Novényi biotechnol 6gi&

A hiotechnoldgiak gazdasagilag és gydgyaszatilag hasznosithatd termékek eldallitasat
célozzadk mikroorganizmusok, novényi és allati sejtek felhasznalasaval. Nagytizemi
szinten valo alkalmazasuk a bioipar kialakulasat tette lehetdvé. Az utdbbi évtizedekben a
biotechnolégiai médszerek sokszinliségét, alkalmazasuk lehetdségeit forradalmasitottak
a genetika és a molekularis biolégia vivmanyai. Kétségkivil, a 21. szdzad a molekularis
bioldgia és a géntechnoldgia szazada lesz.

Az igen valtozatos biotechnoldgiai agazatok kozott kiemelkedd szerepet kapnak a
gyakorlatban a novényi biotechnoldgidk is, szem el6tt tartva a fokozatos népesség
novekedést és — tdbbek kozott — az ebbdl adddd élelmezési problémakat (az emberi
taplaléknak legnagyobb részét kdzvetlen vagy kdzvetett moédon névényi eredetll tapanyagok
teszik Ki).

A korszer( novényi biotechnol6giak alappilléreit anovényi sejt, szovet- és szervtenyészetek
képezik. Ezek a tenyészetek a ndvényrdl levalasztott bizonyos sejtek, szévetdarabok és
szervrészek életben tartasat és novekedését feltételezik a kiilsd kdrnyezettdl elhatarolt
steril (aszeptikus) korlilmények kozott és olyan mesterséges (szintetikus) tapkdzegeken,
melyek tartalmazzak az ép ndvény fejlddéséhez sziikséges szervetlen tapanyagokat,
szerves anyagokat, vitaminokat és névényi hormonokat (auxinokat és citokinineket).

Az izolalt névényi részek tenyésztése a sejtkultirakkal kezdddott. A ndvényi sejtek
fent emlitett kdrilmények kozott torténd fenntartasat és tenyésztését (,in vitro”
technikék) 1902-ben G. HABERLANDT inditotta el. A mddszer jelentdségét abban
latta, hogy a hajtdsos ndvények izolalt sejtjeinek megfeleld tenyésztésével olyan
eredményeket lehet kapni, amelyekb6l a soksejtes organizmusokban lejatsz6do élettani
folyamatokra lehet kdvetkeztetni. Haberlandt kisérletei azonban sikertelenek maradtak,
nem siker(lt a ndvényi sejtek totipotenciajat (a ndvényi sejt rendelkezik az egész egyedre
jellemzd genetikai adottsagokkal, alkalomszerlien Ujra osztddni képes és ugyanolyan
fejlodési potenciaval rendelkezik mint az embrid) bizonyitania, mert tenyészetei
nagyfokuan specializalodott (differencidlt) szodvetdarabokat tartalmaztak és emiatt
sohasem osztodtak. Emellett a hasznalt tdpkdzegek is egyszer(i dsszetétellek voltak,
hianyoztak beldlik a szerves szénforrast biztosité cukrok, a fejl6déshez
nélkilézhetetlen fitohormonok (akkoriban még nem ismertek egyetlen novényi
hormont sem) és vitaminok. Kezdeményezései azonban nem voltak hidbavaléak, mert
Osztonzést jelentettek a késdbbi hasonlo jellegd kutatasokra.

A novényi sejtek totipotencidjat a francia GAUTHERET bizonyitotta kisérletileg;
1939-ben elsdként indukalt steril laboratériumi kdriilmények kdzott kalluszt sargarépa
gyokerébdl (a kallusz differencilatlan, folyamatosan 0szt6dd novényi sejtek tomege).
Ettdl kezdve rohamos fejlddésnek indultak a killonbdzd szdvettenyésztési mddszerek,
Uj taptalajokat dolgoztak ki, fitohormonokat izolaltak, és nemcsak a vegetativ szerveket,
hanem a generativ szerv, a virag egyes részeit is sikeresen helyezték tenyészetbe. Ma mar
szamos hajtasos névénynek (fas szartiaknak, és pafranyoknak is) minden részét lehet
tenyészteni és novekedésik korlatlan idejinek tekinthetd. Az igy regeneralt és felnevelt
novények pedig rovidebb-hosszabb (iveghazi aklimatizacids periédust kdvetden
kitiltethetdk a szabadba.

A szbvettenyésztés fejlddésének koszonhetden a ndvényi genetika és a molekularis
biologia kdzott athidalhatatlannak hitt szakadék megsz(nt. Lehetdvé valt a genetikai
manipulacidval, a génsebészettel kapcsolatos kutatasok meginditdsa a gazdasagilag
hasznos névényfajoknal.
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Az aldbbiakban a legismertebb és a gyakorlatban is a legszélesebb kdrben
alkalmazott névényi biotechnoldgiai eljardsokat mutatjuk be réviden.

Mikroszaporitas

Az egyik legelterjedtebb ndvénybiotechnoldgiai eljaras a mikroszaporitas (,.in vitro
klonozas), melyet az 1960-as évektdl sikeresen hasznélnak a nagyizemi disznévény-
szaporitasban.

Ez a névény kilonb6zd vegetativ szerveinek, szoveteinek tenyésztését jelenti steril
és kontrollalt laboratoriumi feltételek kozott. Elvi lehetdségét az adja, hogy a ndvények
kiloénbozb vegetativ és generativ részei (merisztémak, éllanddsult szOveteket is
tartalmazé szervek, valamint izolalt sejtek), megfeleld mesterséges feltételek kdzott
teljes ndvény-regeneraciora képesek.

A steril vegetativ mikroszaporitas ivartalan szaporodast jelent. lvartalan szaporodaskor
az () egyed nem a zigdtdbol, hanem a szomatikus sejtekbdl alakul ki. Ennek
kdvetkeztében az utddok genetikailag azonosak (ugyanaz a genotipus), elvben sem
egymastol, sem az ,,anyanévénytdl” nem kildnbdznek, ezért kldnoknak tekinthetdk.

A mikroszaporitds azonosnak tekinthetd a hagyomanyos vegetativ szaporitasi
technikékkal. A Iényeges kiildnbség viszont abban all, hogy a szaporitasra felhasznalt
novényi részek olyan kicsik, hogy csak steril kdriilmények kdzétt tarthatok életben (nem
képesek még a mikroorganizmusok szaporodasat gatldé anyagokat termelni) és
nevelhetdk fel. A mikroszaporitas célja a tenyésztett vegetativ szervekbdl, szovetekbdl,
illetve sejtekbdl iddegység alatt a lehetd legtdbb ndvény regeneralasa.

Az ut6bbi negyven év soran (elséként a francia MOREL végzett 1960-ban mikro-
szaporitast), a technikdnak szdmos mddszere alakult ki. Ezek kdziil legaltalanosabban
alkalmazottak a merisztéma- és a hajtastenyészetek.

A merisztématenyésztés fogalom szinonimajaként Gjabban a meriklon (meriklénozas)
kifejezés hasznalatos, mely a merisztéma és klon szavak 0sszevonasabdl szarmazik. A
merisztémak (merizeing, - osztodni) a novények ndvekedési zonaiban (elsdsorban az
embridban, a hajtas- és a gyokércsicsokon) taldlhatd szdvetrészek, melyek sejtjei a
névényi élet egész iddtartamara megdrzik oszt6dd képességiket és a ndvény hosszanti
novekedését, az Aallandosult, kilonbdzd funkciok ellatasara specializalodott
(differencialt) szovetek létrehozasat biztositjak. A klén sz6 pedig egy vagy tobb sejtbdl,
szovettombbdol 1étrejovd Uj egyedet jelent, amely elszaporodva azonos genetikai allomanyu
torzset, sejtvonalat hoz létre. A meriklonozas tehat a gyokér- vagy hajtascsics 0sztodo
sejtjeinek tdmegébdl torténd vegetativ szaporitasi eljarast jelent, amelynek segitségével
0j, azonos génallomanyl ndvények regeneralhaték. Ugyanakkor a meriklonos szaporitas
kival6 maodszernek bizonyult kérokozémentes ndvényi anyag létrehozasahoz, mivel a
hajtascstiicsok merisztémainak legfiatalabb részei baktérium-, gomba- és virusmentesek
még akkor is, ha a ndvény fertdzott.

A hajtastenyészetek gyokér nélkali hajtdsok ndvekedését és fejlddését jelentik
tapkozeghen, steril és kontrolldlt feltételek kozott, illetve 0 ndvényegyedek
regeneralasat.

A hajtastenyészeteket merisztémat tartalmazo ndvényi szervdarabokbdl (embrid,
mag, hajtascsucs, szarcsomo) inditjak. Novekedési Gtemiik az izolalt darab nagysagatol,
a tapkozeg Osszetételétdl és a tenyésztés fizikai kdrilményeitdl fugg. Minél fiatalabbak
ezek a szervek, annél kdnnyebb a szervdifferencialddas indukcidja. A hajtastenyészetek
hosszu id6tartamU tenyésztés soran is megtartjak regeneral6do képességiiket.

A felszaporitott hajtasokat a killtetés elGtt gyokeresiteni kell, mert a hajtasfejlddéshez
szilkséges tapkozegi kiegészitdk altalaban gatoljak a gyokerek kialakulasat és fejlddését.
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A szervtenyészetek kdzil a gyokértenyészet ekkel értek el legel®szor sikereket; a gyokeér
a legkdnnyebben tenyészthetd szerv, és ennek tulajdonithatéan sok novényfaj gydkerét
sikerdilt tenyészetben fenntartani.

Az izolalt gydkerek novekedésének és fejlddésének szabalyozasaban a tapanyagokon
és a hormondlis faktorokon kivil a fizikai feltételek és egyéb tényezdk is szerepet
jatszanak. Szamos megfigyelés szerint a fény gatolja az oldalgydkerek kezdeményeinek
kialakulasat, ezért a gyokérkultirakat rendszerint sotéthen tartjak.

Lomblevelek tenyésztésére szintén mar régen torténtek kezdeményezé kisérletek. Az elsd
eredményes levéltenyészeteket pafranyok, elsdsorban az Osmunda cinnamonea kiralypafrany
leveleivel valositottdk meg. A levélasztott levélrészeket hossz( iddn &t életben lehet tartani.

Kallusztenyészetek

A kallusztenyészetek et tekinthetjilk a szoros értelemben vett szdvettenyészeteknek. Ezek
differencidlatlan, folyamatosan oszt6d6 merisztematikus sejtek témegei.

Kallusztenyészetek szarmazhatnak szarbol, gyokérbdl, embridbol, levélbdl vagy
viragrészbol. Gyakran névényi daganatbol, gubacsokbdl, termések ,,hisa”-bol vagy fas
novények kéreg alatti részébdl nyernek kallusz-kultirakat 2,4-D (2,4-diklorfenoxi-
ecetsav) vagy IES (indol-ecetsav) és citokinin tartalmu téptalajon. Az izolalt névényi
résznek nem allandosult, osztodasra (proliferaciora) alkalmas sejteket kell tartalmaznia.
Ezek rendszerint merisztémas zonak kdzelében vannak.

A sejttenyészet eket tapoldatban valo razatassal, kalluszbél hozzak létre.

Szomatikus embriogenézis

Szomatikus embriogenézisnek nevezzik azt a folyamatot, melynek sordn nem a
zig6tabol, hanem a kifejlett névény testi (szomatikus) sejtjeib8l képzddik az embrid. A
jelenséget elsdnek STEWARD (1958), majd REINERT (1959) figyelte meg sargarépa
sejtkultdraiban. Létrejottében jelentds szerepet jatszottak a tapkozegbe juttatott
kokusztejben taldlhato természetes citokininek.

Elvileg barmely névényi sejtbdl fejlédhet szomatikus embrid, 2,4-D illetve citokinin
tartalm( téptalajon. Mindossze kb. 150 virdgos novényfajnal sikerilt szomatikus
embriogenézis indukalasa.

A szomatikus embridk fejlddésiik soran a zigotikus embrié morfolégiai és fejlodési
stadiumait kovetik nyomon, majd beldlik hajtassal és gyokérrel rendelkez6 ndvények
fejlédnek. Ezéltal egyetlen szar- vagy levéldarabbol mesterséges kdriilmények kozott
szomatikus embriogenézis indukalasaval nagyon sok ndvényegyed nyerhetd, amelyek a
génallomany szempontjabdl azonosak az anyandvénnyel és annak fenotipikus
tulajdonségaival rendelkeznek (klénok). Az igy keletkezett szomatikus embriokbol, melyek
genetikai szempontbdl igen stabilak (nem mutathat6 ki valtozas az 6rokletes anyagban),
megfeleld Osszetétel( tapkdzegen Un. mesterséges magvak (,,in vitro” magvak) nyerhetdk.

Protoplasztizolalas és protoplasztok fuzidja

A korszer(l novényi biotechnol6gidkban a szomatikus és reproduktiv sejtekbdl
izolalt protoplasztokat hasznaljak. A protoplasztok sejtfaluktél megfosztott névényi
sejtek. Ezek kultiraban sok tekintetben gy viselkednek, mint a tenyésztett allati
sejtek, megfeleld mesterséges feltételek kdzott ndvekszenek és osztddnak, homogén
sejtvonalakat —klénokat — hoznak létre, a sejtfal hianya pedig lehetbvé teszi a
génsebészeti technikak alkalmazasat (virus DNS vagy RNS és baktérium plazmidok
bevitele/beépitése a ndvényi genomba, genetikailag transzformalt — transzgénikus —
noévényi organizmusok létrehozasa, stb.).
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Novényi protoplasztok a szOvetekb8l mechanikai vagy enzimes modszerekkel
izolalhatok. Mechanikai izolalasuk gy oldhaté meg, hogy el6szor a sejteket valamilyen
hiperténias oldatban plazmolizaljak, utdna pedig mikrosebészeti eljarasokkal Gvatosan
szétvagjak a sejtfalat. Ezt a mddszert vakuolum (bizonyos novényi sejtek jellegzetes
sejtszervecskéje, mely sejtnedvet, esetenként raktarozott tdpanyagokat tartalmaz) nélkuli
sejteknél (pl. merisztémak) nem lehet felhasznélni. llyen esetben a protoplasztizolélas
enzimes modszerét alkalmazzak. Ehhez azokat az enzimeket hasznaljak, amelyek a
sejtfalak komponenseit bontjak. Leggyakrabban a pektinaz és a cellulaz hasznalatos
egymast kdvetden vagy keverékben egyitt alkalmazva. Izolalas utan a protoplasztokat
olyan folyékony tapkdzegben kell tartani, amelynek ozmotikus nyomésa a
protoplasztéval megkozelitleg azonos, ellenkezd esetben a protoplasztok
szétpukkannak vagy 6sszezsugorodnak.

A steril protoplaszt tenyészeteket rendkiviil sokféle kutatasi célra lehet felhasznalni. A
legizgalmasabb azonban a kiilonbdzd szarmazadsu protoplasztok sikeres egyesitése
(fuziondltatasa - szomatikus hibridizacid). Protoplasztok fuzidjaval —sikerilt a
megtermékenyitésbdl adodd, kilonbdzd fajok kozotti természetes inkompatibilitas
legyGzése. Megfeleld modszerek ismeretesek a flzionalt protoplasztokbdl teljes névény
regeneraltatasara.

Transzgénikus novények létrehozasara, DNS szakaszok bevitelére a novényi
genomba, kdzvetitbként mikroorganizmusokat, leggyakrabban az  Agrobacterium
tumefaciens és A. rhyzogenes ndvénypatogén baktériumokat hasznaljak.

Az elsd izolalt protoplasztokat 1960-ban nyerték, ezt kovetGen CARLSON az
A.E.A -ban 1972-ben sikerrel fuzionalta két dohanyfaj, a Nicotiana glauca és N. langsdorfii
protoplasztjait, és a hibridsejtekbdl sikertlt ] ndvényt, az elsd szomatikus hibridet
regeneralnia. 1978-ban a burgonya Solanum tuberosum) és a paradicsom Lycopersicon
esculentum) protoplasztjait fuzionaltattdk és ezzel megnyilt a kildnbdzd fajokhoz, de
hasonlé csaladokhoz és nemzetségekhez tartoz6 névények hibridizaciéjanak lehetdsége.

Az elsd transzgénikus névényeket 1986-ban allitottak eld.

Haploid névények eldallitasa

Egyszeres kromoszédma-szerelvényl (haploid) ndvények eldallitasat célozzadk a
generativ szervbdl, a virag szaporitd részeibdl létesilt kultirak, a portok és ovarium
tenyészetek.

A portokok meiotikus (redukciés) sejtosztdédashan 1évd sejtjeibdl és a
pollenszemcsékbdl mesterséges taptalajon haploid novények regeneralhatok. A
folyamatot androgenézisnek nevezziik. Ha a haploid ndvényregeneracié az embridzsak
haploid sejtjeibdl vagy a megtermékenyitetlen petesejtbdl torténik, gynogenézisrdl
beszélunk.

A novényi biotechnoldgidk alkalmazasi tertletei

Az izolalt ndvényi tenyészetek gyakorlati alkalmazésa igen széles kord. Napjainkban
leginkabb a szomatikus hibridek, intra- és interspecifikus hibridek, illetve a DNS
transzformacibval létrehozott transzgénikus novények gazdasagi célokra toérténd
felhasznalasara keril a hangsuly.

A meriklbnos ndvényszaporitds gyakorlati felhasznalasara a kertészetben,
diszndvény-nemesitésben és termesztésben keriil sor. A kedvelt orchideak és egyéb
diszndvények vegetativ szaporitasat szinte forradalmasitotta a meriklonos modszer.
Hatdsa a vagott virdg piacdn érezhetd. A hagyomanyos vegetativ szaporitassal
ellentétben a merikldnozés révén rovid idd alatt valamely j6 fenotipusu egyed vagy fajta
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egyetlen példanyabol nagy mennyiségl ndvényi anyaghoz juthatunk. E szaporitasi

maddszer bevezetésével, amely az Uzemi technoldgidk részévé is valt, megnyilt a

tervszer( eldallitas lehetdsége. Hatariddre egységes mindségd, egyidbben virdgzo6 anyag

kerlilhet a piacra. A novények felnevelési ideje is csokken a magvetéssel torténd
szaporitashoz képest.

Manapsag a meriklonozds nemcsak a diszndvények, hanem a fo taplaléknovények
(burgonya, manidka, sargarépa sth.), a gyimolcsfak, diszcserjék és egyéb vadon éId
fasszari novények szaporitasara is elterjedt mddszer. Ez biztositja a patogénmentes,
egészséges novények felnevelését, mivel a hajtascsicsokban levd sejtek részben a
levelek boritasa, részben a fertdzés helyétdl vald tdvolsdguk miatt még a
mikroorganizmusoktél mentesek. Ennek megvalésitasa igen hasznos Iépés, mivel a
kilénb6zd virusok, baktériumok és patogén gombak kartétele igen jelentds. WEISE
szerint a muskatlik merisztémakulttrai (a muskatlit a Xantomonas pelargonii baktériumfaj
nagymértékben karositja) baktériummentes muskatli eldallitisara ,,ma mar nem
jatékszer, hanem termesztési sziikségszerliség”.

A novényi biotechnoldgia alkalmazéasanak leglatvanyosabb és legtobb gazdasagi
hasznot igérd teriilete a genetikai manipulacioval, génsebészettel megvaldsuld
névénynemesités. A molekuléris beavatkozast szenvedett és ezt kdvetden regenerélt
novényeket viszont nem lehet kdzvetlenll felhasznalni a gyakorlatban. Ezen a téren
jelenleg is heves vitak folynak az Egyesiilt Allamok és a gazdasagilag fejlett eurdpai
orszagok kozott. Az eurdpaiak amellett érvelnek, hogy nem lehet tudni hogyan
»viselkednek” a természetes kornyezetben a genetikailag moédositott fajtak és
valtozatok; feltételezhetd, természetvédelmi- és egészségiigyi szemponthol veszélyes
mutansok keletkezése. Elméletileg tehat a mezdgazdasagban csak olyan valtozatokat
lehet termeszteni, amelyek az allami fajtamindsités 3-5 éves kisérleteiben megfeleld
teljesitményt nyujtottak, megfelelnek az eldirdsoknak és fellilmuljak a kdztermesztéshen
levd fajtakat. E téren viszont tovabbi alkalmazott kisérleteket kell végezni.

A novénynemesités mellett varhatdéan a ndvényvédelem lesz az a teriilet, melyben a
biotechnoldgia nagy gazdasdgi eredményeket fog elérni. A modern génsebészeti
technikak felhasznalasaval gyomirtd szerekkel szemben rezisztens, virusrezisztens és
rovarrezisztens transzgénikus novények létrehozasat célozzak. Ez utobbi esetben a
Bacillus thuringiensis inszekticid hatasi fehérjezarvanyaiért felelds gén atvitelével
prébélkoznak a ndvényi genomba.

A fent ismertetett teriletek mellett a ndvényi szovettenyészeteket sikeresen alkalmazzak:
- novényélettani kisérletekben taplalkozasi, egyedfejlodési és anyagcsere problémak

tisztzasara,

- fitohormonok szabalyoz6 hatdsdnak tanulmanyozasara, a hatdsmechanizmusaik
felderitésére,

- alkaloidok és gydgyszeralapanyagok ipari mennyiségQ kivonaséara,

- a természet jelenlegi genetikai valtozatossaganak megdrzésére (biodiverzitas
megdrzeése), ritka és kipusztuldssal veszélyeztetett ndvényfajok fenntartasara
génbankokban, szilkségszer( Ujratelepitések céljabol.

A ndveényi sejt-, szovet- és szervtenyészetek atoltassal tobb évig (de nem végtelen
ideig) életben tarthatok anélkil, hogy a sejtek genetikai alloméanya Iényeges valtozasokat
(mutacidkat) szenvedne. Kimutattak, hogy a mutécios rata nem nagyobb mint magvak
tarolasandl, azaz nem éri el az 5%-ot. A mutaciés rata tovabbi csokkentésére, a
szbvettenyészetek genetikai stabilitdisanak novelésére 1974 6ta a ndvényi anyag
mélyhQtéses tarolasat alkalmazzak. Fagyasztiskor a sejtek anyagcseréje ledll, igy az
Orokletes anyagban bekdvetkezd valtozasok is ki vannak zarva. A ndvényi anyag
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karosodasat ugy akadalyozzak meg, hogy fagyvédd anyagokat (krioprotektiv anyagok)
alkalmaznak a sejtekben esetlegesen bekdvetkezd karos jégkristalyok kialakuldsanak
megel6zésére. ,,In vitro” génbankok létrehozéasara a sejtszuszpenzids kultdrak és a
szovettenyészetek a legalkalmassabbak.

Génbankok mar léteznek a vildgon és ezek koordinalasaval kiiléonb6zd programok
keretében nemzetkdzi szervezet, az 1.B.P.G.R. (International Board for Plant Genetic
Resources) foglalkozik.
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Akti v és csoportos oktatés eljaasok

1.rész
A Firka 2001-2002. évfolyamanak 6. szdmaban lek6z6ltlink egy sor aktiv oktatasi
2002-2003. évfolyaméanak szdmaiban egy sor olyan tovébbi eljarast kivanunk bemutatni,
amelyek az aktiv és a csoportos oktatast segithetik eld. Ezek alkalmazasa révén varhatd,
hogy a szakismeretek megszerzésén tul szakmai jartassagok, Un. kompetenciak
alakithatok ki a tanuldknal.

I. Szévegfeldolgozasi eljarasok

Szbjegyzék. A szojegyzék fontosabb szavak és szakkifejezések listdja, a jelenségek
és az Osszefuggések szobeli leirasanak eldsegitésére szolgal. A  szojegyzéket
leggyakrabban a fogalmak 1épésrdl Iépésre torténd bevezetése és lefrasa érdekében
allitjuk Ossze. A szbjegyzék az Osszefoglalas és az ismétlés soran is hasznos. A
szbjegyzék kildndsen alkalmas a képek, targyak, készilékek és kisérletek leiraséara.

Megvaldsitdsmad: Kép (rajz, grafikon stb.) kiilonbdz6 elemei mellett szamok talalhatok. A
hozzatartozé szojegyzékben talalhatd szavak melletti zardjelbe a képnek megfeleld szdmokat kell
beirni.
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