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1. A biotechnologia altalanos attekintése
1.1 A biotechnolégia fogalma, jelentosége

A kémidbol, mint alaptudomanybol alakult ki a vegyipar, a biold6giabol a biologiai ipar,
mely €16 szervezeteket hasznal fel technologiai szinten. Az utobbi évtizedekben a molekularis
biologia, a molekularis genetika rohamos fejlédésével lehetdség nyilik a termelésbe bevont
¢l szervezetek genetikai anyaganak tudatos megvaltoztatdsdval a termelés hatékonysagat
fokozni. A molekularis bioldgia és genetika eredményeinek a gyakorlati hasznositasaval
bontakozik ki egy 0j alkalmazott tudomanyag, a biotechnoldgia, melynek pontos definicioja
sok vitat keltett.

A Kémikusok Nemzetkozi Szervezete (IUPAC) 1982-ben kdzreadott meghatdrozéasa
szerint: ,,a biotechnoldgia a biokémia, a mikrobiologia és a miiszaki tudoméanyok olyan
integralt alkalmazasa, amelynek célja, a mikroorganizmusok, tenyésztett szoveti sejtek vagy
azok valamely 6sszetevdjének technologiai felhasznéalasa”™.

E definicid szerint a biotechnoldgia két csoportra oszthato:

- hagyomanyos ¢és

- modern biotechnologiai eljarasokra.

A hagyomanyos biotechnologiai eljarasokat tulajdonképpen évezredek ota ismerjiik
(pL.: bor-, sorkészités, siit6élesztd-, sajtgyartds, stb.), de a mikroorganizmusok tudatos
felhasznalasa Pasteurral kezdddott, aki bebizonyitotta, hogy az erjedést mikroorganizmusok
okozzak. Kialakultak a bioldgiai iparok: a kiilonb6zé fermentacids technologiak, az
¢lelmiszeripar, a mezdgazdasag, a gyogyszeripar keretében. A masodik vildghdborti utan a
penicillingyartas lenditette fel a fermentacios ipar fejlddését. Ezutan egy sor antibiotikumot,
vitaminokat (A, B, C) termeltetnek, szterdnvéazas vegyiileteket alakitanak at mikro-
organizmusokkal.

Elelmiszer- és takarmanyadalékként is felhasznaljdk ket konzervélas, iz- ¢és
aromaanyagok termeltetése céljabol. A mezdgazdasagban, az élelmiszeriparban, a haztartasi
iparban is hasznalatosak.

A modern biotechnoldgia mar genetikailag manipulalt ¢é16 szervezetekkel dolgozik,
melyekkel a hagyomanyos eljardsok hatékonysagat tudjuk nodvelni. PL.: baktériumokkal
termeltethetiink emberi inzulint, interferont, lehetéség nyilik novényi fehérjék modositasara,
stb. Ezt a lehetdséget a rekombindns DNS-technika (géntechnologia), illetve ,,genetic
engineering” (génmérndkség, génsebészet) adja a keziinkbe. Az alapkutatds jellegli
molekularis genetika eredményei szokatlanul gyorsan mennek at a gyakorlatba.

A biotechnologia igy napjaink oOridsi gazdasagi jelentdségli, dinamikusan fejlédd
tudomanyteriiletté¢ valt. Vilagszerte nagy Osszegeket forditanak biotechnologiai kutatdsokra.
Ma a vildg legnagyobb biotechnoldgiai vallalatai a Du Pont ¢és rivalisa a Monsanto cég,
mindketté az USA-ban mukodik. Tevékenységiikben a géntechnologia jatsza a fOszerepet,
melyben oriasi lizletet latnak.

Hazéankban a kormany idejében felismerte fontossagat ¢s 1984-ben a "Biotechnologiai
kutatas és fejlesztés a mezdgazdasagban ¢€s iparban" cimill kutatisi programot felvette az
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Orszagos Kozéptavi Kutatasi és Fejlesztési Tervbe (OKKFT). Nagyon fontos a megfeleld
miiszaki hattér megteremtése. Uj miiszerek (laminaris boxok, széndioxid-inkubatorok,
razogépek, fermentorok, programozott mélyhlité berendezések, stb.) tervezése €s gyartasa
sziikséges. A Dbiotechnoldgia gazdasagi szerepe hazankban egyre novekszik, foleg a
gyogyszergyartas és mezdgazdasagi termelés teriiletén varunk kimagasl6 eredményeket.

1.2 A biotechnologia teriiletei

A biotechnologia komplex tudomany. Legfontosabb teriiletei:

- a genetikai manipulacio (fuzios technikdk, génsebészet),
- a sejt- és szovettenyésztés,

- a szaporodas biologia,

- a fermentacid €s enzimtechnologia.

A Dbiotechnolégia fejlédésének a legnagyobb lendiiletet a genetikai manipulacid
lehetdsége adta. Ma mar a biotechnoldgia valamennyi teriiletén alkalmazzak modszereit. Az
in vitro rekombinans géntechnika, a géntechnoldgia mar a sejtekbdl kivont 6rokité anyaggal, a
DNS-sel manipulal, tehat molekularis szintli. Lehetdvé teszi, hogy egy tulajdonsaghoz rendelt
DNS darabot, gént izoldljunk, mas fajba atvigyiink és ott milkddésre birjuk. Mivel e
modszerrel 0j, a természetben el nem forduld genetikai kombindciokat lehet mesterségesen
létrehozni, gyakran nevezik génsebészetnek, helyesebben ,,génmérndkségnek™ (,,genetic
engineering”).

A genetikai manipuldcidhoz tartozik a protoplasztfuzid, melynek soran a sejtfaltol
megfosztott sejteket (bakteridlis, ndvényi, allati) protoplasztokat egyesitiink. Fuzi6é sordn nem
izolalt DNS-sel dolgozunk, hanem a két sejt teljes géndllomanya keveredik és 1j
génkombindaciok keletkeznek.

A megfeleld sejt- és szovettenyésztési technikdk kidolgozéasaval lehetdség nyilik a
génmanipulacids eljarasok eredményeit novényi €s allati sejtekre is alkalmazni. A ndvényi
szOvettenyésztés alapja, hogy a novény minden sejtje, szdvete, vagy szerve in vitro
tenyészthetd, novényi hormont tartalmazé taptalajon steril, klimatizalt koriilmények kozott. A
novényi sejt- és szovettenyésztés lizemi méretli alkalmazdsdval mar jelentds gazdasagi
hasznot hoz6 eredmények sziilettek hazdnkban is (pl. a Meriklon Gazdasagi Tarsulds az 1990-
es évek elején). Szovettenyésztéssel rezisztens és virusmentes ndvényi szaporitdoanyagot
allitanak el6 olcsoén, nagy mennyiségben. A modszert bevezették disznovények (szegfi,
gerbera), gyiimolcsfak, sz6l6 és egyéb gazdasagi haszonnovények (pl. burgonya) vegetativ
mikroszaporitasara.

A folyékony téaptalajban torténd ndvényi sejttenyésztés, a ndvényi sejtfermentacio,
alkalmas ndvényi anyagcseretermékek (pl. ndvényi alkaloiddk) eldallitasara is. Az
alkalmazott gyogyszerek hatdbanyaganak 25 %-at novényekbdl nyerik ki. Novényi sejtekkel
termelhetiink aroma anyagokat (pl. vanillin), szinezékeket, illatanyagokat is. Az eddig
alkalmazott hagyomdanyos technikat, az intakt novénybdl a hatdanyagok kivondsat, mind
jobban felvéltja a bioreaktorokban torténd ndvényi sejtfermenticid €és a hatdanyagok



fermentlébdl torténd kinyerése. Az utdbbi eldnye, hogy fiiggetlen az éghajlattol, a
termdteriilettdl, a novény koratdl, a novényi kartevoktol.

A novényvédelmi biotechnoldgia a peszticidek hasznalatdnak csokkentése céljabol,
korokozok elleni rezisztens 1j fajtdk eldallitasaval foglalkozik. A géntechnologiai
modszereket felhasznalva ezen a terlileten mar gazdasagi hasznot hozo eredmények sziilettek.

Allati sejt- és szovettenyészetek felhasznaldsaval Kohler és Milstein 1975-ben
kidolgozta az un. hibridoma technikat monoklonalis ellenanyagok eldallitasara. A felfedezés
nagy jelent6ségili, 1984-ben a két tudds megkapja érte az orvosi Nobel-dijat. A monoklonalis
ellenanyagok termelése forradalmat jelent a humadan, allati, névényi virusdiagnosztikaban
(RIA-, ELISA-teszt, pl. az AIDS virus kimutatasa is az utobbi tesztelési modszerrel torténik).
Felhasznalhato a daganatos sejtek gyogyitasaban. Fontos reagensei a molekularis genetikanak
is. Felhasznaljadk Oket a rekombindns DNS-technikéaval elééllitott fehérjék (pl. inzulin,
interferon) tisztitdsara, a génsebészettel a sejtekbe bevitt idegen gének expresszidjanak
ellendrzésére.

Az éllatdllomany javitdsanak mar ma is gyakorolt mddja a szaporodasbiologiai
beavatkozas: a mesterséges termékenyités €s az embridatiiltetés. Az elsé technika évtizedek
oOta ismert €s bevalt beavatkozas, az embridatiiltetés jabb moddszer. Az embriomanipulacio
egyik technikdja az embriddarabolds. Az egyes embriddarabok kiilonbz6 anyaallatokba vald
helyezésével genetikailag teljesen azonos utddokat, klonokat kapunk. Az embriddarabok
Az embriok mélyhiitéses tarolasa lehetdveé teszi, hogy kiilonb6z6 genotipusokat embrid-
bankokban, génbankokban hossza ideig megorizhessiink.

Inkabb ipari jelleglieck a fermenticidos technoldgidk, melyek célja egyes
mikroorganizmusok felszaporitdsa valamilyen anyagcseretermékiik miatt (vitamin, aminosav,
stb.), vagy magaért a mikroorganizmusért. Tehadt maga a mikroba is lehet a gyartas célja,
esetleg élelmiszer- vagy takarmanyadalékként haszndlva. Téavlatilag tervezik emberi
fogyasztas céljara valo felhasznalasat egysejt-fehérje (single-cell protein, SCP) forméjaban. A
mikroorganizmusok sejttomegének ugyanis 50-80 %-a fehérje. A mai fermentacios
technologidk az ipari mikrobatorzsek termdoképességét sorozatos ismételt mutaciokkal, illetve
fuzios technika segitségével, rekombinacioval novelik. A géntechnologia segitségével Uj
tulajdonsagu mikrobatorzseket allithatunk eld. Fermentorokban termeltethetiink veliikk emberi,
allati, novényi fehérjét. A fejlesztéshez korszerlsiteni kell az ipari technologiai hatteret is.
Nagy térfogati automatizalt fermentorokra van sziikség. Nagyon bonyolult a kapott
fermentlébdl a kivant termék kivondsa, amely fejlett elvalasztastechnikat igényel (pl.
affinitas-kromatografia, nagynyomasu folyadék-kromatografia (HPLC)).

Az enzimtechnoldgia kore nemcsak az iparban, hanem a mezdgazdasagban,
¢lelmiszeriparban, mosoOszergyartdsban is bovil. A kiilonbozd sejtfalbontd enzimek
(pektinazok, cellulazok, hemicellulazok, stb.) alkalmazasaval noveljik az é€lelmiszerek és
takarmanyok bioldgiai értékét. Felhasznaljak Oket a biomassza (kukoricaszar, szalma)
hasznositasanal, pl. bioalkohol gyartasanal. Nagy jelentdséglick a hordozohoz kotott
immobilizalt enzimek, melyek mint biokatalizatorok hasznélatosak az iparban. Jelenleg
legnagyobb jelentdségli a gliikoizomeraz ipari felhasznaldsa a fruktéz tartalmi izoszirup
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gyartasban. Az izocukor technologidban a kukoricakeményitét amildz enzimekkel gliikk6zza
alakitjdk. A gliilkdz izomerizalasat frukt6zzd immobilizalt glilkoizomerdz enzim katalizélja.
Az izomeraci6 soran kapott izocukor, a fruktdz, diabetikus édesitdszer.

A molekuladris genetika bevonadsaval a legujabb kutatasok az enzimtervezés,
enzimmodositds irdnydba folynak. Ez az Un. iranyitott mutagenezis vagy ,,protein
engineering” a biotechnoldgia viszonylag 0j teriilete.

1.3 Irodalomjegyzék

Altman A. et al. (szerk.)(1999): Plant Biotechnology and In Vitro Biology in the 21st Century. Kluwer
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2. A novényi biotechnologiai eljarasok technikai feltételei

Miel6tt a ndvényi biotechnologiai eljardsok részletes ismertetésére ratérnénk,
sziikségesnek tartjuk azoknak a technikai feltételeknek az ismertetését, amelyek nélkiil nem
képzelheté el a ndvényi biotechnologiai munka. A tovabbi fejezetekben pontos
meghatdrozasokat taldlunk az egyes fogalmakra, az ismétlések elkeriilése végett itt
eltekintiink a részletes magyarazatoktol.

A ndvényi biotechnoldgiai eljarasokndl alkalmazott modszerek technikai kivitelezése
alapvetden a mikrobioldgidban hasznalatos fogasokon alapszik. E fejezet tovabbi részeiben a
novényi sejt- €s szovettenyésztésnek, mint a novényi biotechnoldgia alapjanak, legfontosabb
laboratoriumi kovetelményeit részletezziik.

Ma a ndvényi szovettenyésztés alatt az életképes ndvényi részek in vitro tenyésztését
értjiik, aszeptikus — steril — koriilmények kozott. A novényi szdvettenyésztésnek, mint az
Osszes tobbi tudomanyagnak, megvan a maga torténete. Az alkalmazott modszerek alapvetden
nem sokban kiilonboznek a mult szazad 6tvenes-hatvanas éveiben kidolgozott technikaktol.
Gyakorlatilag az 0sszes in vitro modszer esetiinkben harom alapvetd tényezdre vezethetd
vissza:

1. A novénybdl izolalni kell a névényi részt, ezéltal az egyes szervek, szovetek, sejtek
kolcsonhatasatol fiiggetlenitjiik.

2. Az explantumot meghatarozott koriilmények kozott tartjuk fenn: a tapkdzeg kémiai
OsszetevOl €s a tenyésztés fizikai koriilményei hatasosan befolydsoljadk a novényi rész
fejlodését, a genotipusos és fenotipusos jellegek expresszalddasat.

3. A sterilitdsra mindig iigyelni kell. A legtobb tapkozeg eldsegiti a fert6zd
baktériumok, gombak, algak elszaporodasat. Ezek az ¢ldlények kdrosan hatnak a tenyésztés
soran: tulndhetik a tenyésztett ndvénydarabkat, az explantumra karos metabolitokat
termelhetnek, stb.

A novényi biotechnoldgiai modszerek alkalmazasi lehetdsége tobbféle lehet (pl.
egyszeri mikroszaporitds, genetikai jelenségek tanulmanyozdsa, anyagcseretermékek
képzddésének, morfogenezisnek a vizsgalata, 1j novényfajtdk géntechnologiai Uton térténd
eldallitasa, stb.). Az egyes céloknak megfeleléen mas-mds a technikai feltételek irant
tamasztott kovetelmény, az alapok azonban nem sokban térnek el egymadstol. Ezeket az
alapvetd kovetelményeket a kovetkez6képpen csoportosithatjuk:

a) liveg-, milanyag ¢és egy¢€b laboratoriumi eszk6zok tisztitasa és taroléasa;

b) a tapkozeg elkészitése, sterilezése €s tarolasa;

c) az izolalashoz sziikséges aszeptikus koriilmények biztositasa;

d) a tenyészetek fenntartdsa kontrollalt koriilmények kozott (ellendrzott hdmérséklet,
fény és paratartalom);

e) a tenyészetek értékelése.

A fentieket figyelembe véve legalabb két kiilonallo helyiség sziikséges: egy az
eszk6zok mosogatasahoz €s tarolasdhoz, a tapkodzeg Osszedllitdsahoz (,taptalajkonyha”), egy
pedig a tenyészetek fenntartasdhoz (,tenyésztészoba). A klimatizalt tenyésztOszobaban
helyezhetjiik el az izolacidhoz, a tenyészetek értékeléséhez sziikséges berendezéseket
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(laminaris box, mikroszkopok, stb.). Egy kozds mérlegszobat mas laborokkal egyiitt
hasznalhatunk.

2.1 A laboratoriumi eszkozok tisztitasa, tarolasa

A ndvényi szdvettenyésztési munkdk soran sokféle iliveg- és milanyag eszkozt
hasznalhatunk. Ezek tobbsége megtalalhato a legtobb kutatohely laboratdriumaban, féleg ha
mikrobiologiai profillal rendelkezik az intézet. Az iivegarukra jellemzdé, hogy konnyen
tisztithatok ¢és jol sterilezhetOk (hoéallok) legyenek (bor-szilikat iivegek). Az elsé hasznalat
elott célszerli alaposan elmosogatni az edényeket, moso- ¢€s fertdtlenitoszeres oldatban. A
leggyakrabban hasznélatosak: méréhengerek, lombikok, mérélombikok, pipettak, szélesszaji
Erlenmeyer lombikok, kémcsovek, Petri csészék. A milanyagbol késziilt eszkdzok eldnye,
hogy meggyorsitjdk a munkét (ugyanis a legtobb esetben egyszer hasznélatosak, eldre
sterilizaltak). A tobbszor felhasznalhatoknal iigyelni kell az alapanyag hoétirésére, a
fertétlenitdszer esetleges karos hatasdra (pl. kémiai reakcidk jatszodhatnak le, amelyek
befolyésoljak a tenyészeteket, stb.).

Az edények és mas eszkozok tisztitdsa hagyomanyosan a kdvetkezoképpen torténik.
Aztatas 4 6ran at kromsav-kénsav keverékében, mosogatas, majd tobbszori oblités csapvizzel
¢s desztillalt vizzel. Ma mar specialis laboratoriumi mosészerek allnak rendelkezésiinkre,
ezek Magyarorszagon kevésbé elterjedtek (Decon 75, Liqui-nox), azonban a ndvényi
szOvettenyésztés iranti igény fokozdddsa miatt varhatoan hasznalatosak lesznek. A
detergensben valo aztatds utdn — ennek idétartama min. 16 6ra — az edényeket csapvizzel majd
desztillalt oblitjiik le. Ha agarmaradékot latunk az {ivegeken, eldszor olvasszuk fel azt
autoklavban, vagy egyszerli konyhai kuktaban, utana 4ztassuk be és mossuk el. A fertdzott
tenyészeteket tartalmazd edényeket sterilezzik meg autokldvban, a zarokupak
(papirvattadugo, alufolia, stb.) eltavolitasa nélkiil és csak utana aztassuk be. A sterilezés soran
elpusztulnak a fert6z6 mikroorganizmusok, igy ujra fel lehet hasznalni az eszkozoket. Az
egyszer hasznélatos mianyag edényeket is sterilezzilk meg fert6zés esetén, ezaltal
megakadalyozzuk a baktériumok, gombak szétterjedését a laboratériumban. Az elmosott
eszkozoket szaritoszekrényben cseppmentesre szaritsuk le, majd pormentes helyen (polcon,
szekrényben) taroljuk dket. A szaritds soran a kisebb edényeket, pipettakat, méréhengereket
fémbol késziilt kosarakba tegyiik, igy elkeriilhetjiik a felesleges toréseket.

2.2 A tapkozeg elkészitése, sterilezése és tarolasa

A tapkdzeg OsszetevOit részletesen egy késobbi fejezetben ismertetjiik, itt csupan
megemlitjiik az alkotoelemeket, amikre ligyelni kell a sterilezés, tarolas soran.
A teljes taptalaj 0sszetevoi a kovetkezok:
- asvanyos (makro- és mikro-) elemek;
- nitrogénforrasok;
-szénforrasok;
- vitaminok;
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- hormonok;
- novényi kivonatok.

A tapkozeg elkészitése soran — a novényi kivonatok, egyes szerves nitrogén- ¢€s
szénforrasok kivételével — szintetikus anyagokat hasznalunk fel. A tdpkdézegkonyhdban
gyljtsiink 6ssze minden olyan edényt, méréhengert, mérélombikot, amire sziikséglink lesz. A
kiilon mérlegszobaban tara- és analitikai mérlegeken mérjiik ki az OsszetevOket. A
vegyszereket erre a célra kialakitott vegyszerszobdban taroljuk. Mindent vizben oldjunk fel,
ezért legyen a kozelben vizcsap, vizdesztillalo késziilék. A sterilezéshez autoklavot vagy
kozonséges konyhai kuktaedényt hasznaljunk. A mikrohulldmu siitében gyorsan fel tudjuk
olvasztani a taptalaj szilarditadsahoz hasznalt agart.

A tapkozeg Osszedllitdsa soran célszerii torzsoldatokat késziteni. Rendszerint 1-2 liter
10x-es toménységli oldatot mérjiink be, a szénhidratokat és hormonokat kivéve, ezt taroljuk
hiitdszekrényben a késobbi felhasznalasig. A mikroelemekbdl, vitaminokbdl és ndvényi
novekedés-szabalyozd anyagokbol (hormonok) nagyon kicsi mennyiségre van sziikség, ezért
célszerli ezekbdl 100-200 ml torzsoldatot késziteni (10x-100x-o0s), amit szintén
hitészekrényben tarolunk. Fontos, hogy analitikai tisztasagi vegyszereket hasznaljunk,
tigyeljiink a pontos mérésre, minden tapkozegnél legyen meg az elkészités egymds utdni
1épése.

A téaptalajok "receptjeit" megtaldljuk az ajanlott irodalmakban, ezért itt erre nem
térlink ki. Ma mar kiilonb6zé modositasokkal egyiitt tobb szaz "recept” 1étezik, a tenyészetek
tipusatol, novényfajoktol, fajtaktol eltérden.

A leggyakrabban hasznalt taptalajok:

- MS (Murashige-Skoog, 1962)

- B5 (Gamborg et al., 1968)

- N6 (Chu, 1978)

- Ei (Gamborg et al., 1983)

Mint mar emlitettiik, a tapkozeg Gsszetevoit vizben oldjuk fel (a ndvényi hormonoknal
iigyelni kell az oldhatosagra, ugyanis legtobbjiik nem vizben, hanem apoléaros olddszerben —
acetonban, alkoholban — oldodik, torzsoldat készitésekor ezért eldszor kis mennyiségli
oldoszerben oldjuk fel Oket, majd utdna fokozatosan adjuk hozzd a vizet). A kozdnséges
csapviz nem megfeleld a novényi szovettenyésztéshez, mert sokféle anyagot tartalmaz,
ellendrizhetetlen mennyiségben.

Ezek:

- kationok (ammonium, kalcium, vas, magnézium, stb.);

- anionok (bikarbonatok, karbonatok, kloridok, stb.);

- egy¢éb anyagok (fémoxidok, olajok, szerves anyagok, stb.);

- mikroorganizmusok (algék, baktériumok, stb.);

- gazok (ammonia, széndioxid, oxigén, stb.).

A csapvizet eldszor kiilonbozd porusméretli sziirdn engedjiik at. Szlirés utan a
deionizaciot ioncseréld gyantas desztillaloval végezziik el. Altalaban kétszer desztillalt vizet
hasznalunk a tapkozegeknél, ezért egy livegdesztillalora is sziikség van. Az ioncsere soran a
szervetlen anyagokat, livegdesztillalaskor a gazokat és szerves anyagokat tavolitjuk el.
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A kész taptalajt el6szor a mikrobioldgiaban hasznalatos agar-agarral megszilarditjuk.
Ezaltal az izolalt ndvényi rész gazcseréje és tapanyagfelvétele biztositott. A folyékony
tapkozeget akkor hasznaljuk, ha razoasztalon a folyadék mozgatdsat biztositani tudjuk (a
gazcsere miatt).

A taptalajt felhasznalas eldtt sterilezziik meg. Amint a teljes tapkozeg Osszetételébol
lathato: minden olyan anyagot tartalmaz, ami megfelel a mikroorganizmusok
elszaporoddsanak. Ha nem az edényekbe kiadagolt médiumot sterilezziik, akkor magat a
teny¢€sztd edényt is meg kell sterilezni. A sterilezést autokldvban vagy konyhai kuktaedényben
végezzik el. Az autoklavozas 121 °C-on, 1,06 kg x c¢cm? nyomason 15-40 percig tart, a
kiadagolt taptalaj mennyiségétdl fliggden. A sterilezés alatt esetleg novekedhet a tapkozeg
nutritiv értéke. Vannak olyan 0OsszetevOk, amelyek hdlabilisak, ezért ezeket nem lehet
autoklavozni. Ilyenek a novekedési faktorok (pl. gibberellinsav, zeatin, abszcizinsav), egyes
vitaminok (C-vitamin). Ha ilyen alkotokat hasznéalunk, eldszor mérjiik be az dsszes anyagot,
kivéve a holabilis Osszetevoket. Amit lehet, autoklavozzunk meg, a maradékot szliréssel
sterilezziink és ezutan adjuk a lehiilt oldathoz. A szlirés membransziirdvel torténik, aminek
porusmérete 0,45 mikrométer vagy ennél kevesebb. A membranokat hasznalat elott
természetesen sterilezni kell, hasonld koriilmények kézott, mint a tapkozeget. Vannak egyszer
hasznalatos, eldobhatd membransziirék. Az iivegeszkozok csiratlanitdsa torténhet a taptalaj
autokldvozasaval egyiitt. Gyakran hasznaljak még a hdlégsterilizket is. Ezekben 3 oran
keresztiil, 160-180 °C-on vannak az alufélidba vagy csomagolopapirba csavart, lefedett
edények. A szaraz sterilezés miatt ennek hatékonysaga rosszabb az autokldvozashoz képest.

A kész, kiadagolt, steril taptalajokat jol lezarjuk (csavaros kupakkal, aluféliaval,
parafilmmel) és szaraz, pormentes helyen taroljuk a felhasznalasig. Egy-két honapnal tovabb
nem célszerl raktarozni a kész médiumot.

2.3 Az izolalas aszeptikus koriilményeinek biztositasa

Az izolalas soran iigyelni kell a nagyfoku sterilitasra. Hasznalat el6tt az eszkozoket
alapanyaguktol fliggden autoklavozni vagy sterilezni kell (autoklav: milanyagok, alufélidba
csomagolt bonctiik, csipeszek, szikék, ollok, stb.; holégsterilezd: livegedények, Petri csészék,
stb.).

Az izolalas soran felhasznalt novényi részek feliiletén sokféle mikroorganizmust
talalhatunk. A fert6zések elkertilése végett az explantumokat is sterilezni kell. A gombakkal és
baktériumokkal szisztematikusan fertézott novényeket rendszerint nem vissziik in vitro
tenyészetekbe. A sterilezésre sokféle anyagot felhasznalhatunk: Ca-hipoklorit, Na-hipoklorit,
H,0,, bromos viz, higany-klorid, antibiotikumok, stb. Leggyakrabban hipokloritok 0,3-0,6%-
os oldatdban aztatjdk az explantatumokat 15-30 percig. Nem szabad azonban elfelejteni azt,
hogy a feliileti sterilezdanyagok a ndvényi szovetekre is karosak. Ezért iigyelni kell a
koncentraciora és a kezelés idejére. Az etil- €és izopropil-alkohol egymagaban vagy a fenti
sterilszerekkel kombinalva (0,5-1 percig aztatds 70%-os alkoholban, utdna 15-30 percig
hipokloritban) szintén kielégité eredményt ad. Altaldban nem magat az inokulumot szoktuk
sterilezni, hanem az azt hordozd nagyobb ndvényi részt. A sterilezés utdn aszeptikus
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koriilmények kozott preparaljuk ki az explantumot. Pl. merisztématikus tenyészeteknél magat
a hajtascstcsot sterilezziik és ebbdl izolaljuk a merisztémat.

Gyakran csiraztatunk in vitro sterilezett magvakat és a csiranovény kiilonbozo részeit
(gyokeér, szardarabok, levelek, stb.) hasznaljuk fel.

Amint mar tobbszor emlitettiik: a tenyészetek inicializdlasakor fokozottan tigyelni kell
az aszeptikus korlilmények biztositasara. Legegyszerlibb esetben tiszta, pormentes
helyiségben, tiszta asztalon, steril eszkozokkel és edényekben is kielégitden el lehet végezni
az izolalast. Nagyobb sterilitast biztosit azonban, ha legalabb két Bunsen-allvanyhoz rogzitett
iiveglap alatt el6zdleg odakészitett €s sterilezett eszkozokkel dolgozunk. Az iiveglap alatt,
illetve mellett feliiletileg sterilizalt binokularis sztereomikroszkopot is hasznalhatunk, ami
kiilondsen kis objektumok esetén igen megkonnyiti és gyorsitja a munkat. A biztos sterilitast
azonban csak oltofiilkétdl vagy olto- illetve sterilszobatdl varhatjuk. Kisebb és rovidebb idejii
miiveletekhez egy ilivegezett vas- vagy favdzas kamracska vagy szekrény teljesen kielégito.
Nagysaga lehetleg olyan legyen, hogy az eszkozok, tapkozegek, ndvényi objektumok,
esetleg még torzids mérleg €s mikroszkop is elférjenek benne. Ebben a megfeleld elézetes
sterilizalas utan meglehetds biztonsaggal lehet a munkat folytatni. A beépitett UV-lampa
tovabb fokozza a sterilitist. Nagyobb és allando jellegii izolalasi munkékhoz oltofiilkét, vagy
ha egyszerre tobben is dolgozni akarnak, oltészobat hasznalunk. Korabban magat az egész
helyiséget sterilezték beépitett vagy mozgathato UV-lampaval, baktericid ¢és fungicid
folyadékokkal vagy gazokkal. A mesterséges, steril légcserérdl is gondoskodni kellett,
tovabba a levegd kondicionalasarol is, mivel a muszerek, eszk6zok, edények sterilizalasara
hasznalt Bunsen-ég6 langja erdsen felmelegiti a levegdt. Ma a kiilon erre a célra kialakitott
oltdszobaban vagy a laboratorium egyik nyugodt sarkdban felallitott laminaris boxot
hasznaljuk az izolalaskor. A laminaris boxbol az egyik oldalr6l nyitott munkatéren keresztiil
aramlik a megszrt, steril levegd. A sziirést egy nagy hatékonysagu, un. HEPA-sziiré végzi,
aminek poérusmérete 0,3 mikrométer. Miel6tt elkezdenénk a munkat, alkoholos vattaval
alaposan kitoroljiik a boxot, majd bekapcsoljuk a beépitett germicid lampat. A 15-20 perces
kezelés elteltével kikapcsoljuk az UV-lampat €és nekifoghatunk az izolalasnak, atoltasnak. A
munka sordn minden haszndlat eldtt és utdn Bunsen- vagy borszeszégdvel égessiik le az
eszkozoket. A megvilagitasra a természetes fény gyakran nem elegendd (pl. mikroszkopi
preparalasnal), ezért mesterséges fényt kell haszndlni: a lamindris boxokban talalunk beépitett
fénycsoveket.
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2.4 A tenyészetek fenntartasa

A folyékony vagy szilard tapkozegen tartott ndvényi szovettenyészeteket kontrollalt
kornyezetben  inkubaljuk. Itt a hoémérsékletre, megvildgitdsra, fotoperiddusra,
nedvességtartalomra, légmozgasra kell ligyelni. Ezek a kornyezeti tényezok kozvetleniil
befolyasoljak a szovetek novekedését és fejlodését. Az anthera és portoplaszt kultirak
kiilonosen érzékenyek a kornyezeti feltételek és a tapkdzeg valtozasaira. Termosztatokban,
novényneveld kamrakban, fitotronokban lehet a legjobban biztositani a sziikséges feltételeket
a tenyésztéshez.

A tenyészetek inkubaldsa soran a hémérséklet 25 + 2 °C. Ezt a hofokot a helyiség
méretétdl fiiggd teljesitményii 1égkondicionaldval, illetve ha sziikséges elektromos kéalyhéaval
biztositjuk. A kulturdkat altaldban diffuz fényen neveljiikk (kevesebb mint 1 klux-on).
Némelyik tipusnal sziikséges lehet a magasabb fényintenzitds vagy éppen a teljes sotétség. A
fotoperiodus hossza valtozo, a fény/sotét peridodusokat automatikus kapcsoldoraval
biztosithatjuk. Ha a tenyésztdszobaban a relativ nedvességtartalom 50 % ald esik,
parologtatassal novelni kell, mert a tapkozeg gyorsan kiszarad, ami végsd soron a tenyészet
pusztulasdhoz vezet.

A legtobb szovettenyésztd laboratorium klimatizalt tenyésztészobdjaban a kultirakat
kiilonb6z6 polcrendszereken tartjak. A polcok altalaban fémbdl késziilnek, liveg- vagy vékony
drotbol késziilt betéttel. A megvilagitasra hasznalt hidegfényi fénycsoveket a polcok kdzott
vagy kozvetleniil a tenyészeteket tartalmazé edények folott helyezik el. Alland6
megyvilagitasnal a fénycsovek elég sok hoét termelhetnek ahhoz, hogy a kozeliikkben 1évo
tenyészeteket tulsdgosan felmelegitsék. Ilyenkor célszerli a vilagitotestek kozott egy perforalt
csovet elvezetni, aminek a végén egy kis ventilator szivja el a meleg levegét. Az Erlenmeyer
lombikokat, Petri csészéket kozvetleniil, a kémcsoveket fémbol késziilt tartokba helyezve
tegyiik a polcokra. A tenyésztészobaban kiillonbozo razoégépeket is miikddtethetiink, ezekben a
folyékony tapkozegen nevelt kulturakat tartalmazé edények vannak. fgy a szuszpenzios
kultirak szdmara is biztositottak az optimalis kornyezeti feltételek.

2.5 A tenyészetek értékelése

A steril tenyészetek technikai kivitelezésének egyik alapvetd problémédja a kultarak
novekedésének, fejlodésének egzakt ellendrzése, azaz a ndvekedés értékelése €s
Osszehasonlitasa. Kiilonosen az inkubacios idé kozben litkézik nehézségekbe a ndvekedés
mérése, €s az esetek tobbségében csak a kisérlet végén mérhetdk le a ndvekedés szamadatai,
addig jorészt csak becslésekre szoritkozhatunk. Az inkubacids 1d6 alatt elsdsorban az egyes
szervtenyészeteknél (pl. gyokér) van meg a lehetség a pontos mérésekre (pl. hosszmérés). Az
aszeptikus friss tdmeg mérésének is adott a lehetésége (pl. torzids mérleg, digitalis kijelzésti
elektromos mérleg, stb.), de itt a fertdzés veszélye fokozoddik.

A kvantitativ elemzések sordn altaldban a friss tomeg a leggyakrabban mért paraméter.
Ezt néha kiegészitik a szdraztomeg adataival. E kettd dnmagdban nem sok tajékoztatast ad,
ezért célszerli a sejtszamot is megallapitani. Szuszpenzids tenyészeteknél ez egyszeriibben
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megadhatd, mint a szilard taptalajon nevelt kulturdk esetén. Mindkettdnél azonban sziikség
van hosszabb-rovidebb ideig tartdé maceraldsra, ¢€s csak ezt kdveti a hemocitométeres
sejtszamlalas.

A kvalitativ  elemzéseknél leggyakrabban kiilonb6z0 biokémiai vizsgalatok
elvégzésével kapunk objektiv eredményeket. Ezek a novekedés és fejlddés paramétereiben
szolgalhatnak, pl. a nukleinsav- és protein szintézis, az enzim aktivitdsok és a légzés
intenzitdas mértékének, ardnydnak meghatdrozdsa, stb. A statisztikai modszerekkel
alatdmasztott tobb egzakt kisérlet parallel méréseinek atlagai komplex modon fejezik ki az in
vitro tenyésztés soran lejatszodo valtozasokat.

A kiilonb6z0 fény- €s elektronmikroszkopos technikakat szintén nem nélkiilozhetjiik a
pontos vizsgalatok soran.

A novényi sejt- és szovettenyésztés technikai feltételeinek rovid ismertetése utan
célszerlinek tartjuk egy alap modszer ismertetését, amit barmilyen ndvényi rész tenyésztése
soran alkalmazhatunk. Az egyes specialis igényekhez igazodva azonban természetesen
kiilonb6zé moédositasokra lehet sziikség.

Aszeptikus novényi szovettenyészetek 1étesitésének 1épései:
1., Gytijtsiik dssze a ndvénydarabkikat egy csavaros tetejii iivegbe. Ontsiink az iivegbe
sterilezdszert. A folyadék teljesen lepje el az anyagot. Zarjuk le az iiveget és vigyiik be a steril
oltokamraba. A sterilezés ideje alatt kétszer-haromszor rdzzuk meg az iiveget.
2., Sterilezés utan nyissuk ki az {iveget és ontsiik ki beldle a folyadékot. Ontsiink bele steril
desztillalt vizet, majd zarjuk le. Néhanyszori razas utan cseréljiik ki friss, steril desztillalt
vizzel az elhasznaltat. Az egymas utani oblitést haromszor-négyszer végezziik el.

3., Az dblitések utan tegyiik a ndvénydarabkat egy steril Petri csészébe.

4., Az izolalas soran haszndlando6 eszkozoket martsuk 70 %-os alkoholba, majd égessiik le és
hagyjuk kihtilni 6ket. Mindezt a ndvényanyag sterilezési ideje alatt célszerti elvégezni.

5., A megfeleld izolatumot (pl. merisztéma, embrid, mikrospéra, ovulum, stb.) a steril
eszkozokkel preparaljuk ki (szike, csipesz, bonctli, dugdfird, sztereomikroszkop, stb.).

6., Vegyiik le a tenyészedényt zard dugdt vagy alufoliat, tegyiik az inokulumot a tiptalajra,
langoljuk le az edény nyilasat, majd gyorsan zarjuk le.

7., Vigylik a tenyészedényeket a klimatizalt szobaba.

8., A tenyésztési 1do leteltével értékeljiik a tenyészeteket (kvantitativ €s kvalitativ értékelés,
fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok, fotozas, stb.).
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3. Novényi sejtekre alapozott biotechnoldgiai eljarasok

A novényi sejt- és szovetteny€sztés a biologidnak az utdbbi néhany évtizedekben
kialakult specialis iranya és modszere. Igazi hatarteriileti tudomany, mert egyrészt elmélyiti és
tovabbfejleszti a klasszikus sejttan, szdvettan és morfologia eddigi eredményeit, masrészt
pedig a novényélettan, biokémia, genetika, nemesitéstan, stb. kozotti kapcsolatokat segiti €s 1j
eredmények szintézisét katalizalja. A kezdetben csak téplalkozasi, ndvekedés-fejlédési,
hormonalis-regulacié, morfogenetikai és egyes patologids problémak vizsgalatara alkalmazott
szOvettenyészeteket ma mar vegetativ szaporitdsra, patogénmentes térzsanyagok eldallitasara,
biologiailag aktiv anyagok szintézisére, s6t molekularis genetikai célokra (rezisztencia,
szelekcid, mutacio, transzformdcio, stb.) is felhasznaljak.

A névényi szovettenyésztés gondolatanak eredetét a XIX. szdzad hetvenes éveiig
vezethetjiik vissza, amikor H. Vochting a keltike (Corydalis solida) gumoéjanak kiilonbozo
iranyu feldaraboldsaval nyert vagasfeliileten a regeneratumokbol (levél, gyokér, kallusz) a
sejtek, szovetek genetikai autondmidjara, a sejtek totipotencidjara, a ndévényi részecskek
»intakt” novényhez hasonld genetikai potencidljara kovetkeztetett. Ezt a gondolatot vitte
tovabb a magyarorszagi Magyarovaron (Altenburg) sziiletett Gotlieb Haberlandt (1854-1946),
aki 1902-ben kozzétett munkdjaban (,,Kulturversuche mit isolierten Pflanzenzellen) tobb
ndvénnyel végzett kisérletei eredményeként a novényi szovettenyésztés lehetdségének elveit,
okait is megfogalmazta, amelyet azutan az utolso évtizedekben kisérletileg is bebizonyitottak.

A novényi részek tenyésztésének lehetdsége a sejt-, szovet- €s szervfizioldgia szamara
Uj utat jelent és a modszerek tokéletesedésével tovabbi eredményeket hoz. Az izolalt kultarak
modszerét naprol napra mind tobben alkalmazzak a sejtfizioldgia, valamint a magasabb rendii
ndvények morfogenezisének, differencidlédasanak, organogenezisének tanulméanyozéasaban.

3.1 A novényi sejt- és szovettenyésztés fogalma, célja, alapjai, novény — sejt —
novény rendszer

Az izolalt novényi részek sikeres tenyésztésének fogalmat pontosan definialni nehéz.
Talan a legfontosabb kritérium a tenyésztés lehetdségének potencidlis korldtlansaga, vagyis
hogy tobbszori atiiltetéssel honapokon, éveken 4t fenntarthaté legyen a kultira. Ugyancsak
fontosnak tlinik az a kovetelmény, hogy a ndvényi rész (szerv, szdvet, sejt) a természetének
megfeleld anyagcserét folytassa, tehat a sejtosztodas, novekedés zavartalan és folyamatos
legyen. A sikeres tenyésztés kritériumaihoz lehetne még sorolni azt - kiilonosen a kallusz- €s
szervkulturak esetében -, hogy a transzplantalt szubkulturak megtartsak eredeti habitusukat,
azaz az egyik szerv (gyokér) ne regenerdlja a masikat (hajtas) vagy forditva, és szoveti
differencialodds vagy organizécid ne kovetkezzék be. Ez a kivanalom azonban nem
altalanosithatd, mert pl. a magbdl sterilen felnevelt ndvényt vagy az izoldlt embridbol
eldallitott csiranovényt, tovabba a gyOkérbdl vagy hajtasbol steril viszonyok kozott
regeneraltatott teljes ndvényt nem foglalja az izolalt tenyésztés fogalmaba. A differencialatlan
kallusz szovetbdl létesitett sejtkultirdk vagy az egy sejtbdl 1étrejott sejtkolonidk, szovetek,
még inkabb a kalluszbol redifferencialodott szovetek, szovetrendszerek vagy organizalodott
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szervek, teljes novények vagy a sejtbdl, pollenbdl kifejlesztett teljes novényi szervezetek sem
tartoznanak igy a steril tenyésztés fogalmaba. A differencidlodés és organizaldodas tehat nem
zarja ki ezeket a kultardkat a steril tenyésztés fogalomkorébol, annal is inkabb, mert a legtobb
kisérletben ma ez az egyik cél.

Tehat a ndvényi sejt- és szOvettenyésztés lényegében a természetes kornyezetétol
izolalt novényi részecskék (embridk, szervek, szovetek, sejtek, ivarsejtek) in vitro,
potencidlisan korlatlan ideig tartd6 anyagcseréje ¢és fejlédése, amely tetszés szerint
reprodukélhat6, kontrollalhato, sot esetleg reguldlhatd (programozhatd) a fejlodést kivaltd
fizikai €s kémiai faktorok segitségével. Cél: az intakt novény kolcsonhatasatol fliggetlenitett
részecske anyagcseréjének, fejlodésének megismerése, szabalyozasa. A legtobb esetben az
elébbiek kiegésziilnek a teljes ndovénnyé regeneraltatassal.

A ndvényi sejt- €s szOvettenyésztés kialakuldsa és maig elért eredményei 1ényegében
harom tényezdre vezethetdk vissza:

a) a ndvényi sejtek totipotenciaja,

b) a hormonok és hormonalis regulacio felfedezése,

c¢) a molekularis biologiai szemlélet kialakulasa.

A ndvényi sejtek totipotencidja: Haberlandt XX. szézad elején publikalt munkajaban
feltételezte, hogy az eukariotak egyes sejtjei ,,elemi organizmusként” miitkddhetnek, ha szervi,
szoveti kapcsolataikbol elvalasztjuk Oket. A kovetkezd évtizedekben sikeresen végrehajtott
szerv-, szovet- €s sejttenyészetek igazoltak ezt a feltevést: azaz barmely ndvényi sejt (még az
ivarsejt is) a fajra jellemzd Osszes genetikai adottsdgokkal rendelkezik, amelyek a kiilsd
faktorok hatasdra az in vivo viszonyoknak megfeleld, de attol eltérd anyagcserét ¢&s
morfogenezist mutathatnak. A névényi sejt- és szovettenyésztés igazolta elsdként azt a XIX.
szazad kozepén felallitott sejtelméletet, amely szerint az egyes sejtek teljes organizmust
képezhetnek és a soksejtes szervezetek minden differencialt sejtjében jelen vannak azok az
informéaciok, amelyek a megtermékenyitett petesejtben is.

A fitohormonok szerepe: a szovettenyésztés mai eredményei masodsorban a hormonok
interakcidira és reguldld hatasukra vezethetok vissza. Kezdetben a tapkozegek csak dsvanyi
sokat ¢és szacharozt tartalmaztak. A huszas években az asvanyi elemeken kiviil mar
mikroelemeket, élesztd kivonatot és aminosavakat is alkalmaztak. A vitaminok (tiamin,
nikotinsavamid, piridoxin), a kiilonb6z0 nitrogén-forrasok ¢és mikroelemek altalanosabb
hasznalatara csak az 1930-40-es években keriilt sor. Ebben az iddben alkalmaztak a
taptalajokban el6szor a nemrégiben felismert névényi hormonokat is, melyeket azota is a
sejt-, szovetfejlodés ¢€s regeneracios organizacid egyik nélkiilozhetetlen faktoraiként
ismeriink. Eldszor a naftil-ecetsav (NES) és indol-ecetsav (IES) hasznélata terjedt el.
Hamarosan ismertté valt, hogy az auxinok egyes sejtfizioldgiai folyamatokat specidlisan is
szabalyozhatnak. Igy az osztodasban és szovetgyarapodasban a NES-nek, a gyokér
indukcioban az IES-nek és indol-vajsavnak (IVS), a kallusz szovetgyarapodasdban a
szintetikus 2,4-diklor-fenoxi-ecetsavnak (2,4-D) tulajdonitottak kiemelkedd szerepet. Késdbb
ismertté valt, hogy sem a sejtndvekedést, sem a sejtosztodast, a differencidlodast és az
organizalodast nem egyes exogén hormonok, hanem ezek interakcidi okozzak, amelyek a
sejtek endogén hormonszintjét, illetve ennek ardnyat valtoztatjdk meg. Ezt a feltételezést
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alatamasztotta az 1950-es évek kozepétdl felismert gibberellinhatéds is, amely elsésorban a
szovettenyészetek szervképzésében nyilvanult meg. A hormonalis interakcidk 1€étét és szerepét
azutan az 1955-ben felfedezett DNS-bdl szarmazdé miitermék kinetinnel vagy a késdbben
felismert természetes citokininekkel (zeatin, izopentenil-adenozin) végzett kisérletek is
bizonyitottdk. Egyes ndvényfajok szovettenyészetében az auxinok és citokininek exogén
interakcidival a sejtek dedifferencialoddsatdl az osztodason €s organizaldodason at a teljes
novény regeneralodasat indukalni tudtdk. Ezzel a hetvenes évek elejére a szerv- ¢és
szOvettenyésztésen tul az egyes sejtek tenyésztéséhez, a sejtekbdl és pollenbdl kiinduld
organogenezishez ¢€s embriogenezishez, valamint az intakt ndvény regeneraltatasanak
szabalyozasaig sikeriilt eljutni. Igy a ndvényi sejtek totipotenciaja teljes bizonyitast nyert. Az
ujabb kutatasi eredmények a redifferencialodast kivaltd tényezOk kozdtt nemcsak a
fitohormonokat tartjdk szdmon, hanem fontos jelentdséget tulajdonitanak az adott faj
genotipuséanak is.

A molekulédris biologia hatasa a szdvettenyésztésre: a novényi szdvettenyésztés
harmadik alapvetd tényezdjének a molekularis bioldgia (molekularis genetika) kialakuldsat
tartjak. A molekularis bioldgia az egyes ¢letjelenségeket molekularis szinten vizsgalja, €és arra
keres valaszt, hogy azok hogyan vezethetok vissza az ¢€l6t alkoté molekulak, foként a
makromolekulak szerkezetére, fizikai és kémiai tulajdonsagaira. A mult szdzad negyvenes
¢éveiben kialakult molekuléris biologia szerint az 6roklés anyagi hordozoja csak molekuldris
lehet és a kromoszoémak tartalmazzak valamilyen kod formdjaban az egyed jovobeli
fejlodésének ¢€s érett formaban valé mikodésének teljes sémajat. Ez az atfogd szemlélet a
novényi szovettenyésztésnek is 1j lendiiletet adott. A sejttél a szervezetig vezetd
morfogenetikai valtozasok biokémiai hatterének, az indukalt anyagcsere, az organogenezis €s
az embriogenezis 0sszefliggéseinek megismerhetdsége ¢és kiilondsen a genetikai manipulacid
lehetdsége, a szovettenyésztést 1 szemlélet és 1j modszerek kialakitdsara késztette és ezzel
eddig nem latott eredményeket igért €s hozott. A molekuldris biologiai szemlélet a
szovettenyésztés a molekularis bioldgianak (molekularis genetikdnak) egyik alapvetd
modszeréve valt.

Az a tény, hogy a ndvényi sejtek, szovetek a mikrobioldgidban altalanosan hasznalt
modszerekhez hasonléan tenyészthet6k, megteremtették annak lehetdségét, hogy a
molekularis genetikai modszereket a magasabb rendii ndvények genetikai kutatdsaiban is
alkalmazni lehessen. Biotechnoldgiai nézdpontbol egyenldségjelet kell tenniink a sejt és
novény kozott. A ndvénynemesitési eljarasok egy részét tehat sejtszinten elvégezhetjiik. A
sejtszintll manipulaciot kovetd redifferencialédassal a novény nemesitési alkalmazasdnak
legnagyobb akadélya: a tenyészetek morfogenetikai képessége jelentds fliggdséget mutat a
genotipustol, tapkozegtol, a tenyészetek koratol, a ploidszinttdl, stb. Az univerzalis rendszerek
kidolgozésa csak az egyedfejlédés és regulacidja molekularis mechanizmusanak alapos
ismerete esetén varhatd. A szovettenyésztés novénynemesitési alkalmazasanak alapja tehat a
novény — sejt — ndvény rendszer kidolgozasa a kiilonb6z0 mezdgazdasagi kulturakra.

A novényi sejt- és szOvettenyésztésre alapozott sejtgenetika az a hid, amely a
novénygenetika és a molekularis genetika kozott napjainkig 4thidalhatatlannak hitt
szakadékot megsziintette.
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3.2 Az izolalt novényi részek anyagcseréje

Az izolacié miatt a novényi részek az intakt novénytdl némileg eltérd anyagcserét
mutatnak, ez az anyagcsere azonban ugyanugy az ¢l0 ndvényi részek fenntartisat és
novekedését, fejlodését eredményezi, mint az intakt, korreldcioval rendelkezd novényben.

Taplalkozasi anyagcsere vizsgalatok:

- az egyes tdpanyagok milyen szerepet jatszanak az izolalt részek anyagcseréjében,

- a tapkozegbdl esetleg hianyzo elemek hogyan befolyasoljak a kultardk anyagcseréjét,
milyen szerves, kiegészitd adalékanyagok vagy biologiailag aktiv vegyiiletek kiilsd
alkalmazaséra van sziikség hatasuk potlasara.

A novényi in vitro kultirak annal ,komplettebb” tapkozeget igényelnek, minél kisebb
az organizaciods szintjiik (pl. kallusz szervkultura).

A teljes tapkozeg Osszetevoi:

- asvanyi (makro- és mikro-) elemek,

- nitrogén forrasok,

- szénforrasok,

- vitaminok,

- hormonok,

- ndvényi kivonatok.

Az Osszes szerves €s szervetlen tapanyagot potolni kell, ugyanis a nagy mennyiségii
szénhidrat (glikoz, szachar6z) miatt az explantumok elvesztik autotréfidjukat még akkor is,
ha klorofillt tartalmaznak. A j6 ndvekedéshez a tdpkozeg és a tenyésztési feltételek megfeleld
fizikai faktorai (pH, levegd, fény, hdmérséklet) is sziikségesek.

Szervetlen tdpanyagok

Makroelemek: nitrogén (N), foszfor (P), kalium (K) esszencialisak, akarcsak az intakt
novényben, mellettilk fontos még a kén (S), kilcium (Ca) és magnézium (Mg). Sokan
vizsgaltak hatasukat a tenyészetben, eltérd eredményeket kaptak. Altalanossagban
elmondhatjuk, hogy az asvanyi elemek kezdeti Osszkoncentracidja megemelkedett (1000
mg/1-t61 4-5000 mg/l-re). Ugyanazokat el lehet mondani a makroelemek szerepérdl, mint amit
a novényélettanbdl ismeriink, azaz:

N — sejtosztodasban, szovetek gyarapodasaban, szervképzésben fontos;

P — a sejtek energiaforgalmdban jatszik szerepet;

K — a sejtmembranok miikodéséhez sziikséges, fotoszintézishez, 1¢égzéshez kell.

Mikroelemek: enzimek alkotorészei,

Fe (vas) — a sejtek oxidativ metabolizmuséban, egyes anyagok szintézisében,
végeredményben a szovetek gyarapodasaban fontos;

Cu (réz) — tobb oxidaz alkotorésze;

Mo (molibdén) — nitrat-reduktaz aktivalasaban jatszott szerepét ismerték fel;
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Mn (mangan) — Mn-Mo kdlcsOnhatés: a mangéan gatlolag hatott a paradicsomgyokerek
novekedésére molibdén jelenlétében. Mg-Mn arany fontos, a mangan helyettesitheti a
magnéziumot;

B (bor) — koncentracidja meghatarozza az auxinszabalyozd rendszerek természetes

I (jod) — novekedéshez sziikséges;

Zn (cink) — auxinok bioszintézisének serkentése.

Nitrogénforrasok

Kiilonb6z6 szerves €és szervetlen nitrogén vegyiilet lehet, jonak bizonyultak: egyes
aminosavak, kazein-hidrolizatum, pepton, éleszt6- €és malatakivonat. Szervetlen nitrogén
forrdsok: ammonium vagy nitrat forma lehet, melyik jobb még ma nem tisztazott, mindkettSt
hasznaljak. Nitrogén forras értékiik elsésorban a pH fiiggvénye. Szerves nitrogén forrasok:
elsésorban aminosavak, kazein-hidrolizdtum, pepton, élesztokivonat is gyakran hatdsosnak
bizonyult. Felvételiiket €s hasznosulasukat szintén dontden befolyasolja a pH-érték.

Szénhidratforrasok

Leggyakrabban alkalmazottak a cukrok (glikéz, fruktéz, szachardz). Optimalis
koncentraciojuk: 0,5-3,0 % (de 0,015-10,0 % is lehet). A cukrokon kiviil még szoba johetnek
a poliszacharidok, alkoholok, szerves savak. Novekedésre gyakorolt hatasuk fiigg:

- koncentréciojuktol,

- a tapkozeg pH-értékétol,

- andvény fajatol,

- a szovet természetétol.

Vitaminok

Egy résziiket szintetizalja az izolalt novényi rész, mas résziiket kiviilrdl kell adagolni.
Kozilik elsdsorban a B-vitamincsoport fontos, itt is a tiamin (B,), nikotinsav (B;) és
piridoxin (Bs). Prosztetikus csoportjai vagy koenzimjei az ¢él6 sejtek anyagcseréjét
befolydsold enzimeknek. Jelentds még: a biotin (H) és a mezo-inozit. Nagyon Kkis
mennyiségben sziikségesek (0,001-0,1 mg/l). Serkentd hatasuk fiigg:

- a szovet tipusatol,

- koncentréciojuktol,

- koérnyezeti viszonyoktol (pH, hdmérséklet, stb.).
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Szabalyoz6 anyagok (fitohormonok) szerepe:

Auxinok: a szovettenyészetekben jelentdsek — IES, IVS, NES, 2,4-D. Egy résziik a
szovetekben képzddik, mas résziik mesterségesen eldallitott szintetikus vegylilet. A
sejtosztédasban (szdvetgyarapodasban) jatszanak szerepet. Kis koncentracioban sziikségesek,
hatasuk ett6l fiiggden erds (107'°-10°* g/l), kozepes (107-10* g/l) és gyenge (107°-107 g/l).
Altalaban az alacsony auxinszintek hajtis organizaciot, a magas szintek gyokérképzést
eredményeznek.

Citokininek: a kinetin, benzil-amino-purin (BAP) és zeatin a leggyakrabban
hasznalatosak, a sejtosztodast aktivaljak, fokozzdk a merisztematikus szovetek sejtjei
miikédésének idétartamat, amit az auxinok és gibberellinek altalaban csokkentenek. Ezaltal a
sejtek ,,0regedését” akadalyozzak meg. A citokininek és auxinok aranya befolyéasolja a
tenyészetekben lezajlo organogenetikus valtozasokat:

citokinin > auxin = hajtasképzés

citokinin < auxin = kallusz, gyokérképzddés
Szintén kis mennyiségben fejtik ki serkentd hatasukat (105-107 g/l), nagyobb mennyiségben
gatlolag hatnak.

Gibberellinek: ma mar mintegy 50 féle gibberellin hatdsu vegyiilet ismert, a GA; jelil
gibberellinsav a leggyakrabban hasznalatos. Szerepet jatszik a sejtosztodds serkentésében,
valamint mind a jarovizaciét, mind a fotoperiodikus hatast helyettesiti.

A felsorolt fitohormonok hatdsukat nem kiilon-kiilon, hanem egyiitt fejtik ki,
interakcidik révén. A novekedésserkentd anyagok a kovetkezOkben ismertetésre keriild egyéb
anyagokkal komplexen gyakorolnak hatast a tenyésztés soran izolalt novényi részre.

A ndvényi szovettenyészetekre hato egyéb anyagok

Kokusztej, vadgesztenye és kukorica magjanak kivonata: embridtenyészetekben
bizonyultak megfelelének, aranylag tomény koncentracioban (pl. kokusztej esetén 10-30 %-
0s).

Elesztokivonat: altaldban méar 1 g/l koncentracidban novekedésserkenté hatésa van,
amely feltehetdleg a B-vitaminok jelenlétével magyardzhato.

Nukleinsavak, antibiotikumok: mind ndvekedés serkent6ként, mind nitrogén- és szén-
forrasként kiprobaltak a szovettenyészetekben, azonban egyik szempontbdl sem mutattak
kielégitd hatést.

Abszcizinsav: hatdsa ellentétes az auxinokkal és gibberellinekkel, ezek muikodését
kompetetive gatolja. A citokininekkel szinergizmust mutatott a kallusztenyészetekben.

Gaz halmaz é&llapota etilén: a sejteket allanddo novekedési fazisban tartja és
akadalyozza, hogy atmenjenek differencidlodas fazisaba (buza kallusztenyészeteihez adagolt
AgNO; fokozta a hajtasregeneraciot, az etilén megkdtése révén).
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3.3 A novényi sejt- és szovettenyészetek csoportositasa

Az izolalt ndvényi részek tenyésztéséhez a tdpkdzegek a tenyésztési modszerek €s a
folyamatos tenyészthetdség kidolgozasa utdn, a szovettenyésztés vizsgalati objektumok
elkiilonithetdsége alapjan az alabbi modon csoportosithato:

1. in vitro termékenyités és embriokultira,

2. generativ szervek kulturai (ovulum, ovarium, pollen, endospermium),

3. vegetativ szervek kulturai (gyokér, hajtas, levél, merisztéma),

4. kalluszkultira,

5. sejtkultara (szuszpenzids és szélesztett),

6. protoplasztkultura,

7. géntechnoldgiai eljarasok.

3.3.1 In vitro termékenyités és embriokultira

A ndvényvilagban nagy jelentdségli, hogy tobb faj sajat viragporaval nem
termékenyithetd. Az idegen termékenyiilés a genetikai variabilitast fokozza, ami végsd soron
a természetes kivalogatddas, az evolucid alapja. A fajok kozti keresztezddések korlatai a
kiilonb6z6 szinten megnyilvanulé inkompatibilitasbol szarmaznak (pl. a pollen nem csirdzik
ki a bibén, a pollentomlé ndvekedése megall a bibeszéalban, stb.). A kiillonb6zé védekezd
mechanizmusok korlatok kozé szoritjdk az Ontermékenytlilést €s hatart szabnak a fajok
egymassal valo keresztezodésének, bar ezzel segitik el a fajok fennmaradasat és
¢letképességének novekedését, mégis sokszor akadalyozzak a novénynemesitok munkajat. A
termékenyiilést gatld inkompatibilitasi tényezOk kizarasanak egyik moddja lehet az in vitro
termékenyités, amelyet a novénynemesités kovetkezd teriiletein alkalmazhatjuk sikerrel:

- faj- és nemzetséghibridek létrehozasa,

- 6ninkompatibilitas lekiizdése,

- haploid indukcio,

- fiziologiai vizsgalatok végzése kontrollalt koriilmények kozott.

A megtermékenyités bonyolult, tobb 1épésbdl allo folyamat, in vitro torténd
végrehajtasanal sok szempontot kell figyelembe venni, melyek koziil a legfontosabbak:

- a pollen és a magkezdemények megfeleld stddiumban legyenek,

- a tapkozeg megvalasztasa,

- az alkalmazott moédszer (pl. izolalt magkezdemények beporzasa, izolalt termd
beporzasa bibén keresztiil, stb.).

Az in vitro termékenyitési folyamat a kovetkezd:

a maghdz (ovarium) kipreparalasa, a magkezdemény (ovulum) és vele egyiitt egy kis
placentadarab izolalasa, taptalajra helyezése. Viragporgytjtés, taptalajon pollentdomld hajtatés.
Atoltas az ovulumot tartalmazd tenyészetre, termékenyités. A kapott embriot ezutan
embridkultiraban neveljiik fel.

A magasabb rendii névények embrioi a petesejt megtermékenyiilése utan a ndéi ivara
gametofiton specidlis szOveteibe dgyazva novekednek és fejléddnek. Az embridtenyésztési
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technika egyre tokéletesebbé valt, bdviiltek azok az ismeretek, amelyek lehetdvé tették e
modszernek a gyakorlati alkalmazasat.

Az embridkultirdkat az izoldlt embridk fejlettsége €és a tenyésztési cél alapjan a
kovetkezOképpen csoportosithatjuk:

1., Pregerminal kulturdk: a petesejt megtermékenyiil az életképes csirdk
kialakuldsédnak valamilyen akadélya van. Cél: a normalis embriofejlédést akadalyozo endogén
¢s exogén faktorok hatasanak kikiiszobolésén keresztiil életképes novények felnevelése.
Felhasznalasi tertilet:

- faj- és nemzetségkeresztezes,

- beltenyésztés (ontermékenyités),

- minden olyan esetben, amikor a normalis embridogenezisnek valamilyen akadélya
van.

2., Posztgerminal kultirdk: a petesejt megtermékenyiil, az életképes embri6 kialakul, a
csirdzas azonban akadalyozott. Cél: a normalis csirazast akadalyozoé kiilso és belsd tényezok
kikiiszobolése, €letképes ndovény felnevelése. Felhasznalasi teriilet:

- a generacidvaltas meggyorsitasa,

- mutagén és hormonkezelés,

- minden maés esetben, ahol a normalis csirdzéas akadalyozott.

Az embriokultardk 1étrehozasanak modja:

a sterilezett novényi részbdl a kiilonbozo fejlodési stadiumban 1évé embriot
kipreparaljuk, taptalajra  helyezziikk, amelyben az embridfejlddést befolyasolo
ozmozisnyomast a nagy mennyiségli szénhidrat (az embri6 fejlettségétdl fliggden 1-20 %)
biztositja. Minél fiatalabb az embrid, annal differencialtabb taptalaj sziikséges a
novekedéséhez és fejlodéséhez.

3.3.2 Generativ szervek kulturai

Viragtenyészetek: magat a virdg in vitro kultardjat a viragszervezddés, termés- €s
magérés, valamint az 4altaldnos hisztogenetikus (szovetfejlodési) ¢€s organogenetikus
(szervfejlédési) differencidlodas vizsgalata soran haszndljak. Nagyobb jelentdsége van a
viragrészek tenyészeteinek (portok, pollen, ovarium, ovulum).

Portok (anthera), pollen kultardk: a haploidok genetikai és novénynemesitési
jelentdsegét régdta ismerik. Az alkalmazasanak lehetdsége azonban korlatozott volt, mivel a
természetben minddssze 0,001-0,01 %-ban fordulnak elé a spontan haploid ndvények,
amelyek a partenogenezis folyamata sordn keletkeznek (embridfejléddés a megtermé-
kenyitetlen petesejtbdl). Az anthera kultirakbol nyert haploid névények jelentdsége egyre
novekszik, szamos gazdasagilag fontos ndvénynél kialakitottdk a haploid indukcid
technikajat. Az in vitro androgenezis folyamata soran a fejlédésben levd, egysejtmagvas
vakuolumos pollenszemet (mikrospora) izolaljuk. A mikrosporogenezisnek ebben a korai
szakaszdban a tovabbfejlodés még nem determindlt. Az izoldlast kovetden, atmenet a
gametofita fejlddésbdl a sporofita iranyba, altaldban néhany o6ratol néhany napig tarthat a
fajtol, hdmérséklettdl, a sporofita fejlddés tipusatol, stb. fiiggden. A sporofita osztddasok
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soran, minden esetben soksejtes pollenszemek alakulnak ki a portokokban. Vannak ettdl eltérd
fejlédési formak, amelyek azonban nem vezetnek embrid, vagy novény kialakuldsdhoz. A
fentieknek megfeleléen nem minden mikrospdrabdl differencidlodik haploid névény. A pollen
dimorfizmus alapjan a polleneket két csoportba sorolhatjuk:

1. normal,

2. P (parthenogenetic).

Potencialisan a masodik tipus alkalmas arra, hogy beldle novény regeneralodjon. Ezek kis
szazalékban taladlhatok a portokokban, ezért nagyon nagy mennyiségli portokot kell izolalni
ahhoz, hogy elegendé haploid novényt kapjunk. A soksejtmagvas pollen két iranyban
fejlodhet tovabb:

1. pollen-embridgenezis vagy

2. pollenkallusz és organogenezis indukcidjaval nevelhetdk fel haploid névények.

Sok esetben azonban nemcsak haploid, hanem kiilonb6z6é poliploid névények fejlddnek a
pollenekbdl portokkulturdkban.

Az androgenetikus haploidok jelentdsége elsdsorban ndvénynemesitésben: beldliik
rediploidizacidval ,,homozigdta” stabil, tovabbi szelekciot nem igénylé diploid (dihaploid)
novények allithatok eld. Ezaltal a beltenyésztett vonalak eldallitasi ideje lecsokken. A
rediploidizaci6 folyamata spontan vagy kémiai szerekkel (pl. kolhicin) indukalva jatszodhat
le. A haploidok tovabbi jelentOségei:

- bizonyitott a haploid sejtek totipotencidja,

- az androgenezis citologiai, €lettani, stb. vizsgalatanak lehetdsége.

Ovarium, ovula kultarak: hasonléak az anthera kultarakhoz, a haploid névényeket a
fejlodésben levo ovulabol allitjuk eld.

A portok és ovarium kultardk létesitése: mikroszkopi vizsgalatok utan a megfeleld
fejlodési stadiumban levoé bimbok begyiijtése, sterilezése. A steril bimbokbol izolalas (portok,
ovarium) taptalajra, amelyben az embridkultirakhoz hasonléan a megfelelé ozmozisnyomast
biztositani kell (10-12 % szachardz). A kultirak fejlddéséhez altalaban fény nem sziikséges.

3.3.3 Vegetativ szervek kultirai

Célszerti a feliiletileg sterilezett magokbol kiindulni, amelyekbdl in vitro, aszeptikus
koriilmények kozott csirandvényeket kapunk. A novények megfeleld részei keriilnek
felhasznalasra a tenyészetek inicializalasakor.

Gyokértenyészetek: a szervtenyészetek koziil a gyokérizolaciokkal értek el legeldszor
sikereket. Jelentdsége: a kezdeti tenyészthetdségi kérdésrdl az élettani problémak vizsgalata
felé¢ terelodott el (gyokerek novekedése, morfologiai valtozasok, tdpanyagok felvétele,
kornyezeti tényezOk hatasai, stb.). Aszeptikus koriilmények kozott csirdztatott novénykék
gyokere az izoldtum. Agarral szilarditott vagy folyékony tapkozegen nevelhets. A
gyokércstics merisztéma sejtjeinek mukodése, majd a szallitoszoveti kambiumok sejtjei is
szerepet jatszanak a novekedésben. Az ¢lettani vizsgéalatok soran nem kalluszosodik el a
gyokér, hanem sejtjei, szovetei megtartjak eredeti strukturajukat. Novényregeneracioval ritkdn
talalkozunk.
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Hagymabol, gumodbodl 1étrehozott kultardk: jarulékos hajtasok ¢és egyéb szervek
képzddése a riigy- vagy gyokér primordiumokat nem tartalmazo novényi részekbol. Torténhet
az inokulum elkalluszosodasa utan kalluszbol, célszerli azonban a genetikai variabilitasok
kikiiszobolése miatt a kallusz allapotot kihagyni. A tenyésztés soran elsOsorban a
fitohormonoknak van jelentdsége: mérsékelt koncentracidban (1-3 mg/l) sziikségesek az
auxinok ¢és citokininek. A képzddott hajtasokat meggyodkereztetik, a jarulékos hagymak,
gumok esetén nem feltétlen kell gyokereztetni, viszont fontos figyelembe venni a nyugalmi
allapot biztositasahoz sziikséges tényezoket. Jelentdsége a mikroszaporitdsban van.

Hajtastenyészetek: a novény fold feletti része apikalis csucsanak izolatuma. Célunk a
tenyésztés soran: a hajtascsucs merisztéma hisztogenetikus €s organogenetikus differencialo-
dasanak vizsgalata, a gyokér és egyéb szervek korrelacidjatdl mentesen. Sterilen csirdztatott
illetve hajtatott novényekbdl izolaljuk a tenyészeteket. Komplikaltabb tapkozeget igényelnek,
mint pl. a gyokértenyészetek.

Levélkultarak: hasonldéak a hajtastenyészetekhez, izolatum az aszeptikusan nevelt
novények lomblevél kezdeménye (a primer lomblevél primordium a legjobb). A tenyésztés
célja is hasonlo az elébbihez, ami kiegésziil a novényregeneracioval, szomatikus organo-
illetve embridgenezis utjdn. A tenyészetekben fejlddd levelek szallitoszovetrendszerében
talalhat6 osztodoszovet (levélérkambium) fejléddése vezet a redifferencialédashoz.

Merisztématenyészetek: merisztématikus  gocokbdl indulunk ki, amelyek a
gyoOkércsucson, levélhonaljakban, hajtdscsucsokon helyezkednek el. Nemcsak az in vitro
csirandvényekbdl izolalhatunk, hanem az in vivo felneveltekbdl is. Jelentdsége a
mikroszaporitdsban van: meriklonos ndovényszaporitas (merisztéma + klon), virusmentesités.
Az intenziven osztddo, fiatal merisztématikus sejtek nem fert6zddtek meg virussal, ezért a
0,2-0,5 mm-es tenyésztocsucsot izoldlva, hormont tartalmaz6 vagy anélkiili taptalajon
tenyésztve kapunk virusmentes ndvény egyedeket. (A preparalas eldtti hokezelés 39 °C-on a
virusszaporodast csokkenti, tobb lesz a virusmentes sejt.) Egy tenyésztdcsucsbol szamos
jarulékos hajtascstics képzddik, ami fajonként valtozo lehet: 5-50 db. Az organogenezis utjan
keletkezett hajtasokat egyenként a gyokereztetd tapkozegre oltjuk at, ami kis mennyiségu
auxint tartalmaz vagy hormonmentes. A meggyokeresedett hajtdsokat a szabadfdldbe kiiiltetés
elott edzetni kell: fokozatos hdmérsékletcsokkentés (22-25 °C-rol 16-18 °C-ra), paratartalom
csokkentése, megvilagitas csokkentése vagy ndvelése, attdl fiiggden, hogy fényben vagy
sOtétben tortént-e a tenyésztés. Az eldbbieket leggyakrabban iiveghazban vagy klima-
kamraban végezhetjiik el. Léteznek specialis mikroszaporitd berendezések, ilyen pl. a magyar
gyartmanyu ,,Clonmatic”. Ezek egy atalakitott laminaris boxbdl és a hozzacsatolt kiillonb6zo
kiegészitd berendezésekbdl allnak (pl. kis méretli szallitdszalagon mozognak a sterilezett
mianyag edények, igy a dolgozonak nem kell elmozdulnia munka kézben a lamindris
boxbol). A mikroszaporitasi technikat kidolgoztdk mar tobb disz- és gazdasagi ndvényfajra
(pl. gerbera, orchidea, burgonya, stb.).

3.3.4 Kallusztenyészetek

-26 -



A nem differencialt, vagy még inkabb a differencialt szovetekbdl szarmazo ndvényi
tenyészeteket szamitjuk ide, amelyek megtartjdk merisztémas, kallusz jellegiiket. Ezeket
tekinthetjiik a szoros értelemben vett szovettenyészeteknek. Ezekben a tenyészetekben
altalaban megkivanjdk, hogy ne differencidlodjanak szovetrendszerekké, illetve organi-
zaciojuk elmaradjon, és legfeljebb a tapanyag felvétele és széllitasa miatt alakul ki tobbféle
sejttipus. Természetesen sokszor megtorténik, sét egyes vegyiiletekkel tudatosan eldidézhetd,
ennek a homogén sejttomegnek az organizacidja €s ilyenkor gyokér- és hajtaskezdemények
jelennek meg rajta, s6t teljes novénykek is keletkezhetnek beldle.

A kallusztenyészet tehat a differencidlodott sejtek halmazabol all. Az izolaldsra
kivagott novényi rész barmilyen eredetii szovet lehet, amely nem allanddsult, azaz osztddasra,
proliferacidra alkalmas sejtekbdl 4ll. Rendszerint a parenchimasejtek alkalmasak erre, melyek
a kambidlis vagy merisztémds zondk kozelében vannak, de a fa és hancs fiatal sejtjei is
képezhetik a kiinduldsi anyagot. Az egyes ndvényfajok szovetei gyenge kalluszosodast
mutathatnak a taptalajra helyezés utdn. Az intenziv kalluszképzddés meginditdsdhoz a
szovetek belsd auxinszintjét lényegesen meghaladd kiilsé auxinkoncentracid sziikséges. A
kalluszosodas mind természetes — IES — mind szintetikus — 2,4-D, NES — auxinokkal
kivalthat6 és fenntarthatdo folyamat. A kétsziki ndvények szoveteinek kalluszositasakor a
citokininek — kinetin, BAP — egy optimalis koncentracioig altaldban fokozzak az auxinok altal
l1étrehozott kalluszosodast. Ezzel szemben a gabonafélék kallusztenyészetei nem serkenthetk
citokininekkel. Ezek a vegyiiletek kiilonb6z6 mértékii gatlé hatast gyakorolnak az egyszikii
novények kalluszainak novekedésére.

Az inokulumbdl, a tenyészetbe vitt szovetekbdl, kindtt Gn. elsddleges kallusz szovetek
friss taptalajra olthatok. A kallusz szdvetek taplalékigénye kiilonbozd lehet. Egyes kultirdkat
olyan egyszerli tdpkozegen is lehet tenyészteni, amely csak szervetlen sokat és cukrokat
tartalmaz. Mas esetekben a tdpkozeget fel kell javitani vitaminok, auxinok, aminosavak vagy
mas szerves anyagok hozzdadéasaval. A tenyészetek tObbszori atoltdssal — passzalassal —
folyamatosan fenntarthatok. A viszonylag gazdag téaptalajon a kalluszosodast kdvetd
dedifferencialédassal parhuzamosan a sejtfunkciok egy része kikapcsolodik, illetve
megvaltozik. Az anyagcsereutak egy része sziikségtelenné valik. Ilyenkor pl. a kifehéredd
szovetekben a fotoszintetikus folyamatok leallasa figyelhetd meg.

Kiilonleges tenyésztési koriilmények sziikségesek a zold, fotoszintetizald szdvet-
kultarak létrehozasdhoz. A tovabbtenyésztés soran a latszolag homogén sejtpopulacidban
eltérd sejttipusokat talalhatunk. A kiilonbozdségeknek tobb oka van:

- a kallusz eredete,

- a kultura inkubacios idotartama,

- a tapkdzeg Osszetétele,

- a tenyésztés fizikai koriilményei (fény, hd, stb.),

- a vizsgalt szovetrész.

A kallusztenyészetek dedifferencialt sejtjei a legkiterjedtebben hasznalt sejttipusok az
in vitro kultirdkkal végzett kisérletekben. Ennek oka egyrészt az, hogy a kalluszosodas
folyamata bizonyos ideig és meghatarozott feltételek mellett visszafordithatdé. A kallusz
szovetekben Ujraindithato a differencialodas folyamata. Tovabbi okként emlithetjiik, hogy a
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kalluszosodas sok esetben elkeriilhetetlen, pl. ha nem osztédd sejtekben az osztdodast
indukalni akarjuk, ami a tenyészetek kialakitasanak feltétele. Ebbdl kovetkezik, hogy a
sejtgenetikai kutatdsokban a dedifferencialt kalluszsejt a leggyakrabban haszndlt sejttipus.
Genetikai szempontbol a kallusztenyészetek a tenyésztési id6 ndovekedésének fiiggvényében
fokozodd heterogenitdst mutatnak. Ez foként az aneuploid vagy poliploid sejtek
felszaporodasaban nyilvanul meg. A tenyészetek taptalajaban levé hormonokrol — pl. 2,4-D,
2,4,5-T — bebizonyosodott, hogy mutagén hatasuak. A kallusz szovetekben spontan kialakult
genetikai heterogenitds bizonyos hatarok kozott kiinduldsi alapot adhat 1) genotipusok
szelekcigjahoz. Ugyanakkor, mint ellendrizhetetlen tényezd, megneheziti az ezekkel a
sejtekkel végzett genetikai jellegli vizsgélatokat. Célszerli ezért a frissen inditott, elsddleges
tenyészeteket haszndlni. A kallusztenyészetek nem alkalmasak egy-egy genotipus
megorzésére. A kalluszsejtek altal képviselt variansok genetikai stabilizalasat a kallusz
szovetbdl regeneralt novények segitségével biztosithatjuk.

3.3.5 Sejtkultirak

A ndvényi részek tenyésztésének egyik eredménye az egyes sejtek izolalasanak és
nevelésének modszere. Ezzel elérhetjiik azt, hogy olyan sejt- és szovetklonokat nyeriink,
amelyek egy sejtbdl indulnak ki, s egy sejtbdl teljes ndovényt organizaltathatunk.

Az agaros taptalaj felszinén nevelt kallusz szovetek szdmos szempontbol nem
tekinthetok idedlis kisérleti objektumnak. ElsOsorban azért, mert az ilyen tenyészetek eltérd
tipusu sejtekbdl allnak, azaz heterogének. Az intenziven osztodd merisztématikus gocok és a
nem oszt6do, vakuolizalt sejtek Iényegesen kiilonb6z6é anyagcsere-allapotot képviselnek. A
sejteknek csak egy része érintkezik kozvetleniil a taptalajjal, igy a szovet kiilonb6zd részei
eltér6 modon reagalnak a taptalajba adott hatdanyagokra és nem teszik lehetdvé az
elkiilonitett sejtekre alapozott mddszerek alkalmazasat. Az emlitett hatranyok kikiiszobolését
szolgalja a sejtszuszpenzids tenyészetek létesitése. Izolatum lehet barmilyen — elsdsorban
merisztématikus — névényi rész vagy az ebbdl indukalt kallusz. A kallusz szdvetek folyadék
kultaraba helyezésével, majd folyamatos razatasaval elérhetd a sejtek levalasa, elkiiloniilése,
majd sejtszuszpenzidé kialakuldsa. A megfelel6 novekedési litemet mutatd, homogén
sejttenyészet 1étrehozasa sejttipusonként kiillonb6zo ideig tartd adaptacios peridodust igényel.
Célszerii a tenyészeteket magas sejtdenzitassal inditani és 3-5 naponként friss taptalajba
helyezni. A sejtkultardk novekedését leggyakrabban a sejtek szaraztomegével, vagy a
térfogatra esO sejtszdmmal jellemzik. A taptalaj Gsszetételére, a hormonok jelenlétére a
kallusz szovetekhez hasonld mdodon reagalnak. A tenyészetek novekedésére jellemzd, hogy 1-
2 napos varakozasi (lag) periodus utdn a novekedés felgyorsul (logaritmus szakasz), majd az
utolsé un. nyugalmi (stacioner) szakasz elérése utan a szaraztomeg lényegesen nem valtozik.
Létrehozhatok olyan sejtkulturak, amelyeket elsésorban kiilonalld sejtek vagy kevés szamu
sejtbdl allo koloniak alkotnak. Az elkiiloniilt sejtek nem minden névény szuszpenzids
kultaraiban képesek osztodni (pl. a bliza vagy rizs sejtszuszpenziokban az osztédas csak
soksejtes aggregatumokban figyelhetd meg).
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A ndvény — sejt — ndvény rendszer alapja az izolalt, kiilonallo sejtek tenyésztése, majd
ezt kovetden a novénygenerdcid. Az egysejttenyészeteket a szuszpenzids tenyészetek
agarlemezre torténd szélesztésével allithatjuk eld. Itt a mikrobioldgidban bevalt mdodszereket
alkalmazva, a mikroorganizmusokhoz hasonléan kezelhetjiik a szoliter novényi sejteket.
Megvan tehat a lehetdség pl. a mutansizolalasra, genetikai manipulaciok elvégzésére.

A ndvényi szuszpenzids tenyészetek sejtjei lényegében dedifferencialt kalluszsejtek.
Ennek ellenére a sejttipus megvalasztasaval, valamint a megfeleld tenyésztési feltételek
biztositasaval elérhetd, hogy a specialis funkciok fennmaradjanak, illetve, hogy a masodlagos
anyagcseretermékek szintézise folytatodjék. Ez lehetdséget ad arra, hogy alkaloidokat —
hioszciamin, szkopolamin, morfin — szintetizald sejtvonalakat allitsunk eld. Vilagszerte
kiterjedt kutatdsokat folytatnak a sejtkulturdkban termelt, biologiailag aktiv vegyiiletek
hozaménak fokozéasara, hogy ezzel a ndvényi sejtekre alapozott fermentacids ipar alapjait
megteremtsék.

3.3.6 Protoplasztkultirak

Az utobbi néhany évtizedekben jelentds haladést figyelhettiink meg a prokariotak
genetikai modositasa terén. A transzdukcio ¢€s transzformdacio, mint a genetikai manipulacio
modszerei széles korben elterjedten hasznalatosak a mikroorganizmusok esetében. Az
eukariota szervezeteknél a genetikai anyag atvitelének hagyomanyos modja a szexudlis
hibridizacié. Igy a novények genetikai variabilitisa fokozasanak egyik modja a hibridizacio.
A novényi sejtekre alapozott nemesitési technikdk lehetové teszik a tavoli fajok kozti
keresztezést a szomatikus hibridizadci6 uUtjan, amelynek révén a prokariotdk genetikai
manipulacidja soran alkalmazott modszerek felhasznalhatova valnak.

A protoplasztok fogalma mar régota nem ismeretlen a bioldgiaban, pontos meg-
hatarozas azonban tobb is 1étezik. Mindegyik definicid tartalmazza azt, hogy ¢él6 maggal és
organellumokkal rendelkezd plazmaegységrdl van sz6. Ebben az értelemben az allati sejtek
felfoghatok protoplasztként is. Ma a ndvényi protoplasztok alatt a kiilonb6z6 ndvényekbdl
izolalt, falaitol megfosztott, lecsupaszitott sejteket értjiik, amelyek megfeleld koriilmények
kozott, mesterséges tapkozegen ndvekedni, osztddni képesek és beldliik szovetek, szervek
vagy teljes novények fejlddnek. A ndvényi sejteket hatarold poliszacharid sejtfal véddburkot
képez a sejtmembran és a citoplazma koriil. Korlatozza vagy megakadalyozza, hogy nagy
molekulastulyt vegyiiletek, kiilonbozd méretli részecskék elérjék a kiilsd sejtmembrant és a
citoplazmaba jussanak. A sejtfal eltavolitasaval ez a védelmet biztositd gat megsziinik. A
sejtmembran kozvetlen hozzaférhetdvé, nyitottd valik szdmos beavatkozassal szemben. A
novényi sejtfal mesterséges eltavolitasanak egyik célja az, hogy igy kedvezd feltételeket
biztositsunk a genetikai rendszer megvaltoztatasat célz6 modszerek alkalmazasahoz.
Ugyanakkor a sejtmembran szabadda tétele Uj utakat nyit a membranstruktiara és -funkcio
tanulmanyozasara. A sejtfal eltdvolitasaval konnyebbé valik a kiilonb6z6 sejtorganellumok —
sejtmagok, kloroplasztiszok — kdrosodasmentes izolalasa.

A sejtfal eltavolitdsanak tobbféle mdodszere ismert. Kezdetben a névényi protoplasztok
izolalasa a plazmolizalt sejteket tartalmazo szovetek feldarabolasa Gtjan tortént. Azonban igy
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is csak bizonyos sejttipusokra korlatozva és kis mennyiségben sikeriilt protoplasztokat nyerni.
Alapvetd6 elérelépést a sejtfalbontd enzimek felhasznalasa jelentett.

A novényi sejtfal fobb alkotorészeinek megfelelden celluldzok ¢s hemicelluldzok
segitségével torténik a sejtfal enzimatikus lebontasa. Az izolalds hatékonysagat jelentdsen
noveli a szovetek fellazitdsdra hasznalt pektinaz jelenléte. Az emlitett enzimeket altalaban
egyszerre, enzimkeverékként alkalmazzdk novényfajonként és sejttipusonként valtozd
koncentracioban (0,5-2,0 %). A sejtfal eltavolitdsdban egyidejiileg ozmotikusan stabilizalni
kell a membrannal hatérolt sejteket. Ozmotikumként mannitot, szorbitot, gliikozt (0,4-0,6 M),
illetve sokat alkalmazhatunk. A membran stabilizalasara az izolalé oldatok Ca*'-t
tartalmaznak, pH-juk 5-6 értékii. Az enzimkezelés torténhet taptalaj jelenlétében, ami
kedvezden befolyasolja a protoplasztok életképességét.

Protoplasztokat nyerhetiink kozvetleniil a novény kiilonbozd szerveibdl. Gyakran a
levelek szolgalnak protoplaszt forrasként. Az epidermisz eltdvolitdsa utdn nagyszdmu
levélprotoplaszt izolalhatd 2-8 o6ras enzimkezeléssel. Vékony csikokra vagott gyokér- vagy
hajtas tenyészdcsucsok sejtjei szintén felhasznéalhatok protoplaszt izoldlasra. Protoplasztokat
konnyen ¢és nagy hatékonysaggal kaphatunk tenyésztett novényi sejtekbOl. Szuszpenzids
kultaraban fenntartott és intenziven osztddo sejteket az izolalé enzimoldattal inkubéalva nagy
mennyiségli homogén protoplaszt nyerhetd. SzobahOmérsékleten a sejtfal teljes
eltavolitasahoz sziikséges 1d0 sejttipusonként 6-24 oOra kozott valtozik. A frissen izolalt
protoplasztok az enzimoldatbdl tortént kimosas utan a genetikai manipulacios kisérletekben
hasznalhatok, majd taptalajon tenyészthetok.

Az enzimkezelés megsziintetése utan a protoplasztok a tenyészoldatban 1) sejtfalat
szintetizalnak. A sejtfal regeneralasa altalaban valamennyi protoplaszt tipusnal az enzim
hatasanak felfiiggesztése utdn azonnal megindul. A tovabbi tenyészthetdséget elsdsorban az
Ujonnan kialakult sejtek osztodasi képessége hatdrozza meg. A megfeleld sejtosztodasi
gyakorisdg Dbiztositasa novényfajonként és sejttipusonként eltérd, bizonyos foku
optimalizalast igényel mind a tenyészoldat Osszetevoit, mind a kiilsé kornyezeti feltételeket
illetéen. Sokszor 0szt6do sejtekben gazdag ndvényi részekbdl, igy pl. embriokbol vagy hajtas
merisztémakbol nyerhetiink tenyésztésre alkalmas protoplasztokat.

A genetikai manipulaciok elvégzése utan a protoplasztokat szilard taptalajra
sz¢leszthetjlik, melyekbdl kallusz szovet képzddik. A kalluszbol embrié- vagy organogenezis
utjan novényeket regeneralhatunk.

A mai genetikai kutatdsokban kiemelt szerepet jatszanak a sejttenyészetek, azaz a
kisérleteket a novényi sejtek szintjén végzik el, majd ezt kdvetden vizsgaljak a tulajdonsag
organum szint{i kifejez0dését. A kallusz, mint dedifferenciélt sejttdmeg nem stabil szovet, az
egyes passzaldsok sordn a sejtek genomja megvaltozik, még akkor is, ha az eredetivel
megegyez0 tenyésztési koriilmények kozé keriil. A szomaklondlis variabilitasnak tobb forrasa
lehet. Ezek:

- 25-30 %-ban az eredeti sejtekben meglevd szomaklonalis variabilitds (poli-
szomatikussag): endopoliploidia, mutacio, stb.

- 70-75%-ban az in vitro tenyésztés eredménye: kariotipusvaltozasok, kromoszéma
atrendezodések, molekularis valtozasok.
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A protoplasztkultardkban, illetve a beldliik inicializalt novényi sejtkultirakban a
genetikai variabilitds fokozdsdnak modszere, a véletlenszerien fellépd szomaklonalis
variabilitds mellett: a protoplasztok fuzidja. A fizi6 soran kapott hibrid paraszexualis, ugyanis
az ivaros folyamatok kikertilése utjan keletkezett.

A negativ elektromos t6ltést hordozo protoplasztok kozott a spontdn egybeolvadas
kevés kivételtdl eltekintve ritka jelenség. A membranfeliiletek kozvetlen molekularis
kapcsolatanak kialakuldsdhoz a toltésviszonyok modositdsa sziikséges. Lényegében ezt
szolgaljak a kiilonbozd fuzids modszerek. Legaltalainosabban a Ca®* jelenlétében végzett
polietilén-glikol (PEG) kezelés hatasara a protoplasztok szorosan Osszetapadnak. A gyengén
negativ polaritdsi PEG molekula hidrogénhid-kétéssel kapcsolddhat a viz, a fehérjék és a
szénhidratok megfeleld molekularészleteihez és ezaltal molekulahidat képez a protoplasztok
kozott. A PEG kapcsolodhat a Ca**-hoz is. Igy a protoplaszt negativ toltéshelyeire kotddve a
Ca* fokozhatja a PEG altal kivaltott Osszetapadast. Az Gsszetapadt protoplasztok kozott
lehetdvé valik a membranok fuzidja. A hémérséklet emelésével megnd a fuzionalt
protoplasztok szama, illetve lerovidiill a fazidhoz sziikséges 1d6. A membranfizid ered-
ményeképpen megtorténhet a protoplasztok egybeolvadasa, a citoplazmék keveredhetnek
egymassal. Kialakul a fuziondlt protoplaszt, amely a taptalajban eldszor 1j sejtfalat szintetizal,
majd tobbszori osztddassal tobbsejtes koloniat képez. A PEG 4altal indukalt fuzi6 gyakorisaga
altalaban 2-10 %, de elérheti a 30-40 %-ot is. A protoplasztok fuzionalasara haszndlatos
fizikai modszer, amelynek sordn a protoplasztok negativ toltését elektromos arammal
valtoztatjadk meg, majd ezutan egyenaramu impulzus révén jatszodik le a fzio.

A fuzio6 fiziko-kémiai folyamat, nincs evoluicids hatar a fizids partnerek kozott, azaz
nemcsak novényi sejtek kozott, hanem baktériumok, gombdk, emlds sejtek kozott is
létrejohet. Beszamoltak mar élesztd-protoplasztok és csirke vordsvérsejtek, novényi
protoplasztok és emlds sejtek fuziondltatdsarol. A protoplasztfiiziot kovetden kialakulnak a
heteroplazmas sejtek. Az eltérd sziildi sejtmagokat tartalmazé hibrid sejteket — ha a sejtmagok
nem olvadnak Ossze — heterokarionoknak nevezziik. Ha a fuzidban azonos protoplasztok
vesznek részt, homokarionokrdl beszéliink. Amennyiben a citoplazman kiviil 6sszeolvad a
sejtmag is, szinkarionokat kapunk.

A hibrid sejtekben az egyik sziild vagy mindkettd kromoszomai részben vagy teljesen
elveszhetnek. Fontos a szinkron mitézis, ekkor van esély arra, hogy mindkét sejtmag
kromosz6émai megmaradjanak, valamint a szinkarionok kialakuljanak.

A fuzi6 utdn a szomatikus hibrideket azonositani kell, ugyanis a tenyészetek eltérd
genotipusu sejteket tartalmaznak. A két sziildi sejt mellett viszonylag kis gyakorisdggal
vannak jelen a fuziondlt sejtek, melyek koziil csak néhany képes osztddasra. Ezért a
szomatikus sejthibridek vizsgalatdhoz a fuzionalt sejteket ki kell szelektdlni a kevert
sejtpopulaciokbol. A szelekcidra tobb lehetdség adott, ilyenek:

- a fuzionalt sejtek kiemelése,

- hormonautrotrofian alapuld szelekcid (a hibrid sejtek fitohormonképzd képessé-
giikkel eltérnek a sziiloktol, igy a hormonmentes tapkozegen felnevelhetdk),
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- a hibridek szelekcidja a krolofillmutans (albind) és a z6ld novény protoplasztjainak
fuzidja utdn (a fuziods termék és a zold sziild késébb morfologiai tulajdonsagok alapjan
kiilonboztethetd meg),

- citoplazmas bélyegek alapjan (pl. az antibiotikum rezisztencia),

- irreverzibilis anyagcseregatlok alkalmazasa a sziiloi sejtek kizardsara (a hibrid sejt-
ben az egyik sziild kikapcsolt bioszintetikus Utja a masik fuzids partner enzimjei révén
biztositott, igy csak a fuzidval egyesitett sejtek maradnak ¢életben).

A ndvényi protoplasztok mezdgazdasagi felhasznalasanak lehetdségei:

- inkompatibilitds és rokonsagilag tavoli ndvények protoplasztjainak fuzidja révén
szomatikus paraszexualis hibridek eldallitasa;

- nitrogén-fixalo baktériumok és kék-zold algdk nem hiivelyes novények proto-
plasztjaiba val6 bejuttatasa;

- extrakromoszomalis (citoplazmas) jellegek kutatdsa (ivaros hibridizacié soran az
anyatdl szdrmazik a citoplazma és a benne 1év organellumok — kloroplasztisz, mitokondrium
— fuzionalt sejteknél keveredik a sziilok citoplazméja. A citoplazmatikus hibrid — cibrid. Az
organellum atvitel révén novelhetd a korokozo toxinokkal szembeni rezisztencia — herbicidek
— fotoszintetizacids rendszer javitésa, stb.);

- mutansok izolalasa és detektalasa;

- protoplasztkultarakbol klonok eléallitasa vegetativ szaporitas céljabol;

- teljes vagy részleges genom bevitele (kromoszémak) transzformécio, mutacid, modi-
fikacio kivaltasa céljabol kiilonbozo fajok protoplasztjaiba.

Ezekkel a lehetdségekkel azonban csak akkor szamolhatunk, ha minden
mezdgazdasagilag fontos ndvénytajra rendelkezésiinkre all a ndvény — sejt — ndvény rendszer.
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3.3.7 Génatviteli technikak

A kovetkezd fejezetben leirt technikdkat nemcsak mikroorganizmusokon, hanem
novényi sejteken (pl. protoplasztokon, kalluszsejteken) is el lehet végezni. Ezért itt az ott
ismertetett modszerekre — az ismétlések elkertilése végett — nem tériink ki.
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4. Géntechnologia (,,genetic engineering”)
4.1 A géntechnoldgia jelentosége a novénynemesitésben

A klasszikus nemesitési eljarasok a novények teljes genom szintli génrekombinécios
lehetdségeit hasznaljak ki. A novényi gének szama 10*-10° nagysagrendli. Tehat nagyszamu
novénybdl tobb generacion at kell kivéalasztanunk a nekiink kedvezd génrekombindciokat, a
kedvez6 tulajdonsagu novényeket. A hagyomanyos nemesitési munka nagyon iddigényes.

A fiziés technikdk soran mesterségesen idéziink eld teljes sejtgenomok kozti
atrendezodést, rekombinaciot.

A géntechnologia lehetévé teszi a ndvény tervezett megvaltoztatdsat, a DNS-
molekulak in vitro 0sszekapcsoldsat. Segitségével a kivalasztott tulajdonsdgot hordoz6 DNS
darabot, vagyis gént, izolalhatjuk és ndvényi sejtbe juttathatjuk. Pl. baktériumbdl atvihetiink
herbicid-rezisztenciagént ndvénybe, egy vad fajtabol virusrezisztenciagént egy mar elfogadott
burgonyafajtaba, stb. A génbevitel novényi sejtbe csak sejtszinten, helyesebben protoplaszt
szintjén valdsulhat meg. A manipulalt protoplasztokbol kell névényt regeneralni. Tehat a
novényi genetikai manipulacid gyakorlati hasznanak feltétele egy névény — protoplaszt —
novény rendszer kidolgozasa (szovettenyésztés). A rekombindns DNS-technika segitségével a
nemesités célzottabb lesz és a nemesités ideje egyotddére, egytizedére csokkenthetd.
Természetesen a kotelezden eldirt fajtamindsités 3-5 éves idejét, egy uj fajta elfogadasahoz
nem rovidithetjiik le. Tehat a genetikai manipulaciok segitségével tulajdonképpen egy Uj
nemesitési alapanyagot allithatunk el6 in vitro.

A géntechnologianak jelentds hatdsa lesz a jovOben a nemesitésre és a vetOmag-
szaporitdsra, haszna tulajdonképpen a vetOmagtermeld vallalatoknal az 1) fajtdban
realizalodik.

A géntechnoldgiai technikdk bemutatdsa eldtt tekintsiink 4t néhany molekularis
genetikai alapfogalmat.

4.2 A molekularis genetika alapjai

A molekuléris genetika a sejtekbdl kivont orokitdanyaggal a DNS-sel (dezoxiribo-
nukleinsav) dolgozik. A sejtekben a DNS Gsszecsavarodott allapotban van jelen. Novényi
sejtek DNS-e néhany cm-t6l néhany méterig terjedhet, az Escherichia coli baktériumban a
mérete | mm.

Koztudott, hogy az életjelenségek, tulajdonsagok kialakitdsdban kozvetleniil a
fehérjék, enzimek vesznek részt. A kiilonbozd fehérjék szintéziséhez sziikséges informacid
taroldsa a sejt egy specialis molekuldjaban a DNS-ben torténik. Vagyis kozvetve ez szabja
meg egy ¢l61ény minden jellegzetességét, tulajdonsagat.

Altaldnosan mondhatjuk, hogy a gén egyetlen tulajdonsagot meghatdrozé DNS darab
(szemszin, jaras, ndvénynél pl. rdncos mag, viragszirom szine, herbicidrezisztencia, stb.).

Genetikai szempontbol az ¢lvildgot két nagy csoportra osztjuk:

- prokariotdkra (baktérium, virus, cianobaktérium),
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- eukariotakra (¢élesztok, gombak, novény, allat, ember).

A prokariotaknak nincs maghartyaval hatarolt sejtmagjuk. A kromoszémalis DNS-t,
mely baktériumokban altaldban egyetlen gylrii alaki molekula, genofornak nevezziik. A
baktériumokban gyakran eléfordul egy vagy tobb gytlrii alaki DNS molekula, plazmid, mely
néhany gént hordoz. A plazmidok 4altaldban valamilyen antibiotikum-rezisztenciagént
hordoznak, nagyon fontos eszkdzei a molekularis genetikénak.

Az eukariotdkban a DNS maghartyaval koriilvett sejtmagban talalhatd és linedris
kromoszémakka szervezodik. Egy kromoszéma egyetlen DNS molekula. A sejtmagi DNS-en
kiviil megtalalhatok az un. extranuklearis DNS molekuldk, a mitokondrium DNS és
novényeknél a plasztisz DNS. Mindkettd gytira alakt.

A DNS molekula harom komponensbdl all:

- cukor (dezoxiriboz, ez egy 5 szénatomos cukormolekula, dezoxi, mert a kettes C-
atomhoz OH helyett csak H kapcsolodik),

- foszforsav,

- bazisok, melyek nitrogén tartalmu gytiris vegyiiletek.

Négyféle bazis talalhato a DNS-ben:

- citozin (C),
- guanin (G),
- adenin (A),
- timin (T).

J. Watson ¢s F.Crick 1953-ban rontgendiffrakcios vizsgalatokkal allapitottdk meg a
DNS szerkezetét, megalkottdk a DNS haromdimenzids modelljét. Ezzel a felfedezéssel
kezdddik a molekularis genetika rohamos fejlédése, mindketten Nobel-dijat kaptak 1962-ben.

A DNS molekuldban a cukor 1' szénatomjdhoz (a DNS-t alkoté cukor szénatomjait
vesszovel jelolik) kapcsolodik egy bazis €s ezek a cukor-bazis un. nukleozidok foszfodiészter
kotéssel kapcsolodnak egymashoz a 3'-5' szénatomon keresztiil. igy mindig van egy 5'-foszfor
¢s egy 3'-OH vég. A cukor-foszfatcsoportok és a bazisok egyiittesen egy nukleotidot alkotnak.
A DNS szintézis folyamataban ujonnan belépd nukleotid 5' helyzetben foszfodiészter kotéssel
kapcsolodik az utolsé nukleotid 3' hidroxil-csoportjahoz. Tehat a szintézis mindig 5'-3"' irany.

A Watson-Crick modell szerint a DNS kettds spirdl, hélix szerkezetli. A két egymast
atfond szal parhuzamosan fut, de ellenkezd polaritassal. Gerincét foszfatcsoportok és
dezoxirib6z alkotja. A cukorgylirithoz kapcsolédnak befelé fordulva a bazisok. A C-nal
szemben G, T-nel szemben A helyezkedik el. Vagyis a két szadl komplementer. A
komplementer szalakat elektrosztatikus kotések, gyenge hidrogénhidak kapcsoljak dssze.

A komplementaritas biztositja, hogy a DNS valtozatlanul megy 4t az utédokba. A sejt
osztddasakor ugyanis a két lanc elvalik és a szétvalt lancokkal szemben nukleotidokbol
komplementer szalak szintetizalddnak kiillonbozd enzimek segitségével. Mivel a szintézis
soran kiegészitd masolat (replika) keletkezik és az uj molekula egyik szala a régi marad, a
folyamatot szemikonzervativ replikacionak nevezziik.

A Watson-Crick modell ad magyardzatot arra, hogyan tarolhatja és adhatja tovabb a
DNS molekula a genetikai informaciot, mely végiil a fehérjék szintézisében az aminosavak
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sorrendjét és szamat hatdrozza meg. A fehérjék bioszintézisét a DNS csak kozvetve iranyitja.
A bioszintézis két f6 1épése a transzkripciod €s a transzlacio.

A transzkripci6 (4tirds) soran a fehérjemolekula felépitéséhez kozvetlen mintaul az Un.
hirvive, vagy messenger mRNS szolgal. Az atiras folyamataban a genetikai anyagrol az
informécio attevodik a mRNS-re (az RNS abban kiilonbozik a DNS-tdl, hogy dezoxiriboz
helyett rib6z, timin helyett uracil (U) talalhato). Az atiradst, a mRNS szintézisét az ain. RNS
polimerdz enzim végzi, a DNS egyik szalat (3' — 5') hasznalva templatként. A mRNS
szintézise is 5' — 3' irdnyu.

A transzlacid (forditas) a riboszomak feliiletén megy végbe a citoplazmédban. A
riboszomak nukleinsav, r-RNS (riboszoma RNS) ¢és fehérje komplexek. A transzlacié soran a
mRNS nukleotid sorrendjének megfeleld aminosav-sorrendli fehérje szintetizalodik. A
transzlacidhoz riboszémakra, mRNS-re, szallitdo transzfer, tRNS, a fehérjék épitdkoveire
(aminosavak) és energiara van sziikség.

A genetikai koéd a nukleinsav — fehérje leforditas kulcsa. A fehérjék aminosav-
sorrendjét a DNS (illetve a vele komplementer mRNS) nukleotid bazis sorrendje hatarozza
meg. Egy-egy aminosavat harom nukleotidbdl allo kodon vagy triplet hataroz meg. A négy
nukleotid harmas kombinacioja 4 x 4 x 4 = 64 kiilonbozo tripletet ad. Mivel huisz aminosav
van, egy aminosavat tobb triplet hatarozhat meg. Minden éldlényre igaz, hogy ugyanaz a
harom bazis egyféle aminosavat kodol.

Biokémiai vizsgalatokkal a 60-as években felallitjdk a kodszotart (négy tudos kap
Nobel-dijat). A kodszotar tdblazatban mutatja, hogy a 20 aminosavat milyen mRNS-ben levé
tripletek kodoljak. A kddszotar univerzalis, minden €l61ényre igaz (az utdbbi idében az emberi
¢és ¢élesztd mitokondridlis DNS-ében taldltak mas jelentésti tripleteket). Az univerzalitas az
alapja, hogy emberi, allati, ndvényi fehérjét kodold géneket tudunk bevinni baktériumba vagy
forditva.

A fehérjeszintézisben az eukariota és a prokariota sejtben ugyanaz a haromfajta RNS
vesz részt (mRNS, tRNS, rRNS).

Lényeges kiilonbség azonban, hogy az eukariota sejtekben a fehérjét kodoldé DNS
nukleotidsorokat (exonokat) kozéjik ¢ékelddott intronok valasztjdk el. Az intronok a
transzkripcié soran az un. elsédleges, vagy heteronuklearis hnRNS-sé irodnak at. A hnRNS
egy érésen megy keresztiil, még a sejtmagon beliil feldarabolodik, az intronok kivagodnak és
fehérjévé mar nem irddnak at. Tehat az intronok nem informativ jelleglieck. Az értelmes
informaciot nyujtd6 mRNS-darabok (exonok) tjra 6sszekapcsolddnak (splicing) és ezek
forditodnak le fehérjévé. Az intronok szerepe ma még nem ismert.

Az eukariotdkban tehat egy fehérje informdcidja a génben nem egy darabban
helyezkedik el. Az egyszerli mikroorganizmusokban (prokariotdkban) nincsenek intronok,
tehat a gén nem hosszabb a mRNS-nél. A prokariotdkban egyetlen polimerdz enzim
katalizalja a reakciokat, mig az eukariotdknal harom polimeraz enzim van. Baktériumokban
elektronmikroszkoppal lathatd, ahogyan a DNS egyik lancarol levalik a frissen keletkezett
mRNS ¢és arra mindjart rafiizoddnek a fehérjét szintetizaldo komplexek, a riboszomak, melyeken
folyamatosan keletkeznek a fehérjelancok. Az eukariotdkban az ,.érett” mRNS-nek at kell
hatolnia a sejtmaghartyan, ez valdsziniileg megkonnyiti az intronok eltavolitasat és az exonok
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1jboli 6sszekapesolodasat. A folyamatot enzimek szabdlyozzak. Az érett mRNS, a tRNS ¢és a
riboszomak csak a citoplazmaban egyesiilnek. Itt torténik a fehérjeszintézis.

eukariotdknal darabokban vannak, melyeket intronok valasztanak el. Az értelmes informaciot,
mely fehérjéveé forditodik az ,.érett” mRNS tarolja, mely a citoplazmaban talalhato.

A genetikai manipulaciokor a bevinni kivant DNS-t izolaljuk, tisztitjuk. De eukariota
DNS kozvetlen bevitele az intronok miatt nem megfeleld. Intron nélkiili informativ DNS-t a
mRNS-sel komplementer, cDNS eldallitasaval kaphatunk. Az eljarast forditva atirasnak vagy
reverz transzkripcionak nevezziik.

A transzkripcid6 DNS — RNS atirédst jelent, a folyamatot az RNS polimerdz enzim
katalizalja. Reverz transzkripcid alatt RNS templéaton t6rténd DNS szintézist értiink, RNS —
DNS.

Néhany virus 6rokité anyaga RNS. Ilyenek az RNS-tumorvirusok, melyek daganatot
keltenek, vagy az AIDS virusa. Ezek a retrovirusok termelnek egy olyan enzimet, mely RNS
minta alapjan DNS-t készit. Ezt az enzimet reverz transzkriptdznak (forditva atird) enzimnek
nevezzilk. Ma ezek az enzimek mar kereskedelmi forgalomban kaphatok. Az RNS-rél
készitett masolat a komplementer, cDNS.

A reverz transzkriptaz felfedezése (1963) az eukariota sejtek genetikai manipulécidja
szempontjabol forradalmi jelentdségli. Segitségével tehat intron nélkiili DNS allithato eld, ha
rendelkezésiinkre all a megfeleld6 mRNS. Ehhez tudnunk kell, hogy a kivant fehérjét kodolo
mRNS a szervezet mely részében ¢és mikor indukaldédik, majd megfeleld elvalasztasi
technikaval kivonni. A mRNS-rél reverz transzkriptaz enzimmel komplementer, egyszalas
cDNS-t készitenek. A reverz transzkriptdz miikddésnek feltétele, hogy a DNS lanc meg
legyen kezdve. A mRNS esetén ezt kdnnyli megvaldsitani, mert az eukariotdknal a mRNS 3'
végén egy un. poli-A (150-200 adenint tartalmazo nukleotid sor) lanc taldlhat6. Ehhez a
bazisparosodas révén egy poli-T darabot illesztiink és igy a reverz transzkriptaz egy elkezdett
DNS lancot szintetizalhat RNS templatrol. Az igy 1étrejové molekulat hibridnek mondjuk,
mert az egyik része RNS, mig a masik DNS. A keletkezett egyszali cDNS-t kétfonaluva kell
alakitani. A hibridmolekuldnak az RNS részét luggal elbontjék, s igy csak a DNS szal marad.
Ennek kiegészitd szalat a DNS polimerdz segitségével szintetizalhatjak. A hajtliszeri
képzédményt az un. S1-nukledzzal kezelik és megkapjak az eredeti mRNS-nek megfeleld
kétfonalas DNS maésolatot, a dscRNS-t (double stranded = kettds szalu).

A masik lehetdség intron nélkiili DNS eldallitdsara a bevinni kivant gén kémiai
szintézise. A kivant fehérje - a géntermék - kinyerése utan meghatarozzuk az illetd fehérje
aminosav sorrendjét, majd a kodszotar segitségével a fehérjét kodoldé gén nukleotid
sorrendjét. Ennek segitségével szintetizalhato a fehérjét kodold gén.

Ma mar léteznek automata génszintetizatorok, melyek mikroprocesszoros iranyitassal
végzik az egyes nukleozidok (bazis + cukor) dszekapcsoldsat foszforsav jelenlétében. Egy
kapcsolas ideje kb. 20 perc. A kapcsolasi irany 3' — 5' (a természetben a DNS polimeraz
forditva, 5' — 3' iranyban végzi a foszfodiészter kotés kialakitasat). Ezt a mddszert csak
révidebb, 40-60 nukleotidnyi DNS darabok eléallitasara lehet hasznalni. Igy sikeriilt pl. a 14
tagl peptidet, a szomatosztatin nevii hormont kddold gént szintetikusan eldallitani.
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Ha rendelkezésiinkre all a kivanatos tulajdonsdg DNS alakjdban, melyet tehat
eukariotdknal vagy szintetikusan vagy mRNS-r6l reverz transzkripcioval allitunk el6, akkor a
DNS darabot tobbszor fel kell szaporitani, azonosan masolni, klénozni kell, hogy elegendd
mennyiségben megkaphassuk. A génklonozas tobb 1épés utan altalaban baktériumokban
torténik.

4.3 A rekombinans DNS eloallitasanak modszerei

A rekombinans DNS (rekombindns = ujrarendezett) kiilonb6z6 eredeti DNS
molekuldk 0Osszekapcsolasat jelenti. Eldallitasat a restrikcids enzimek felfedezése tette
lehetové. Felfedezoik (a svajci Arber, az amerikai Smith és Nathans) 1978-ban orvosi Nobel-
dijat kaptak. A restrikcios (korlatozd) endonukledzok olyan DNS bont6d enzimek, melyek a
kétfonalas DNS-en beliil 4-6 bazisbol all6 meghatarozott szakaszokat ismernek fel és ott a
DNS mindkét szalat elhasitjak. A felismerés és a hasitds szigorian meghatarozott, tehat ha a
sok milliard molekulabdl 4ll6 DNS oldatot egy ilyen enzimmel kezeljiik, akkor minden egyes
DNS molekula ugyanazokon a helyeken hasad el. A hasitds lancon beliil torténik, ezért
endonukledzok. A géntechnologia kialakuldsdhoz éppen ez a specifikus hasitdsi lehetdség
nyUjtotta az alapot.

A restrikcids enzimeket baktériumokbdl vonjak ki és a baktérium latin nevébdl kapjak
neviiket, pl. EcoRI (Escherichia coli) és Smal (Serratia marcenscens). Mivel egyes
mikrobakban tobbféle restrikcios enzim is lehet, ezért az azonos baktériumbol kivont enzimek
neve utan romai szamot tesziink.

A restrikcids endonukledzok a géntechnologia legfontosabb eszkdzei, igy intenziv
kutatas folyik ujabb és Gjabb enzimek keresésére. Minden baktériumot megvizsgalnak, amely
nem korokozd. Ma kb. 100-féle kiilonb6zd specifitdsi enzimet ismeriink, amelyek keres-
kedelmi forgalomban kaphatok.

Kiilondsen jelentdsek azok az enzimek, amelyek a kettds szala DNS-t un. palindrom
(gorog, tiikkorszo, visszafelé olvasva is ugyanaz az értelme, pl.: Géza kék az ¢g) szekvencianal
ismerik fel és ezen beliil hasitjak. Igy un. sticky end, ragadés végeket nyeriink, a hasitott DN'S
végén egy rovid egyfonalas egymdssal komplementer szal marad.
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PL.: EcoRI hasitasa:

felismerdhely: 5'...GAATTC...3'
3'...CTTAAG...5'
hasitas utan: 5'...G AATTC...3'

3'...CTTAA G...5

Tehat az EcoRI végigfut mindkét szal DNS-en és ahol a specifitasanak megfeleld
szekvenciat (a leolvasas mindig 5' — 3' irdnyt) talal, ott hasit. A hasitas lekotetlen
komplementer végeket eredményez. Ha egy masfajta pl. allati, ndvényi DNS-t hasitunk
ugyanezzel az enzimmel, ugyanilyen komplementer végeket kapunk. A komplementer részek
kozott megfeleld hiitésnél ¢és sokoncentracional, hisz oldatban torténik az emésztés,
hidrogénhidak keletkeznek, az ,,0sszeragadt” végeket ligdz enzimmel kovalensen Ossze-
kapcsolhatjuk. A DNS-ligaz az 5'-foszfor és a 3'-OH kozti kémiai kotést hozza létre. Igy in
vitro eldallithatunk kiillonb6z6 eredetli rekombinans DNS-t.

Vannak olyan enzimek, pl. Smal, melyek un. tompa (blunt) végeket adnak hasitas utan,
vagyis a DNS teljes hosszaban kétfonalas marad.

PIL.: Smal hasitéasa:

felismerdhely: 5'...GGGCCC...3'
3'...CCCGGAGE...5'
hasitds utan: 5'...GGG CCC...3

3'...CCC GGG...5

Ilyen tompaveégli kétszalas DNS-t kapunk az elézdekben leirt reverz transzkripcio
soran, mikor eukariota mRNS-r0l készitettiink kettds szala c¢cDNS-t é a DNS kémiai
szintézisekor is.

Ezekhez a DNS darabokhoz tUn. farkazdsos modszerrel (tailing) alakithatunk ki
ragados végeket. Egy kettds szalu fragmentum két 3' végéhez pl. egy poli-A szalat
szintetizdlunk a termindlis transzferdz enzim segitségével. A termindlis transzferaz
borjatimuszbol izolalhatdé enzim, mely olyan nukleotidokat told a DNS lanc 3' végeihez,
melyek éppen a reakcidelegyben vannak. A masik fragmentumhoz, mellyel 6ssze akarjuk
kapcsolni, egy komplementer poliT-véget szintetizalnak. Amikor ezeket a fragmentumokat
Osszekeverik, kialakulnak a bazisparok, végiil a két fragmens DNS ligdzzal kovalensen
kapcsolhato, igy 1étrejon egy rekombinans DNS molekula.

Az els6 rekombinans DNS-t in vitro ezzel az utobbi farkazdsos modszerrel Paul Berg
¢s munkatarsai allitottdk el 1972-ben. Berg 1980-ban Nobel-dijat kapott. Berg allati eredetii
tumorkeltd gént kapcsolt Ossze E.coli DNS-ével. Berg nem merte folytatni kisérletét, ha
ugyanis ezt a rekombinans DNS darabot visszaviszi baktériumba, ,¢letre” kelti, ez az
emberiségre sulyos veszélyt jelent, hisz tumorkelté E.coli baktériumok szaporodhatnak el. A
coli baktérium pedig az emberi bélcsatorna kozdnséges lakoja.

Néhany évig tiltva volt mindenféle genetikai manipuldcio. Az 1975-0s, kaliforniai
Asilomarban megtartott konferencian a kutatok megallapodtak, hogy biztonsagi intézkedések
mellett tovabb kell folytatni az ilyen jellegti kutatasokat, betiltva a rakgének vizsgalatat. 1979-
ben ez a szabdly is enyhiilt és jra kezdddtek a rakot okozo génekkel kapcsolatos kutatasok is.

-390 .



Tehat a kovetkezd 1épés az dsszekapcsolt rekombinans DNS ¢16 sejtbe juttatdsa és a
sejttel egylitt torténd felszaporitasa, klonozasa.

4.4 DNS-klonozas

A DNS-klonozas, vagy génklonozas soran az €16 sejtbe bevinni kivant donor DNS-t
egy 6nallo osztodasra, replikacidra képes hordozohoz, vektorhoz kotik €s ezt a rekombinans
vektort juttatjdk be a baktériumba, altalaban E.coli-ba. Ez a bevinni kivant gént hordozo
rekombinans vektor a baktériummal egyiitt szaporodik.

A leggyakrabban hasznalt vektorok a plazmidok. A plazmidok azok a gytri alaka
DNS molekuldk (1-50 kilobéazispar nagysaguak), melyek a legtobb baktériumban megtalal-
hatdk a baktérium sajat kromoszomajan kiviil és 6nall6 osztddasra, replikaciora képesek, tehat
a sejttel egylitt szaporodnak. A plazmidok altaldban egy vagy tobb antibiotikum rezisztencia-
gént hordoznak. A genofortdl stirliség gradiens centrifugaléssal valaszthatok el.

A rekombinans vektor €s altalaban egy izoldlt DNS darab ¢l6 sejtbe juttatdsat, a
vegyszerekkel fellazitott sejtmembranon keresztiil transzformécionak nevezziik. A befogado
recipiens sejtet pedig transzforméansnak. A transzformacié soran a DNS-nek csak egy része jut
be a sejtbe.

A bejutott hibrid plazmid, mely a kivant gént hordozza, a baktériummal egyiitt
szaporodik. Megfeleld higitasnal egy-egy kiilonallé baktériumtelep egyetlen sejt leszarma-
zottja, klonja és tobb milli6 baktériumbol all. A baktériumklonok tehat egyben DNS-klonokat
is jelentenek.

Az eljaras neve génklonozas, hisz a replikacid sordn a vektorba épitett DNS fragmens
szamos masolata, klonja keletkezik. Klonozéasra leggyakrabban hasznalt baktérium az
Escherichia coli, mivel plazmidjai vannak, j6 duplikacids idejii és jol transzformalhato.
Hasznalnak mas baktériumokat (Bacillus, Streptomyces) és élesztét is klonozasra. A donor
DNS-t tartalmazo sejteket megfeleld szelekcioval, altaldban antibiotikum-rezisztencia
markergénre szelektalva sziirik ki.

Ha lehetséges koheziv végeket ado restrikciés enzimekkel dolgoznak a vektor és
donor DNS 6sszekapcsolasakor. De olyan specifitast enzimet kell valasztani, amely nem hasit
a bevinni kivant génbe. Ugyanazzal az enzimmel hasitjdk a donor DNS-t és a vektor-
plazmidot. gy komplementer végeket kapnak, melyek DNS-ligizzal kovalensen
kapcsolhatok. Tehat a donor DNS igy vektorba épithetd, mely transzformdacioval ¢€l6 sejtbe
vihetd.

Osszefoglaloan tehat a géntechnologia (,,genetic engineering”) vagy DNS-kloénozis
olyan biokémiai-genetikai-mikrobioldgiai miivelet, amelynek sordn egy vektor DNS mole-
kuldval bevisziink egy ¢l sejtbe valamely (barmilyen eredetii) DNS-t, mely a sejtben
fennmarad és a sejttel egyiitt tovabb szaporodik.
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4.4.1 Vektorok

Vektorként hasznalhatd barmely DNS szakasz, amely egy adott sejtek beliil (gazdasejt)
képes biztositani barmely egyéb eredetii DNS fragmentum osztddasat azaltal, hogy a két DNS
Ossze van épitve. A vektor DNS tehat a gazdasejtben osztddni tud, restrikcids hasitd helyet
hordozzon és legyen rajta olyan genetikai marker, melynek révén felismerhetdk azok a sejtek,
amelyekbe bekertilt a donor DNS.

A vektorként felhasznalhaté DNS-ek mindig kotve vannak egy adott sejtféleséghez,
minden vektornak megvan a maga gazdasejtje. Vektorként altaldban plazmidot hasznalnak, de
vannak virus, fag vagy kozmid vektorok. Hasznalatosak természetes plazmidok, de mar
kidolgoztak kiilonbozd plazmid-vektor konstrukciokat, melyeket névvel lattak el. Pl.: pBR322
nevll plazmid, mely a leggyakrabban hasznalt plazmid vektor. Elénye, hogy kicsi (4
kbazispar) és két antibiotikum-rezisztenciagént hordoz (ampicillin, Amp” és tetraciklin, Tet"),
és restrikcios felismerdhelyei tobbnyire csak az egyik rezisztenciagént érinti. Ez megkonnyiti
a rekombinans klonok kivalasztasat. Pl. az EcoRV ¢és Tet'-génbe hasit. Tehat ide épithetjiik be
a donor DNS-t. A sejteket transzformalva az ampicillinrezisztens telepeket egyenként
megvizsgaljuk tetraciklin érzékenységre. Az erre szenzitivek hordozzadk az idegen DNS-t, a
rekombinans plazmidot.

A plazmid-vektorok koziil az ipar szempontjabdl nagyon fontosnak az un. kifejezd
vagy expresszios vektorokat tartjuk, amelyek a beépitett géneket miikddésre birjak. A plazmid
maga ugyanis tartalmaz olyan transzkripcids (atird) €s transzlacios (leolvaso) jeleket, melyek
révén a beiiltetett eukariotikus gén miikodni tud baktériumban.

A fagok (baktériumok virusai) DNS-iiket a baktériumba juttatjak, ahol az sokszorosan
lemésolddik. Az ujonnan keletkezett DNS fehérjeburokba keriil és a baktérium elpusztul,
lizal, a sejtbdl kiszabadult utodfagok tovabbi lehetséges gazdasejteket keresnek. Fertézéskor a
fagszuszpenzid megfeleld higitasat baktériummal keverjiikk 0ssze, majd ezt a keveréket agar
taptalajt tartalmazo6 Petri-csészében 10-12 orat 37 °C-on inkubdljuk. A baktériumok egy
Osszefiiggd ,,pazsitot” képeznek ¢és ezen az egyenletes baktériumrétegen kerek kis tarfoltok,
un. plakkok keletkeznek. Egy-egy plakk egyetlen fagbol alakul ki, tehat klonnak tekinthetd,
mint egy baktériumtelep. Egy-egy tarfoltban 10°-10° fag van. Fagvektorok esetén a fag DNS
szaporodasdhoz nem sziikséges génszakaszai helyére épitjilk be az idegen donor DNS-t. A
hibrid DNS-t in vitro pakolassal juttatjuk be a fag kopenyfehérjébe bepakold enzimkivonat
segitségével. A rekombinans DNS-t hordozé fagokat hozzikeverve a baktériumsejtekhez
litikus fertdzés utjan uj fagok szintézise indul meg. A bakteriofagok kozremiikodésével
torténd génatvitelt transzdukcionak nevezziik. Leggyakrabban az FE.coli lambda-fagjat
hasznaljak kloénozasra. A lambda-fagvektorok segitségével 15 kbazisnyi fragmensek is
klénozhatok. Némely emlds gén ennél hosszabb, ezek csak kozmid vektorral klénozhatok,
melyek 44 kbazisnyi donor DNS-t tudnak befogadni.

A kozmid vektor tulajdonképpen egy olyan plazmid, melyet be lehet pakolni lambda-
fag feji fehérjéibe. A gazdasejtje ugyanugy az E.coli. A lambda-fag mindkét végén egyfonalas
komplementer koheziv végeket tartalmaz, Un. cos helyeket. A vektor innen kapta a nevét.
Normalis esetben a fdg szaporodasakor egy hosszu konkatenat keletkezik, mely tobb szaz
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lambda genomot tartalmaz, melyek ezeknél a cos helyeknél kapcsolédnak egymashoz. A
bepakoloenzimek ezt a konkatenat DNS-t a cos helyeknél vagjak el és ezeket az egységeket
csomagoljak be a keletkezd fagfejbe. Tehat a cos helyek sziikségesek csak a DNS fagfejbe
keriiléséhez. Ha tehat ezt a cos helyet beépitjiik plazmidba, akkor a plazmid becsomagolddik
a fagfejbe. A kozmid vektor kicsi (6 kbazis), egy kis plazmidbol (pBR322) konstrualtak. A
vektorba épitve a donor DNS-t és lambda-bepakold kivonatot adva a rendszerhez, mely
felismeri ¢és elhasitja a cos helyek altal kdzrefogott 35-45 kbazisnyi DNS szakaszokat és a
fagfejbe csomagolja. Kisebb méretli DNS nem keriil a fagfejbe, ezért csak eukariota DNS
klonozéasara alkalmasak a kozmid vektorok. A hibrid plazmidot tartalmazo6 faggal fertézik az
E.coli sejteket. Fertézéskor a fagfehérjék befecskendezik a rekombinans plazmidot a
baktériumba, mintha fag DNS lenne. A transzdukcid utdn a DNS mar plazmidként viselkedik
¢s az azt hordozd sejteket szelektalhatjuk a plazmid 4altal hordozott antibiotikum
rezisztenciara.

A lambda-fag ¢s kozmid vektorok a legalkalmasabbak egy egész genomot reprezentald
genomkdnyvtar, klontar vagy génbank készitésére.

4.5 Klontarak, klonszelekcio

Az in vitro rekombinans DNS-technika, a klonozas segitségével 1étre lehet hozni olyan
nagyszamu klonbol allé gyljteményt, klontarat, mely adott valosziniiséggel tartalmazza az
illetd organizmus tetszéleges génjét. A klontar (génbank) reprezentalja valamely €161ény teljes
genomjat, hosszu ideig tarolhato egyedi klonok formajaban, igy egyes gének klénozasdhoz
nem kell eléallitani az Gsszes lehetséges klont. A kivant gén, tehat nem tiszta formaban van
jelen, hisz a klontar készitésekor egy genombdl restrikcids enzimmel eldallitott kisebb-
nagyobb DNS toredékek heterogén populédcidja all rendelkezésre, amelybdl véletlenszeriien
kapcsolddnak be a darabok a vektorba.

Az elsd klontarat 1974-ben készitették Kalifornidban plazmid vektorral. Ez a klontar
ma is létezik, az E.coli baktérium génjeit képviseli, 2000 klonbol all. Ez a 2000 klon 99,9%
valoszinliséggel tartalmazza az E.coli barmely tetszéleges génjét. A 45 db Petri csészén
vannak elhelyezve a sorszamozott baktériumtelepek. Az Gjabb klontarak mar lambda-fag vagy
kozmid vektorokkal késziilnek. A plazmid vektorok nem a legjobbak klontar készitésére,
mivel a beépithetd DNS mérete nem haladhatja meg a 8-10 kbazist. A lambda-fag és kozmid
vektorokkal 20-40 kbazisnyt DNS darabokat is lehet klonozni, ami azt jelenti, hogy sokkal
kevesebb klonra van sziikség azonos mennyiségii DNS kldénozasahoz. Az elébb emlitett E.coli
klontarahoz kozmid vektorral 500 telep is elegendd. A lambda-faggal készitett klontaraknal
tehat a klonokat tarfoltok formajaban kapjuk. A tarfoltokban 1év6 fagokat dsszemossak és ezt
a folyadékot hosszu ideig konnyen tarolhatjdk. A leirt modszerekkel tehat egy olyan
baktérium- vagy fagseregletet kapunk, mely DNS fragmensek formajaban tartalmazza a teljes
idegen (ndvényi, allati) genomot. Ez az illetdé ndvény vagy allat génbankja, klontara. Egy
teljes eukariota genom restrikcids enzimmel hasitott fragmenseibdl késziilt klontar nagyon
sok klont tartalmaz.
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Jelenleg a génklonozas bakterialis rendszerben torténik. Az eukariota szervezetek
génjei darabokban vannak, a kozéjik ¢€kelédott intronok miatt. Egy prokariota nem
rendelkezik azzal az enzimrendszerrel, mely az intronok kivagasdhoz sziikséges, ezért az
intron nélkiili kétfonalas cDNS alkalmasabb arra, hogy vektorba ¢épitve baktériumba
klonozzuk, igy cDNS klontarat készithetiink. Masik lehetdség, a géntermék (a fehérje)
aminosavsorrendjének meghatarozasa, szintetikus DNS eldallitasa és ennek klonozésa.

Mind a reverz transzkripcidval eldallitott cDNS-t, mind a szintetikus DNS-t farkazdsos
modszerrel épitik be a klonozo6 vektorba.

A kapott klontarakbol megfeleld szlirdmodszerrel, klonszelekcioval ki lehet valasztani
a kivant gént hordoz6 klont. A kloénszelekcionak harom f6 modszere van:

- az immunologiai (antitest-antigén reakcio),

- a genetikai (mutdnsok géntermékeinek komplementacioja),

- a biokémiai (nukleinsav hibridizalas) médszer.

A leggyakrabban a nukleinsav hibridizalast alkalmazzak. Alapja, hogy két kiilonbozo
szarmazasu nukleinsav ko6zott, amennyiben komplementer szakaszokat is tartalmaznak,
bazisparosodas lehetséges. Hibridizdlhato DNS ¢és RNS egymassal is. Ha az ismert
nukleinsav-fragmenset radioaktiv izotoppal jelolik, a vele homolog, hibridizaldé fragmens
autoradiografia segitségével elkiilonithetd a tobbitél. A hibridizacidés klonszelekcidhoz
szlikséglink van egy un. hibridiz4cios probara.

Prébanak nevezziik a keresett génnel homolog szekvencidji radioaktiv foszfor-
izotoppal (**P) jelolt mRNS-t vagy cDNS-t vagy E.coli-ban klonozott DNS szakaszt.

A klonszelekcio legegyszeriibb formaja a telephibridizacidos modszer. A rekombinans
plazmidokat tartalmazo baktériumtelepek (klontar) Petri csészékben helyezkednek el
agartaptalajon. A Petri-csészéket egyenként kell atvizsgdlni a kovetkezd modon: a Petri
csészén levd telepeket egy steril barsonykorong segitségével ugyanolyan mintdzatban
atvissziik egy nitrocelluloz hartyaval boritott taptalaj feliiletére. Inkubalas utan ugyanolyan
elhelyezkedésben a nitrocellul6z hartyan is kindnek ugyanazok a baktériumtelepek. A
nitrocellulézt ezutan laggal kezelik, ennek soran a sejtek elpusztulnak, a DNS denaturalodik
egyfonalassa valik. Ez az egyszalas DNS vakuumszarito-szekrényben megszaritva megkoto-
dik a nitrocellul6zon, tehat a DNS az eredeti telepek elhelyezkedése szerint rogziil a hartyan.
A sejtmaradvanyokat lemossak, a nitrocellul6zt a megfeleld radioaktiv mRNS-t tartalmazo
oldatba martjak. Megfeleld koriilmények kozott (hdmérséklet, sdkoncentracid) a proébahoz
hibridizal az a DNS fragmens, mely vele homolog DNS-t tartalmaz. A nem kotddott
radioaktiv mRNS-t (vagy cDNS-t) mosassal eltavolitjak. Rontgenfilmet helyezve a nitro-
cellulézra, az a radioaktiv foltok helyén megfeketedik, ennek alapjan az eredeti Petri csészérdl
visszakereshetd az ¢l0 baktériumtelep, amely a keresett gént hordozza. Végiil ezt a telepet a
taptalajlemezrol leszedik és elszaporitjak.

A génizolalas tehat torténhet a génkonyvtar klonjai koziil, de izolalhat6 a kivant gén a
kromoszomabdl is. A kromoszémabdl torténd génizolalasra nagyon egyszerli megoldast talalt
ki E.M. Southern. Ezzel a rola elnevezett Southern-féle hibridizacioval lehetévé valik egy
teljes eukariota genom restrikcios enzimmel hasitott DNS tomegbdl a kivant gént
kivalasztani. Természetesen itt is sziikség van a kivant génnek megfeleld radioaktiv mRNS-re
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vagy cDNS-re. a Southern-féle lenyomattechnika szerint a nagy molekulatomegii teljes
genomialis DNS-t egy vagy tobb restrikcios enzimmel emésztik. A keletkezett fragmen-
tumokat (szamuk millidos nagysagrendil) gélelektroforézissel méretiik alapjan elvalasztjak
egymastol. A gélt lugban aztatjak, hogy a DNS denaturalédjon, majd rafektetik egy pufterrel
atitatott szlirdpapirhalomra, a gél feliiletére pedig rahelyeznek egy nitrocellul6z membrant. Az
egészet lefedik sziir6papirral, mely elkezdi szivni a nedvességet. A DNS az oldattal egyiitt
mozog és az egyszilas DNS a nitrocelluléz hartyan rogziil. Igy tehat a gélen levé DNS
fragmentumokat valtozatlan mintazatban atvittiik a nitrocelluldzra. A vizsgalt génre specifikus
radioaktivan jeldlt probaval ezutan hibridizaltatjdk a sztirdn 1évé DNS maésolatot, replikat. Az
autoradiografids filmen csak a radioaktiv hibrid molekulak lathatok. Ezzel wvégiilis
meghatarozhatd, hogy a kivant gén melyik elektroforetikus sévban taldlhat6. Az igy
kivalasztott DNS darabot a gélbdl ki lehet oldani, klonozni és manipulalni lehet. A
klénozashoz a hordozd vektorba épitett DNS-t, a vektorba épitéshez felhasznalt restrikcios
enzimmel, kihasithatjuk és gélelektroforézissel elvalaszthatjuk a keletkezett fragmensektol.

A Southern-technika segitségével fedezték fel eukariotakban az intronok 1étét, a
genomialis DNS-klonok és cDNS-klénok méretkiilonbségei alapjan. A kivant gén izolalasa és
baktériumban (E.coli-ban) val6 felszaporitasa, klonozasa utan a kovetkezd 1épés a klonozott
gén beépitése a megvaltoztatni kivant ndvény genomjaba.

4.6 Novényi sejtek géntranszformacios rendszerei

A novények tulajdonsagai nagyrészt a sejtmagban, részben egyes organellumokban
levé DNS-ben vannak koédolva. Az utobbiak az Un. extrakromoszémalis tulajdonsagok
hordozdi, amelyek in vivo anyai tton Oroklédnek. Genetikai manipuldcid tehat harom,
egymastol elkiilonitett helyen, a sejtmag DNS-ben, a kloropasztisz DNS-ben, illetve a
mitokondrium DNS-ben torténhet.

Genetikai manipuldciot novényeknél csak sejtszinten végezhetiink. A merev novényi
poliszacharid sejtfalat enzimes kezeléssel le kell emészteni €s az igy kelezkezd protoplasztok
transzformalhatok. Transzformécioval juttatunk be DNS-klonozaskor donor DNS-t hordozo
hibrid plazmidot E.coli-ba, mely a plazmiddal egyiitt reprikalddott a baktériumban.

A transzformaci6 altalanos genetikai értelmezése szerint azt jelenti, hogy izolalt DNS-
sel géneket, génrendszereket juttatunk be a recipiens sejtekbe, jelen esetben ndovényi sejtekbe.
A transzformalt sejtek felveszik az ixogén DNS-t és sikeres transzformdaciokor az atvitt gén
vagy gének integralddnak a névényi kromoszomalis plasztisz vagy mitokondrialis DNS-be,
replikdlodnak a recipiens novényi sejtekben. A transzformans sejteket ki kell szelektalni a
sejttenyészetbl és beldliik teljes intakt ndvényt regenerdlni szdvettenyésztéssel. A
transzformécié akkor eredményes, ha a regeneralt novényekben a bevitt gén fenotipusosan
megnyilvanul, expresszalodik és ivaros uton 6roklddik.

Az idegen gént tartalmazd egyedet, transzforméns vagy transzgénikus novénynek
nevezziik.

A rekombinans vektor illetve donor DNS bejuttatisa ndvényi sejtbe torténhet
kozvetlen génatviteli modszerekkel vagy kozvetett modon, vektor segitségével.
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4.6.1 Kozvetlen génatviteli rendszerek

A sejtfal nélkiili névényi sejtek a protoplasztok PEG (polietilénglikol) kezeléssel
kozvetleniil képesek felvenni makromolekuldkat, igy a donor DNS-t hordozé rekombindns
vektort is. A PEG val6szinii fellazitja a sejtmembrant.

Az elektroporacio elve, hogy rendkiviil rovid id6tartamt (10 sec) nagyfesziiltségii
impulzusok (0,7 kV/cm? — 3,0 kV/cm?)hatésara a protoplaszt membranjan lyukak keletkeznek,
igy a donor DNS vagy rekombinans plazmid a protoplasztba juthat. Egy specidlis elektromos
kamraban van a protoplasztoldat és az oldatban levé rekombinans vektor DNS koncentracioja
50 mikrogramm/ml. A transzformacio valdszinlisége kicsi, 10°-107.

A mikroinjektalds soran a rekombinans vektor DNS oldatbol nagyon kis mennyiséget
(10° mikroliter) injektalunk be a protoplaszt citoplazmajaba vagy a sejtmagba. Ez a DNS
invert-mikroszkopra szerelt mikroinjektald berendezéssel torténik. A tobb ezer donor DNS
kopiabol mikroinjektalaskor 1-2 az intergalddott kopiak szama. Tehat a transzformacios rata
meglehetdsen kicsi. A mikroinjektalds egy elég drasztikus beavatkozas, hisz a bekeriild idegen
DNS mutagén hatasu, véletlenszerlien integralodik a recipiens ndvényi sejt genomjaba,
megsziintetve egyes génfunkciokat. Az allati sejtekbe (himivarsejtek, petesejtek, zigotak,
embrionalis sejtek) torténd géntranszfert ugyanezzel a modszerrel végzik.

4.6.2 Kozvetett génatviteli rendszerek

A kozvetett génatviteli rendszerekben a DNS-t vektorral juttatjuk be a ndvényi sejtbe.
Elso 1épés a klonozott gén beépitése a transzformacios vektorba.

Jelenleg leginkabb természetes vektorrendszereket hasznalnak: az Agrobacterium
tumefaciens baktérium Ti-plazmidjat ¢és ndvényi virusokat (dohdnymozaik-virus,
kariolmozaik-virus).

A legjobb eredményeket az A.tumefaciens-re alapozott génatvitellel értek el. Az
Agrobacterium tumafaciens egy talajbaktérium, mely a kétszikli ndvényeken gyokérdaganatot
okoz. A daganatképzés eldfeltétele, hogy a novény megsériiljon. A sebreakcido kozben
hatolnak be a baktériumok a szervezetbe és arra késztetik a novényt, hogy kiilonleges
aminosavakat, opinokat termeljen. A baktérium 7i (tumor indukald) plazmidja fertézéskor
bejut a sejtbe. A Ti-plazmidnak egy kis régioja az un. T-DNS (transzformdalé DNS) képes
bejutni a sejtmagba és beépiil, integralodik a novényi DNS-be. A T-régié a talajban €16
baktériumban ,,néma”, nem fejezddik ki, de beépiilve a novényi kromoszémaba atirodik
mRNS-sé és a novénnyel opionokat termeltet, melyek a baktériumok szamara tapanyagforrast
jelentenek.

Mind az opionokat kodold gének, mind a daganatképzést kivaltd gének a T-région
beliil helyezkednek el.
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A Southern-féle hibridizacidval vizsgalva a tumoros sejtek DNS-ét bebizonyitottak,
hogy a T-DNS valéban a sejtmagi DNS-be épiil be, véletlenszeriien, random mddon. Sosem
¢épiil be mitokondridlis €s kloroplasztisz DNS-be.

A T-DNS, ha mar beépiilt a kromoszomaba, a névény génjeként viselkedik és a
Mendel-szabalyoknak megfelelden 6roklodik. A beépiilést a T-DNS két végén elhelyezkedd
hatar vagy border szekvencidk teszik lehetévé. A Ti-plazmidnak ezt a természet adta
transzport mechanizmusat hasznaljak fel a donor atvitelé¢hez.

A T-régiobol restrikcios enzimmel kivagjak a nemkivanatos tulajdonsagokat, mint pl. a
tumorképzd géneket és beviszik helyiikre az E.coli-ban klonozott idegen DNS-t, melyet
ugyanazzal az enzimmel hasitottak. A donor DNS bevitele a T-régioba mikrobiologiai
fogasokkal torténik, homolog rekombinacidé eredményeként. A 1étrejott, most mar a donor
DNS-t tartalmaz6 7i-hibrid plazmidot visszaviszik A.tumefaciens-be.

Ezzel a rekombinans Agrobacterium-mal fert6zik a megsebzett novényt (belekenik a
novény szaran ejtett sebbe) és a daganatsejtekbdl ndovényt reagalnak.

Masik lehetdség, ha a modositott Agrobacterium-ot 2-4 napig ndvényi proto-
plasztokkal egyiitt tenyésztik, amikor is a T-régio és vele egyiitt az idegen gén is bejut a
novénybe. Az eljaras neve co-culture, egyiittes tenyésztés. Az egyiittes tenyésztéssel nemcsak
protoplasztok, hanem steril levélszegmentek, illetve sériilt ndvényi részek is
transzforméalhatok. Pl. sériilt lucernaszardarabokat taptalajban rekombindns A4.tumefaciens-sel
néhany napig razatva értek el leghatdsosabb transzformaciot.

Az A.tumefaciens-re alapozott transzformécids rendszerek hatranya, hogy a baktérium
csak a kétszikli novényeket fert6zi. Fontos kultirnvényeink, mint a kukorica, buza, rizs, stb.
nem transzformalhatok A.tumefaciens-sel.

Egyszikli novényeknél vagy a kozvetlen génbeviteli modszereket vagy ndvényi
virusokat haszndlnak természetes vektorként. Erre azok a virusok alkalmasak, melyeknek
névényben is mikddé szabalyzd szekvencidi vannak (promoter, terminator). Ilyen pl. a
karfiolmozaik virus (CaMV), dohdnymozaik-virus.

Az elézdekben leirt transzformacidés modszerekkel nem tudjuk pontosan irdnyitani,
hogy a kivant gén a recipiens DNS mely szakaszaba ¢épiiljon be, a beépiilés véletlenszerd,
random génbevitel torténik.

Igazi genetikai mérnokségrél, ,,genetic engineering”-r6l ndvényeknél majd akkor
beszélhetlink, ha in vitro helyspecifikus transzformaciot tudunk létrehozni. Ha iranyitani
tudjuk, hogy a donor DNS a genom egy kijeldlt helyére épiiljon be és elére tudjuk, hogy az
egyedfejlodés mely szakaszaban, mely szervben, szovetben fog megnyilvanulni. Az
utobbiakhoz jobban meg kell ismerniink az eukariota gének szabalyzo6 régidinak miitkdodését.
Erre vonatkozdan is vannak mar biztatdé eredmények. A konstitutiv (dllandéan mitk6do)
promotereken kiviil mar ismertek un. szdvetspecifikus promoéterek, melyek a kivant gént a
novény egy bizonyos szdvetében (gyokér, szar, stb.) mitkddtetik. Ismert mar olyan névényi
gén is, a Rubisco nevii promoter, mely csak fény hatasara kapcsolja be a hozza kapcsolt donor
gént. A Rubisco egy CO, fixdlasdban résztvevo enzim génje.

A helyspecifikus génbevitel megvaldsitasara novényeknél igéretesnek mutatkoznak a
transzpozabilis elemek, transzpozonok felhaszndldsa. Az 1950-es évek elején Barbara
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McClintock kukoricaval kapcsolatos munkdi soran fedezte fel, hogy léteznek ,ugrald”
genetikai elemek (ma mar bizonyos, hogy minden él6lényben), melyek a genom kiilonbozd
helyére beépiilhetnek, kikapcsolva a génmukodést, illetve kivalhatnak, igy a gén ujra
kifejezodik. A beépiilés véletlenszerli, random. Ezek az ,,ugrald™ inszercios elemek, [S-elemek
magukkal vihetnek kdzbeékelddott géneket, koztiik rezisztencidt kodolo gént.

Az IS-elemekkel hatarolt DNS szakaszokat transzpozonoknak nevezziik, melyek 3-12
kbazispar nagysaguak és antibiotikum-rezisztenciagént hordoznak. A transzpozon illegitim
(nem homol6g) rekombinacidval barhova beépiilhet a genomba vagy plazmidba, cserélgetheti
helyét, mutaciot okozhat. A beépiilés statisztikus valdszinliségli. A transzpozonok eldnye,
hogy a rezisztencia alapjan nyomon lehet kovetni, helyét endonukleazos emésztéssel s
fragmens eloszlasbol meg lehet hatarozni.

A rekombinans DNS-technikdkban a transzpozonok szerepe egyre nagyobb lesz,
segitséglikkel rezisztencia markergéneket juttatnak be vektor illetve donor DNS-be. B.
McClintock felfedezésének jelentéségét csak napjainkban ismerték el, 1983-ban kapott
Nobel-djijat.

A transzpozon beépiilése helyspecifikussé tehetd, a genom meghatarozott részébe, egy
kivéalasztott génbe ¢épithetd. Ilyenkor a megvaltoztatni kivant klonozott génbe kell a
transzpozont ,,atugratni”, ez E.coli-ban torténik, egy plazmidrdl. A transzpozont hordozé klont
kell a kezelendd sejtbe vinni, ahol homolég rekombinacidval a transzpozon oda épiil be a
kivalasztott genomidlis génbe, ahol a klonozott génben volt, muticiét okozva. Ezzel a
helyspecifikus transzpozonos mutagenézissel novényi sejtben is géneket, DNS darabokat
tudunk behatarolni funkciojuk szerint, megismerhetjiik a szabalyzdszekvenciakat.

s rer

A transzformdcié utdn, olyan kevert sejttenyészetet, populaciot kapunk, melyekbdl a
transzformans sejteket ki kell szelektalnunk. Gyakran az atvitt tulajdonsagra sejtszinten nem
tudunk szelektalni. Ezért a donor DNS-hez vagy a vektorba antibiotikum rezisztencia géneket
épitenek és rezisztenciara szelektdlnak. A szelektalt tenyészetekben, illetve a szovet-
modszerekkel mutathatjuk ki.

Ha a gén integralddik, a kromoszémaba, az izotdppal jelolt donor DNS hibridizalni
fog a transzformans sejt megfeleld restrikcids enzimmel hasitott, a kérdéses gént tartalmazo
DNS fragmentumaval.

Szintén sikeres integracid bizonyithato, ha a recipiens illetve transzformans genomot
ugyanazzal a restrikcios enzimmel hasitjuk és a nukleinsav-fragmenseket gélelektroforézissel
elvalasztjuk. Az integracidval a fragmensek mérete és szama megvaltozik.

A sikeres expressziot Osszfehérje elekroforézissel mutathatjuk ki. A donor gén
expresszioja a recipiens szamara ugyanis egy Uj fehérje szintézisét jelenti és ez 1) elektro-
foretikus fehérjecsik megjelenéséhez vezet.

Az immunologiai modszerrel szintén a sikeres expressziot bizonyithatjuk. A donor gén
expresszidja soran keletkezé fehérje a novény szdmdéra antigén. Tehadt ha rendelkeziink az
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antigénre specifikus antitesttel: monoklonalis ellenanyaggal, akkor az antigén-antitest reakcio
alapjan a novény présnedvében az expressziot bizonyitd géntermék, az antigén kimutathato.

Leggyakrabban markergéneket haszndlnak az expresszid €s integracid egylittes
bizonyitasara. A donor DNS-hez antibiotikum-rezisztenciagéneket kapcsolnak. PI. kanamicin
rezisztenciagént haszndlnak az Agrobacterium-mal torténd géntranszfernél. Sikeres
transzformaciokor tiléld rezisztens sejtek illetve novények keletkeznek.

Genetikai tesztek segitségével a donor DNS ndvényszintli fenotipusos megnyil-
vanulasat bizonyithatjuk, melynek ivaros uton 6roklddnie kell.

4.7 Sikeres novényi géntranszformaciok

A novényi géntechnologidban eddig olyan tulajdonsdgokat manipuldltak ered-
ményesen, melyeket egy gén kodol. Pl. raktarozo fehérjék, betegségekkel, korokozokkal
szembeni rezisztencia, herbicid-, peszticid-rezisztencia, stresszhatasok (sotiirés, hidegtiirés).

A ndvényi géntechnoldgia elsd sikeres eredményérdl 1983-ban szamoltak be, amikor
bab phaseolin génjét sikeriilt napraforgoba atvinni. Késobb szoja glicinin, kukorica zein
génjét expresszaltattdk szintén napraforgdban Agrobacterium transzformacios rendszerben.

Napjainkig taldn a legnagyobb jelentdségli géntranszfer, a Bacillus thiiringiensis
baktérium rovartoxin génjének bevitele dohany plasztisz DNS-ébe. A transzgénikus
dohanynovény termelte a rovarok pusztulasat okozé toxint, vagyis rezisztens lett. A technikai
modszereket a Monsanto cég titkosan Orzi. 1986-ban Belgiumban szamoltak be errdl az elsd
sikeres prokariota-eukariota géntranszferrdl. Sikeriilt ezt a toxin-gént mar repcébe is
transzformalni.

A B.thiiringiensis éltal termelt toxin fehérje jellegli és a rovarok emésztését gatolja,
emberre hatastalan.

Mar elvégezték azt a manipulacidt is, hogy a fény indukalta Rubisco promotert
kapcsoltdk a toxin gén elé, igy a gén csak fény jelenlétében expresszalodik, csak nappal
termeli a rovartoxint, mikor a rovarok taplalkoznak.

Ugyancsak ndvényvédelmi eredmény a dohdnymozaik-virus burokfehérjét kodold
génjének bevitele dohdny protoplasztba. A kialakult rezisztencia azzal magyarazhato, hogy a
dohénysejtekben termel6dd virus burokfehérjékbe a fertézéskor a sejtbe jutd virus genomok
bepakolddnak, igy hatastalanok lesznek. A gyomirtoszerekkel szembeni rezisztenciagének
bevitele jelentds gazdasagi haszonnal jar. Az atrazin rezisztenciagént Amaranthus névénybodl
sikerlilt atvinni szdja protoplasztokba. A glifozat-rezisztenciagént tifusz baktériumtorzsbol
izolaltak és dohanyba épitették, mely rezisztenciat mutatott a glifozat hatdéanyag tartalmu
gyomirtokkal szemben. Egy belga tarsasag kutatdi Strepfomyces baktériumbdl izolalt
foszfinotricin herbicid rezisztenciagént az Agrobacterium Ti-plazmidjaba épitették. A
transzforméans baktériumot egylitt tenyésztve cukorrépa sejtjeivel (co-culture), a novényi
sejtek felvették a herbicid rezisztencia génjét. Hét évig tartott, mig a herbicidtiiré cukorrépat
eldallitottak.

Az egyszikii kukoricat nem fert6z6 A.tumefaciens helyett CaMV (karfiolmozaik-virus)-
re alapozott transzformécios vektorral, elektroporacidval sikeriilt a kanamicin rezisztenciaért
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felelds gént sikeresen bejuttatni kukorica-protoplasztokba és a transzformdns sejtekbdl
rezisztens novényeket regeneralni.

Az egyik legérdekesebb eredmény, melyet 1986-ban koézoltek az USA-ban, hogy egy
¢szak-amerikai szentjanosbogarfaj [luciferaz enzimjének génjét, sikeresen juttattdk be
elektroporacidval dohdny protoplasztba. Fluoreszkaldo dohdny ndvényt tudtak regeneralni.

Hazankban a Szegedi Bioldgiai K6zpontban probalkoztak az ovalbumin tojasfehérje
génjét Agrobacterium-os transzformacidval lucerndba bevinnni. A transzformans névény a
chicken nevet kapta.
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5. Szakkifejezések

Androgenezis: a megtermékenyiilés nélkiil bekovetkezd embriogenezis egyik tipusa,
amely soran az embri6 a mikrospéra egyik sejtjének osztdodasa révén alakul ki.

Aneuploid: a fajra jellemzd kromoszomaszamtol eltérd, annal egy vagy tobb kromo-
szomaval kevesebbet vagy tobbet tartalmaz6 sejt vagy egyed.

Antigén: fajidegen anyag (altaldban fehérje), amely a vérkeringésbe jutva ellenanyagot
(antitest) képzddését valtja ki.

Antitest: az antigén bejutdsa utan a szervezet immunrendszere altal termelt immuno-
globulin (fehérje), mely az antigénnel reagilva, azt megsemmisiteni igyekszik. Az antigénre
specifikus ellenanyag.

Apikalis: csucsi.

Bazisparosodas: a kétfonalas nukleinsavban (DNS) a két egymasra tekeredd szalban
az egyik szal bazisOsszetétele meghatirozza a masikét, a két szal komplementer. Az
atellenben elhelyezkedd bazisok kozott (guaninnal szemben mindig citozin, adeninnal
szemben mindig timin helyezkedik el) gyenge elektrosztatikus kolcsonhatas, hidrogénhid jon
létre. Ez az erd tartja Ossze a DNS két szalat. Nukleinsav-hibridizalaskor a hibrid
molekulaban az RNS-ben talalhat6 uracil a DNS adeninjével parosodik.

c¢DNS: (komplementer) biokémiailag szintetizalt DNS molekula, melyet reverz transz-
kriptaz enzimmel RNS templatrol készitenek.

Dedifferenciacio: a differencidlodassal ellentétes irdnyu folyamat, melynek soran a
specialis feladatot ellato sejtek, szovetek elvesztik sajatos tulajdonsagaikat, funkcioikat.

Differencidlodas: az a folyamat, amelynek sordn a génaktivitasbeli valtozasok ered-
ményeként eltérd feladatot ellato sejtek, szervek képzddnek.

Diploid: olyan sejt vagy szerkezet, amely teljes szami kromoszoma készlettel rendel-
kezik.

Embriogenezis: az embrioképzdodés és embriofejlédés folyamata.

Endogén. belso.

Enzim: biokatalizator. A szervezet biokémiai folyamatait katalizalé fehérje. Tisztitott
enzimekkel, sejtmentes rendszerben szdmos bioldgiai folyamat elvégezheté kémcsében. Pl.
transzlacios kitekkel egy mRNS-rdl fehérje készitheto.

Exogeén: kiilsé.

Exon: a gén mRNS-s¢ atirodé szakaszai, melyeket egymastol kozbeékelt DNS szaka-
szok (intronok) valasztanak el.

Expresszio: a gén fenotipusos megnyilvanulésa, kifejezodése.

Extranuklearis DNS: (extrakromoszémalis DNS) a sejtmagon kiviil talalhatd genetikai
elemek: mitokondridlis DNS, kloroplasztisz DNS. Az altaluk kodolt tulajdonsagok anyai tGton
oroklédnek. Valoszintlileg prokariota eredetiiek.

Fag: virus, mely baktériumokat fertéz. Orokité anyaguk lehet egy- vagy kétfonalas
DNS, vagy egyfonalas RNS. Csak a gazdasejten belill ¢életképesek, felhasznilva a sejt
enzimjeit.

Fenotipus: az egyed megjelenése, melyet a genotipus és a kornyezet kdlcsonhatasa
egyiittesen hatdroz meg.

Gametofiton: a novények nemzedékvaltakozasanak haploid szakasza, fejlddése spora-
bol (mikro, makro) vagy azzal homoldg sejtbdl indul.

Genom: egy €l6lény teljes genetikai alloménya, azaz a gének dsszessége, a sejt Osszes
DNS-e.

Genotipus: az él6lényben meglevd genetikai informaciok Osszessége, mely a kor-
nyezettel kdlcsonhatasban tobbféle fenotipust alakithat ki.

Gélelektroforézis: nagy felbontoképességii elvalasztastechnika nukleinsav fragmensek
¢s fehérjék elvalasztasara. Nagyfesziiltségli elektromos erétérben a gélre (agardz, keményito,
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poliakrilamid) vitt molekuldk mobilitas szerint szétvalnak. Az elektrédak megfeleld pufferbe
meriilnek, kozottiik a gél vezeti az elektromos dramot.

Gén: egyetlen tulajdonsagot meghataroz6 DNS darab. Az intronok felfedezésével a
gén molekularis genetikaban eddig elfogadott fogalma (egy gén = egy polipeptid) megval-
tozott. A gént a jovében, mint az 4tirds és miikodés funkciondlis egységét kell tekinteniink,
mely kozvetve vagy kozvetleniil hatassal van a szintetizdlodd mRNS felépitésére, miikodésére
¢s megnyilvanulasara. A génbe ma mar beleértjiik a szabalyz6 részeket is. A fehérjét kodolo
génszakasz a struktirgén.

Haploid: olyan sejt vagy szervezet, amely redukalt (gamétalis) szamu kromoszdéma-
készlettel rendelkezik.

Heterozigota: diploid allapot, amelyben homolog kromoszomak egy adott gén kiilon-
b6z6 alléljait hordozzak.

Hibridizacio: populdcidgenetikaban: keresztezés két genetikailag eltérd sziilé egyedtdl
szarmaz6 utdd létrehozédsa. Szomatikus sejthibridizécid: sejtfuzios technikaval 1étrehozott,
egyesitett szomatikus sejt. Molekuléris nukleinsav-hibridizaci6: DNS-DNS vagy DNS-RNS
hibridek eléallitasa genom-homologia alapjan, mely a bazisparosodast lehetové teszi.

Hibridoma: egy mieldmasejtet (raksejtet) és egy 1épsejtet fuziondltatva nyert antigénre
specifikus (monoklonalis) antitesteket termeld sejt.

Homozigota: diploid allapot, melyben a homoldg kromoszomak egy adott gén azonos
alléljait hordozzak.

Iniciator kodon: a transzlaci6 folyamataban a polipeptidlanc szintézisének kezdetét
jelzd kodon: AUG, metionint kodol.

Inkompatibilitas: (0sszeférhetetlenség) az ivaros megtermékenyiilés szelektivitasat
biztositdé gat, amely akar az ontermékenyiilést, akar a nemrokon novények kozotti hibridi-
zacidt megakadalyozhatja.

Intakt: ép, sértetlen, teljes sejt, szovet, szerv vagy novény.

Intron: az eukaridtak génjeiben elhelyezkedd DNS szakaszok neve, melyek nem infor-
mativ jellegiick, fehérjévé nem forditodnak le. Még a sejtmagban kivagoédnak az é16- vagy
heteronuklearis RNS-bdl. Az intronok szerepérdl még keveset tudunk.

In vitro: az €16 szervezeten kiviili kisérleti rendszer, amelyben a sejteket, szerveket,
szoveteket a szervezetbdl eltavolitva mesterséges koriilmények kozott tartjak életben és tanul-
manyozzak.

In vivo: az €16 szervezetben lezajlo biologiai folyamatok vizsgalatat célzd kisérleti
rendszer.

IS-elemek: inszercios elemek. Altalaban 2000 bazisparnal rovidebb DNS darabok,
melyek a genomba barhol beépiilhetnek.

Klon: egyetlen sziildi sejttdl vagy szervezettdl ivartalan Gton szarmazé utdodok csoport-
ja. Genetikai anyaguk a sziil6ével megegyez0, homogén.

Kodon: a mRNS bazis- illetve nukleotidtripletjei, amelyek egy polipeptidlanc kezdésre
(iniciator kodon), aminosav beépitésére vagy befejezésre (terminator kodon) vonatkozo
informéciot tartalmaznak. A nukleotidbazisok sorrendje 5' —  3'iranyu.

Komplementer: (kiegészitd) egy adott bazissorrendhez a bazisparosodds szabalyai
szerint hozzarendelhetd kiegészitd nukleinsavszal. Ez a DNS megkett6zddéséhez (replikacio)
nagyon fontos.

Konstitutiv gén.: a sejtben folyamatosan, nem szabélyozottan expresszalodo gén. Fe-
hérjetermékének szintje sejtben allando.

Kromoszoma: a genetikai informaciét tarold strukturalis egység, a benne elhelyezked6
gének kapcsolddasi csoportja.

Mikrosporogenezis: a pollen(mikrospora) képzddés folyamata.

Morfogenezis: a novény egyedfejlodése sordn lejatszodd differencialédas €s nove-
kedés.
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Mutagenek: fizikai és kémiai hatdsok, melyek kovetkeztében a sejtben (szervezetben)
mutaciok jonnek létre.

Mutacio: a nukleotidok sorrendjének vagy szdmanak megvaltozasa, amely 6roklddik,
de nem rekombinacidval jon 1étre.

Organogenezis: a novényi szervek (gyokérzet, hajtasrendszer) kialakuldsanak folya-
mata.

Ozmozis: a viznek vagy mas anyagnak fizikai er6 mozgatta atjutasa valamely hartya-
szerll képleten (pl. sejthartya).

Partenogenezis: a megtermékenyiilés nélkiil bekovetkezé embriogenezis egyik tipusa,
amelynek soran az embrio a petesejtbdl fejlodik ki.

Plazmolizis: a ndvényi sejtek plazmajanak 6sszehuzodasa és a plazmatomlo elvalasa a
sejtfaltol hipertonids, magas ozmotikus értékii oldatban.

Poliploid: olyan genomvaltozas, amelynek eredményeként a sejt vagy szervezet kro-
moszomakészlete részben vagy egészben megsokszorozodik.

Primordium: szervkezdemény.

Promoter: (el6segitd) a DNS-nek az a szakasza, amelyhez az RNS-polimerdz enzim
kapcsolodik. Ezen a szakaszon kezdddik a transzkripcid, vagyis a mRNS szintézise.

Redifferenciacio: a sejtek, a szovetek és a szervek meghatarozott funkcidinak ismételt
megnyilvanulasa egy dedifferencialt allapot utan.

Rediploidizacio: a haploid sejtek, novények kromoszoémakészletének megkettézésével
visszaall a szomatikus sejtre jellemzd diploid kromoszémaszam.

Rekombindcio: egyes DNS szakaszok cseréje két DNS molekula kozott, melynek
révén a gének kombinacidja megvaltozik. Egymassal homolég DNS molekuldk kozotti
rekombinaciét homolog rekombindcionak nevezziikk. A homoldg szakaszok hosszanak
novekedésével aranyosan né a rekombinacid valdszinlisége is. A nem homolog szakaszok
kozotti rekombinacio az illegitim (térvénytelen) rekombinacio.

Restrikcios enzim: a DNS-t meghatarozott nukleotidszekvencia részeknél bont6 endo-
nukleaz.

Reverz transzkripcio: (forditva atirads) az RNS-tumorvirusokbol kivont reverz transz-
kriptaz enzimmel t6rténd RNS — DNS atiras.

Rezisztens: valamivel szemben ellenallé mutans egyed.

Splicing: olyan Osszeillesztés, mint pl. a filmszalagok 0sszeragasztdsa, amelynek soran
a vagas helye nem ismerhet0 fel, az 6sszeillesztett darabok értelmes informaciot adnak.

Sporofiton: a ndvényi nemzedékvaltakozas ivartalan szakasza, a zigdtabdl fejlodik ki,
diploid.

Szomaklonalis variabilitas: a novény testi (szomatikus) szovetei in vitro kultiraibol
(kallusz, protoplaszt, sejtszuszpenzid) regeneralt novények kozott kimutathatd (genetikailag
determinalt) kiilonbségek.

Szomatikus: testi.

Terminator kodon: stop kéd. A mRNS-ben a transzlacio végét jelzd kodon. Harom
ilyen Kkitiintetett kodon van: ochre (UAA), amber (UAG), opal (UGA) kodonok. A
mitokondrialis DNS-ben mar felfedeztek ezektdl eltérd stop kodonokat.

Totipotencia: a ndvényi sejt azon képessége, hogy megfeleld feltételek kozott teljes
novénnyé fejlodik €s a fajara jellemzd anyagokat szintetizalja.

Transzpozon: olyan IS-elemekkel hatarolt DNS szakasz, amely a genombdl tortént
kivagodas utan illegitim rekombindcioval beépiilhet a genom mas helyeire. A beépiiléshez és
kivagddashoz sziikséges szekvencidkon kiviil mas géneket (altalaban antibiotikum-
rezisztenciagént) hordoznak. Nagysaguk 3-12 kilobazispar.

Vektor: (hordozd) a molekuldris genetikdnak olyan DNS szakasza, mely a gazda-
sejtben 0nallo replikéaciora képes, rendelkezik restrikcids enzimek hasitohelyével és bizonyos
markerekkel, melyre szelektalni lehet az 6t hordozo sejteket. Vektor lehet plazmid DNS, virus
DNS vagy kozmid.
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