jelenlété-
ben. Az enzimet a rezisztens allelomorfra nézve homo-
zigotas 1. és 2. mutans leveleibdl vontuk ki.

A 12. abréan grafikusan szemléltetjiik az ALS enzim
aktivitasdnak valtozasat klorszulfuron (Glean) jelenlé-
tében. Az enzimet a rezisztens allelomorfra nézve homo-
zightas 1. €s 2. mutans leveleibdl vontuk ki,

A 13. abran grafikusan szemléltetjiik az ALS enzim
aktivitasanak valtozasat klorimuron (Classic) jelenlété-
ben. Az enzimet a rezisztens allelomorfra nézve homo-
zightas 1. és 2. mutans leveleibdl vontuk ki.

A 14. abran grafikusan szemléltetjiikk az ALS enzim
aktivitisanak valtozasat tiakarburon (Harmony) jelen-
létében. Az enzimet a rezisztens allelomorfra nézve ho-
mozigotas 1. és 2. mutans leveleibdl vontuk ki.

A 15. abran grafikusan szemléltetjiikk az ALS enzim
aktivitdsanak valtozasat egy triazolo-pirimidin tipust
herbicid hatéanyag jelenlétében. Az enzimet a rezisztens
allelomorfra nézve homozigétas 1. és 2. mutans levelei-
b6l vontuk ki.

A 16. abran grafikusan szemléltetjilk az ALS enzim
aktivitasanak valtozasat egy fenoxi-pirimidin tipust
herbicid hatdanyag jelenlétében. Az enzimet a rezisztens
allelomorfra nézve homozigo6tas 1. és 2. mutans levelei-
bdl vontuk ki.

A 17. abran az imazetapir (Pursuit) do6zis-reakcio
gOrbéit mutatjuk be.

A 18. abran az imazakvin (Scepter) dozis-reakcid
gorbeit mutatjuk be.

A 19. abran a klorimuron (Classic) dozis-reakciod
gorbéit mutatjuk be.

A 20. abrén a klorszulfuron (Glean) dozis-reakcio
gorbéit mutatjuk be.

A 21. abran egy triazolo-pirimidin tipusi herbicid
hatdanyag dozis-reakcio gorbéit mutatjuk be.

A 22. dbran egy fenoxi-pirimidin tipust herbicid ha-
téanyag dozis-reakcid gorbéit mutatjuk be.

A 23. 4brén az inazetapir (Pursuit) dozis-reakcio gor-
béit mutatjuk be, a gorbéket az 1. és 2. mutans homozi-
g0tas és heterozigotas formain vettiik fel.

1. M) magvak termelése

Etil-metan-szulfonatbol (EMS) kénny( paraffinolajban
1 ml/100 ml koncentracioju torzsoldatot készitettiink. A
torzsoldatot hiitészekrényben taroltuk.
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Szabadfoldon termesztett beltenyészeti UE95 vonal-
beli kukorica-cimerekbd! (20 db) friss pollenszemcséket
kiilonitettiink el a portokokkal egyiitt. A pollenszemcsé-
ket Glassline (védjegy) zsak (gyartja: Sanitary Supply
CO. Inc., Phoenix, Arizona, USA) felhasznalasaval va-
lasztottuk el a portokoktol.

60 ml rtartalmi palackba 45 ml EMS torzsoldatot és
koriilbeliil 3 mg pollent mértiink be. Az elegyet 30 ma-
sodpercig erélyesen razattuk, majd a pollenszemcsék
kivalasanak megakadalyozasa céljabol egy 40 perces
id6szak alatt 3 percenként 4-5-szor dsszeraztuk. A ke-
zelt pollenszemcséket ecseteléssel vittlik fel a cimereik-
6] megfosztott beltenyészeti UE95 ndivari sziilénové-
nyek bibeszalaira (kukoricahajra).

A novényeket beérleltiik, és az My magvakat betakari-
tottuk.

2. Sziirés

Talcakra szétteritett WCB termesztokozegbe (kevés
szerves anyagot, 45 tdmeg% agyagot és 55 tdmeg% ho-
mokot tartalmazo keverék) talcanként 100 M1 magvat
vetettlink, és a magvakat hati permetezé berendezésbél
250 g/hektar felviteli aranynak megfelel koncentracio-
Jju imazetapir (Pursuit) oldattal lecsurgasig bepermetez-
tiikk. A magvakat 1,3 cm vastagsagban WCB termeszté-
kozeggel (gyartja: Heatherwood Nurseries, Wimborne,
Dorset, Nagy-Britannia) fedtiik be, majd a talcékat
25 °C-ra felfiitott iiveghazba helyeztiik.

A megvalasztott felviteli arany mellett a magvak csi-
razasi aranya kozel 100%-os volt, ezt kovetéen azonban
az Osszes érzékeny névény stlyosan karosodott. Koriil-
beliil 2 hét elteltével a herbicid hatéanyag hatasa latha-
tova valt: vékony, csikos levelek fejlédtek ki, és a nové-
nyek magassaga csak koriilbeliil 20%-a volt a kontrollo-
kénak. 3—4 hét elteltével csaknem az Osszes érzékeny
noveény teljes mértékben elpusztult. Minden egyes szii-
révizsgalatban a kezelt ndvényekkel parhuzamosan ke-
zeletlen UE95S névényeket is termesztettiink; korabbi
vizsgalatokbol ismert ugyanis, hogy az UE95 kukorica
normal és M, magvakbdl kikelt egyedei csaknem meg-
kiilénboztethetetlenek egymastol, ha a novényeket per-
metezés nélkiil csiraztatjuk és termesztjiik. Ezek a keze-
letlen névények kontrollokként szolgaltak.

3. Szelekcié és termesztés

A sziirvizsgalatok elvégzése utan kezdetben 10 no-
vényt (az Osszes kezelt novény 0,01%-a) szelektaltunk
olyan egyedekként, amelyek képesek a herbicid hato-
anyag normal koriilmények k6zott pusztulashoz vezetd
dozisat toleralni. A késGbbi vizsgalatok soran kitiint,
hogy a 4. mutans az érzékeny fenotipusba tartozik, ezért
ezt a mutanst kiemeltiik a kutatasi programbol. A fenn-
maradt kilenc egyed tobbsége a szelekci6 utan morfolo-
giailag hasonl6 volt a kezeletlen kontroll novényekhez,
négy novényen azonban karosodasokat észleltiink: a no-
vények alacsonyabbak voltak a kontrolloknal, és a nové-
nyeken mas, a herbicid hatéanyagnak tulajdonithato sé-
riilések is lathatoak voltak. Az igy kapott kilenc névény
magvait visszakereszteztilk az UE95 sziilonévénybe; a
visszakeresztezésb8l szarmazé magvak mintait a
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gyljteményben helyeztiikk letétbe (a letétbe helyezés
adatait az 1. tablazat tartalmazza).

4. RFLP vizsgdlat

Mind a tiz szelektalt novény levélszoveteibol kivont
DNS-t RFLP (restrikcids fragmeshossz polimorfia) ujj-
nyom-analizisnek vetettiik ala annak megallapitasa cél-
jabol, hogy a testvérndvények valoban az UESS5 genoti-
pusbdl szarmaznak, nem pedig valamely rezisztensebb
szennyezd beltenyészetb6l vagy hibridbdl.

4 hetest6l érettségig terjedé kori ndvényekbdl koriil-
beliil 1-5 g levélszovetet kiilonitettiink el, a DNS-t
kivontuk, és diagnosztikus egymasolatos probaval elvé-
geztiik az RFLP analizist.

Az RFLP analizis eredményei azt igazoltédk, hogy a
szelektalt névények az UE9S5 genotipusbdl szarmaznak.

5. A szegregdcio vizsgdlata

A rezisztens nodvényeket reciprok visszakeresztezé-
sekben homozigoétas, herbicidre érzékeny UE9SS nove-
nyekkel kereszteztilkk. A kapott M,BC, vagy M,BC,
generacioban 0igy hataroztuk meg a rezisztens utddok
gyakorisagat, hogy a névényeket imazetapirral kezeltiik,
majd megszamlaltuk a t0lél6 novényeket. Az eredmé-
nyeket —az 1:1 aranyra szamitott y° értékekkel egyiitt —
a 2. tdblazatban kozol)iik.

2. tablazat
A mutdns A vizegdlt n¥- As érsékeny né~ A rezisztens xz
8zéma vények széma vények ordma nbvények szdma
1. 40 18 22 0,40
2. 228 110 118 0,28
3.0 206 120 86 5,61
5 168 94 74 2,38
6. 60 36 24 2,40
7% 168 139 29 72,00
8 188 88 100 0,77
168 a3 85 0,02
10. 134 73 1 0,03

*A 3. és 7. sz. mutans imazetapirral szembeni rezisztenciaja
viszonylag csekély, ezért ebben a vizsgalatban nem lehet érté-
kelheté eredményekhez jutni. A mas vizsgalatok soran szerzett
tapasztalatok azonban azt jelzik, hogy a ndvények szegregaci-
0jaaz 1:1. tartomanyba esik.

A 2. tablazatban feltiintetett szamadatokbol megalla-
pithatd, hogy a visszakeresztezéssel kapott utddokban az
érzékeny ¢és rezisztens novények aranya (a 3. és 7. sz.
mutans kivételével) nem tér el jelentés mértékben az
1:1 értéktdl. Ez azt jelzi, hogy a rezisztenciat egyetlen
dominans gén hordozza.

6. F; magvak képzése rezisztens novényekbdl

A sziirés soran elkiilonitett mind a 10 novényt reciprok
keresztezésekben, a rezisztens novényeket himivaru és
néivari donorokként egyarant alkalmazva, UE95 nvé-
nyekkel kereszteztiik. igy M,BC; magvakhoz jutottunk.
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7. Az utédmagvak vjrasziirése
A fentiek szerint kapott minden egyes kukoricacsGbél
magmintat vettiink, és a magvakat az elsé sziirésnél
ismertetett koriilmények koz6tt imazetapir (Pursuit) re-
zisztenciara Gjra szlrtiik.

Mindegyik rezisztens novény utddaiban a rezisztens
és érzé€keny fenotipus elvalt egymastol.

8. Tovdbbi generdciok képzése

Az 1. abran bemutatottak szerint az M;BC, névények
onbeporzasaval M;BC,S,; generacioét alakitottunk ki; az
utobbibol szintén Onbeporzassal alakitottuk ki az
M;BC;S; generaciot. Ebbdl a generaciobol — minthogy
a rezisztens jellemzd nem szegregalodik — az adott jel-
lemz6re nézve homozigotas vonalak képezhetdk. Az 1.
muténsbdl szarmazd homozigétas vonalakat imidazo-
linon-tipust herbicidekkel szemben rezisztens F, hibri-
dek termelésére vagy tovabbi termesztési munkakhoz
hasznalhatjuk fel.

9. Enzimvizsgdlatok

A kilenc tovabb vizsgalt mutans M;BC; M,BC, genera-
c10jabol szarmaz6 magvakat kikelés el6tt 250 g/ha fel-
viteli aranynak megfelelé mennyiségli imazetapirral
(Pursuit) permeteztiik be, majd iveghazba helyeztiik. Az
iiveghdzban 16 oOras nappali, és 8 6ras éjszakai foto-
periddust tartottunk fenn; a nappali hémérséklet 27 °C,
az éjszakai h6meérséklet 17 °C volt. 11 nap elteltével a
ndvényeket betakaritottuk.

A ndvényeknek kozvetleniil az elsé levéltengely f6-
lotti részérdl 4-4 g levélanyagot valasztottunk le, és a
levalasztott levélanyagot dérzsmozsarban 20 ml olyan
oldattal homogenizaltuk, amely 40 mmol Tricine-t (véd-
jegy), (gyartja: Boehringer Ingelheim Bioproducts, Bio
Whittaker, Nagy-Britannia) 10 mmo6l EDTA-t, 5 mmol
pirosz6lgsav-észtert, 80 umol flavin-adenin-dinukleoti-
dot (FAD), 10 mmdl ditiotreitet (DTT) és 0,8 g Polyclar
AT-t (gyartja: Boehringer Ingelheim Bioproducts, Bio
Whittaker, Nagy-Britannia) tartalmazott, és pH-ja 8,0 volt.
A homogenizatumot négy muszlinrétegen préseltiik at,
majd 20 percig 30 000 g gyorsulason centrifugaltuk.

A feliilliszot ammonium-szulfattal 65%-osan telitettik,
30 percig iilepedni hagytuk, majd 20 percig 30 000 g
gyorsulason centrifugaltuk. A kapott pelletet 2,5 ml
olyan oldatban szuszpendaltuk, amely 40 mmol Tricine-t,
10 mmol EDTA-t, 5 mmol piroszolGsav-észtert,
80 umol FAD-ot, 25 térfogat®% glicerint és 1 mmol
DTT-t tartalmazott (pH: 8,0), és a szuszpenziét 3,5 ml
hasonlo Gsszetételi, de pirosz8lésav-észtert és FAD-ot
nem tartalmazé oldattal szemben dializélva somen-
tesitettiik.

Az egyes vizsgalatokhoz 100-100 pl enzimkivonatot
hasznaltunk. A vizsgalatokhoz 750 pl tapoldatot hasz-
naltunk, ami 120 mmol Tricine-t, S0 mmol pirosz6l6-
sav-észtert, 10 mmol MgCly-t, 66 mmol FAD-ot,
93 umol tiamin-pirofoszfatot (TPP) és adott esetben her-
bicid hatoéanyagot tartalmazott; a tapoldat pH-ja 8,0 volt.
Az elegyeket 30 percig 37 °C-on inkubaltuk. A reakciot
250 pl 1,84 molos kénsavoldat beadagolasaval le-
allitottuk, és az acetolaktatot 75 percig 37 °C-on vagy
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3. tablazat

A rezisztenciant-

¥¥vény ggs yumél vekedés szorzdazdma

Imazetapirral kezelt heterozigétds mutdnsock

Vad tipus 1,5

1, mutdns >1000 660
2. muténs 230 153
3. muténs 2,5 2
5. muténs 125 83
6. mutdns 60 40
T+ muténs 4 3
8, muténs >1000 >660
9. mutdns 425 283
10. mutdns 12__________5) _____
Imazapirral kegelt heterozigétds mutdnsok

Vad tipus 3

1. mtdne 21000 »333
2. mutdns 540 180
3. mutdne 4 1
5. mutdns 300 100
6. muténs 5 2
7. mutdns 10 3
8., mutdns >1000 »333
9 muténs 21000 >333
10, mutdns 3B 2 o
Imasakvinnal kezelt heterozigdétds mutdnsok

Vad tipus 0,6

1. mutdns 150 250
2. mutédns 20 33
3. mutdns 1,5 2
S. mutdns 25 42
6. mutdns 1,5 2
7. mutdns 1 2
8. mutdns 150 250
9, mutdéns 50 83
10. muténs T 12
Klorimuronnal kezelt heterosigétis mutdnsok™

Vad tipus 3,7

1. mutdns 5 1
2. mutédns 10 3
3. mutédns 15 4
5. mutdna 17 5
6. mutdns 15 4
7. muténs 5 1
B. mutdns 10 3
9, mutdns 10 3
10. mutdnse 17 5
Klérszulfuronnal keszelt heterozigdtds mutdnsok ~

Vad tipus 18,5

1. muténs 65 4
2. mutédns 65 4
3, muténs 35 2
5. mutédns 40 2
6. mutédns 65 4
7. autdne 8 1
B. outdns 75 4
9. mutdns 50 3
10. mutédns 35 2
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3. tablazat folytatasa

A rezisgtenciant-

N¥vény vekedés sgorzdssdma

mSO' /mdl

Tiakarburonnal kezelt hetsrosigétds rutdnsok®

vad tipus 42,5

1. muténs 55 1
2. outdns 320 8
3. mutédne 85 2
5. mutédns 340 8
6. muténs 45 1
7. mutdns 25 1
8. mutdns 40 1
9e muténs 45 1
10. mutdns 3%0 9

*Az IDsy értékek nanomolok (nm)

30 percig 60 °C-on dekarboxileztiik. A vakmintdkhoz az
enzimkivonat beadagolasa el6tt kénsavat adtunk. A vizs-
galati és vakmintakhoz 650-650 pl, 0,16 tomeg/térfo-
gat% kreatint tartalmaz6 2,73 moélos natrium-hidroxid
oldattal készitett a-naftol-oldatot adtunk, és a mintakat
30 percig 37 °C-on inkubaltuk. A mintakat 30 000 g
gyorsulason centrifugaltuk, majd a feliilsz6 optikai si-
riiségét 540 nm-en leolvastuk.

A fenti vizsgalatot mind a kilenc mutansbol elkiiloni-
tett ALS enzimkivonattal elvégeztiik a kovetkezd herbi-
cidekre:

imazetapir (Pursuit),

imazapir (Scepter),

klérszulfuron (Glean),

klorimuron (Classic),

tiakarburon (Harmony).

Az észlelt enzimaktivitas-értékeket a 3—8. abran gra-
fikusan szemléltetjiik.

Ugyanezt a vizsgalatot elvégeztiik az 1. és 2. mutans
lakon is; az enzim aktivitasat triazolo-pirimidin és
fenoxi-pirimidin tipust herbicid hatéanyagra is vizsgal-
tuk. Az eredményeket a 9—16. abran grafikusan szem-
léltetjiik. A vizsgalt herbicid hatéanyagok kémiai szer-
kezetét a 2. abran tiintettiik fel. Az imazetapir az (I)
képletnek, az imazakvin a (II) képletnek, az imazapir a
(III) képletnek, a klorszulfuron a (IV) képletnek, a
tiakarburon az (V) képletnek, a klorimuron a (VI) kép-
letnek, a vizsgalt triazalo-pirimidin tipust herbicid ha-
toanyag a (VII) képletnek, mig a vizsgalt fenoxi-piri-
midin tipust herbicid hatéanyag a (VIII) képletnek felel
meg.

10. Az enzimgatlo hatds értékelése

A fenti vizsgalatban kapott értékekb6l minden egyes
mutansra és minden egyes herbicidre kiszamitottuk az
IDs, értéket, ami azt a herbicid hatéanyag-koncentraciot
jelenti, ami az adott novényben észlelhetd ALS aktivitast
50%-ban gatolja a vad tipusi kontrollhoz viszonyitva.
Kiszamitottuk tovabba a rezisztenciandvekedés szor-
zOjat. A szamitott értékeket a 3. tablazatban foglaljuk
Ossze.
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4, tablazat

A mutdns Herbicid ho)) A rezisztencia-

R BN TP e S e
le imazapir 3 ’umdl 71 mmél 2333
1. imagetapir 1,5 /undl 750 /undl 500
1. imagakvin 0,6 /undl 175 /umdl 292
l. klorimuron 3,7 nmél 10 amél 2,7
1. klérszulfu- 18,5 amél 60 nmél 3,2
ron
le tiakarburon 42,5 nmél 40 nmél 1
2. imasapir 3 /unél 675 /unél 225
2. imazetapir 1,5 /unél 400 /umél 267
24 imazakvin 0,6 /un61 40 /uuél 66
2. klorimuron 347 naéd 20 omél 5+ 4
2. klérszulfu- 18,5 omél 40 nmél 2,2
ron
2. tiakarburon 42,5 omél 360 nmél 8,5
2. triazolo- 0,07 /nnél 0,12 /umél 1,7
~pirimidin
tipus
2. fenoxi-pi- 0,03 /unél 0,45 /unél 22,5
rimidin
tipus

Hasonl6é szamitasokat végeztiink a vizsgalt homozi-
g6tas mutansokkal kapcsolatban is. Az eredményeket a
4. tablazatban ko6zoljik.

11. Keresztrezisztencia-vizsgdlatok

Az egyedi heterozigotas tolerans mutansokat homozigo-
tas érzékeny UE9S novényekkel kereszteztiik, és az igy
kapott, a tolerans és érzékeny magvakat 1:1 aranyban
tartalmazo vegyes populaciokat vetettiik ald keresztre-
zisztencia-vizsgalatoknak. Valamennyi tolerans utéd a
toleranciara nézve heterozigotas volt. Kontrollokként
UE9S novények oOnbeporzasiabol szarmazo magvakat
hasznaltunk; a kontroll névények és a tolerans vonalak
beporzasat ugyanabban az évben végeztiik.

19 cmx11 cmx5 cm méretd talcakba 1-1 liter kom-
posztot toltottiink. Az egyes talcakba toltott komposztba
két, egyenként 1 cm mélységili barazdat vagtunk, és minden
egyes barazdaba 6 magvat (tdlcanként tehat 12 magvat)
vetettiink. Egyes esetekben a talcdkba 24 magvat vetettiink,
ekkor a magvakat nyolcasaval vetettiikk harom barazdaba.

Az egyes talcakba vagy csak egy mutans magvait,
vagy csak a kontroll ndvény magvait vetettiik.

A mutansokon 6t kiilonb6z6 tipusba tartozé6 ALS-in-
hibitor hatasu herbicid hatasat vizsgaltuk, 6sszehasonli-
tasként az imazetapir (Pursuit) hatasat is meghataroztuk.
Minden egyes herbicid hatdanyagot négy kiilonbozd
dozisban hasznaltunk, a felhasznalt dézisok a becsiilt
szabadfoldi mennyiség egytizedének, felének, egyszere-
sének, illetve négyszeresének feleltek meg. A 3-10.
mutans esetén az egyes herbicideket azonos d6zisokban
hasznaltuk, mig az 1. és 2. mutanst az el6z6eknél na-
gyobb mennyiségli klorimuronnal (Classic) és kisebb
mennyiségt klorszulfuronnal (Glean) kezeltiik.

A vizsgalatokhoz a kovetkezd herbicid hatéanyago-
kat hasznaltuk (a hatéanyagok neve mellett azok becsiilt
szabadfoldi dozisat is feltiintetjiik):

klorimuron (Classic) (8-13 g/hektar)

klorszulfuron (Glean) (4-26 g/hektar)
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imazakvin (Scepter) (100-150 g/hektar)

triazolo-pirimidin tipust hatéanyag (1030 g/hektar)

fenoxi-pirimidin tipust hatéanyag (100-200 g/hektar)
imazetapir (Pursuit) (70-140 g/hektar)

Az egyes vizsgalatokban a herbicid hatoanyagokat a
kovetkez6 dozisokban hasznaltuk:

Klorimuron (Classic): 4, 20, 40 és 160 g/hektar (az 1.
¢€s 2. mutdns kezelésére), illetve 8, 4, 80 és 320 g/hektar
(a 3—10. mutans kezelésére)

Klorszulfuron (Glean): 5, 25, 50 és 200 g/hektar (az
1. €s 2. mutans kezelésére), illetve 1, 5, 10 és 40 g/hektar
(a 3—10. mutans kezelésére)

Imazakvin (Scepter): 30, 150, 300 és 1200 g/hektar

Triazolo-pirimidin tipusu hatéanyag: 5, 25, 50 és
200 g/hektar

Fenoxi-pirimidin tipusu hatéanyag: 10, 50, 100 és
400 kg/hektar

Imazetapir (Pursuit): 30, 150, 300 és 1200 g/hektar

A triazolo-pirimidin és fenoxi-pirimidin tipusa hato-
anyagot JF5969 jeld adjuvans nedvesitészerrel formal-
tuk, és a kapott koncentratumot vizzel 10 tdmeg% végs6
JF5969 tartalomra higitottuk. A tovabbi herbicid hato-
anyagokat csak vizzel higitottuk.

A novények bepermetezését a szilirésnél ismert per-
metez6 berendezéssel €s koriilmények kozott végeztiik.
Bepermetezés utan a magvakat 0,5 liter komposzttal fed-
tiikk be, a felvitt komposztot elsimitottuk és tomoritettilk
(ekkor a magvakat 2,5 cm magas komposztréteg fedte
be), majd a talcakat a szlirésnél ismertetett koriilmények
kozott iiveghazban tartottuk.

4 hetes novekedés utan a névényeket vizualisan vizs-
galtuk, és a karosodast 0 és 5 kozotti szamskalaval jel-
lemeztiik. Az egyes szamadatok jelentése a kovetkezd:

0: 0-10%-os karosodas (herbicid hatis nem észlelhe-
16 vagy csekély)

1: 11-25%-o0s karosodas

2: 26-50%-o0s karosodas

3: 51-85%-o0s karosodas

4: 81-95%-0s karosodas

5: 96-100%-o0s karosodas (a névény teljes pusztulasa)

A ndvények magassagat a talajfeliilettdl a leg-
hosszabb levélcsicsig mértiik.

Az értékelésbdl kihagytuk a nyilvanvaloan az érzé-
keny fenotipushoz tartozé névényeket (a névények ko-
riilbeliil 50%-at).

Azokat a novényeket, amelyek karosodasanak foka
0,1 vagy 2 volt nagyobb cserepekbe iltettiik at, és érésig
termesztettiik.

A vizsgalatok eredményeit a 17-22. abran grafiku-
san szemléltetjiik. A 23. dbran a heterozig6tas és homo-
zigbtas novényeken észlelt eredményeket hasonlitjuk
Ossze.

12. Az eredmények értékelése és magyardzata

A heterozigbtas novények enzimvizsgalatara kapott
eredmények nincsenek pontos korrelacidban az é16 no-
vények doézis-reakcid gorbéinek adataival. Szakember
szamara ez nem kiilonosebben varatlan. Altalanos kor-
relaciot tapasztaltunk azonban abban az értelemben,
hogy az enzimvizsgalatokban kimutatott altalanos re-
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zisztencia-szintek tiikr6z6dnek az iiveghazi vizsgalatok
soran kapott eredményekben. Nyilvanvalo, hogy csak
tobb koriilmény egyiittes vizsgalataval donthet6 el, hogy
melyik mutans tekinthet$ értékesnek; figyelembe kell
venni példaul a herbicid tipusat, illetve a felhasznalt
herbicidek spektrumat, valamint az altalaban alkalma-
zott hatoanyag-dozisokat. Az a tény, hogy a vizsgalt
mutansok keresztrezisztencia-spektrumaiban viszony-
lag nagy eltérések tapasztalhatok, inkabb jelent elényt
mint hatranyt, mert igy szélesebb korbol valaszthatok ki
az adott koriilményeket legjobban toleralé mutansok.
fgy példaul az a tény, hogy egy adott mutans egy adott
herbiciddel szemben mas mutinsokhoz viszonyitva csak
kevéssérezisztens, igen fontos elény lehet akkor, ha csak

5. tablazat
Herbicid ha- t.::ﬁ"— A mutdnsok szdms :
téanyag foka En:i.:;?i::gélat Uvaﬁ::;.‘;iz'sgalst
Imazetaplir arés 1., 84y 9e ley Ses Bey 9e
kdzepes 2es 5ey 10. 24y 64y 10,
gyenge 3uy 6ey Te Ter 3o
nulla - -
Imazapir erds l.y 245 545 84y nince adat
9., 10.
ktizepes 6ey Te ninca adat
gyenge 3. nincs adat
nulla - nincs edat
Imagakvin oerfe l., 8.y 9. ley 244 84y 9.
kbtzepes 24y 5. 5
gyenge 3¢, 6oy Tey 10. 3ey.6., 10
nulla - T
Klérssulfuron exrds - -
kzepes - 3w
gyenge Lay 245 309 5S¢y 5ey Tey 9oy 10,
6., 8., 9., 10
oulla Te le, 24, 64y B4y 9.,
10.
Klorimuron exle - -
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kis herbicid hatéanyag-mennyiségekkel szemben tole-
rans novényre van sziikség (példaul ha arra van sziikség,
hogy andvény ellenalljon egy atvitt herbicid hatasanak).
A fentiek figyelembevételével az enzimvizsgalatok
és az liveghazi vizsgalatok eredményei alapjan a mutan-
sok egyedi herbicidekkel szemben mutatott rezisztenci-
ajuk szempontjabol az ,.erds”, ,kozepes”, ,.gyenge” és
Haulla” ellenalloképességli csoportokba sorolhatok. A
csoportositast az 5. tablazatban foglaljuk dssze.

13. Novénytermesztés

A taldlmany szerinti mutansokbol kialakitott vonalakat
kiilonféle masodik sziiléndvény-vonalakkal egyiitt her-
bicidek hatasanak ellenallo hibridek termelésére hasz-
nalhatjuk fel.

A homozigétas vonalakbol szarmazo szaporitdanya-
gokat termesztési programokban tovabbi miiveleteknek
(példaul keresztezés, egyediesités, vizualis szelekcio és
herbicidekre szlirés) vethetjiik ala 0j, herbicideket tole-
ralo hibridmagvak termelése céljabol.

A herbicidre rezisztens sajatsagot az ismertetett mu-
tacios termesztéssel vagy szokasos termesztési miivele-
tekkel, herbicidekkel szembeni rezisztenciara végzett
szelektalast alkalmazva 0j vonalakra vihetjiik at. Ezek-
ben az eljarasokban ismert biologiai, biokémiai és mo-
lekuléaris sziirGvizsgéalatokat is alkalmazhatunk. A re-
zisztencia-gén elkiilonitésére és atiiltetésére genetikai
moédszereket alkalmazhatunk.

A termesztési program célja esetenként csak a her-
bicidekkel szembeni rezisztencia tovabbvitele lehet, mas
esetekben a program a novények egyidejl tovabbkeze-
1ésére is kiterjedhet az agronémiai sajatsagok javitasa
céljabol.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras egy adott herbicid hatéanyag normal koriil-
szemben rezisztens kukorica (Zea mays) mutans eléalli-
tasara, azzal jellemezve, hogy Zea mays izolalt pollenjét
mutagén vegyszer hatdsanak tessziik ki, a mutagenizalt
pollent elkiilonitjiik, a mutagenizalt pollennel néivara
ndvényt porozunk be, az érett névény magvait betakarit-
juk, a magvakat a kivalasztott herbicid hatoanyag vagy
a kivalasztott herbicid hatdéanyagéval azonos hatasme-
chanizmust mas herbicid hatéanyag szelekcios nyoma-
sanak kitéve ndvényekké neveljiik, és az alkalmazott
szelekcios nyomassal szemben rezisztens utddokat elkii-
16nitjiik. (Elsdbbség: 1989. 05. 17.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy mutagén vegyszerként metan-szulfonsav-etil-ész-
tert hasznalunk. (ElsGbbség: 1989. 05.17.)

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy szelekcids nyomast kivalto herbicid hatdéanyagként
acetolaktat szintaz-inhibitor hatasti herbicid hatéanyagot
hasznalunk. (Elsébbség: 1989. 05. 17.)

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy herbicid hatéanyagként imazetapirt hasznalunk.
(ElsGbbség: 1989. 05.17.)
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5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a szelekcids nyomas kifejtéséhez
a herbicid hatdanyagot kikelés elott vissziik fel a no-
vényre. (Elsébbség: 1989. 05. 17.)

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy olyan herbicidekre rezisztens
Zea mays novényeket allitunk el6, amelyek magvait a
Budapesti Megallapodas értelmében 1989. majus 8-an
NCIMB 40136, NCIMB 40137 és NCIMB 40138 sza-
mon helyeztik letétbe a National Collection of
Industrial and Marine Bacteria Ltd. (Aberdeen, Nagy-
Britannia) intézetben. (Elsébbség: 1989. 05. 17.)

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
olyanimazetapirral szemben rezisztens Zeamays novénye-
ket allitunk eld, amelyek magvait a Budapesti Megallapo-
das értelmében 1989. majus 8-an NCIMB 40137 szamon
helyeztiik letétbe a National Collection of Industrial and
Marine Bacteria Ltd. (Aberdeen, Nagy-Britannia) inté-
zetben. (Elsébbség: 1989. 05. 17.)

8. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy olyan imazakvinnel szemben rezisztens Zea mays
novényeket allitunk eld, amelyek magvait a Budapesti
Megallapodas  értelmében 1989, majus  8-an
NCIMB 40136 és NCIMB 40137 szdmon helyeztiik le-
tétbe a National Collection of Industrial and Marine
Bacteria Ltd. (Aberdeen, Nagy-Britannia) intézetben.
(Els6bbség: 1989. 05. 17.)

9. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy olyan imazapirral szemben rezisztens Zea mays
ndvényeket allitunk eld, amelyek magvait a Budapesti
Megallapodas  értelmében  1989. majus 8-dn
NCIMB 40136 és NCIMB 40137 szamon helyeztiik le-
tétbe a National Collection of Industrial and Marine
Bacteria Ltd. (Aberdeen, Nagy-Britannia) intézetben.
(ElsGbbség: 1989. 05.17.)
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10. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy olyan herbicidekre rezisztens Zea
mays novényeket allitunk ¢l6, amelyek magvait a Buda-
pesti Megallapodas értelmében 1989. julius 18-an
NCIMB 40167, NCIMB 40168, NCIMB 40169,
NCIMB 40170, NCIMB 40171 és NCIMB 40172 sza-
mon helyeztiik letétbe a National Collection of Industrial
and Marine Bacteria Ltd. (Aberdeen, Nagy-Britannia)
intézetben. (ElsGbbség: 1990. 05. 16.)

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy olyan imazetapirral szemben rezisztens Zea mays
novényeket allitunk eld, amelyek magvait a Budapesti
Megallapodas  értelmében  1989. julius  18-4n
NCIMB 40167, NCIMB 40170 és NCIMB 40171 sza-
mon helyeztiik letétbe a National Collection of Industrial
and Marine Bacteria Ltd. (Aberdeen, Nagy-Britannia)
intézetben. (Els6bbség: 1990. 05. 16.)

12. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy olyan imazakvinnel szemben rezisztens Zea mays
novényeket allitunk eld, amelyek magvait a Budapesti
Megallapodas  értelmében  1989. julius  18-4n
NCIMB 40170 és NCIMB 40171 szamon helyeztiik le-
tétbe a National Collection of Industrial and Marine
Bacteria Ltd. (Aberdeen, Nagy-Britannia) intézetben.
(ElsGbbség: 1990. 05. 16.)

13. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy olyan imazapirral szemben rezisztens Zea mays no-
vényeket allitunk el6, amelyek magvait a Budapesti Meg-
allapodas értelmében 1989. jllius 18-an NCIMB 40167,
NCIMB 40170 és NCIMB 40171 szamon helyeztiik letét-
be a National Collection of Industrial and Marine Bacteria
Ltd. (Aberdeen, Nagy-Britannia) intézetben. (Els6bbség:
1990. 05. 16.)
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