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8. A ndvényi szbvetek tenyésztése

A bioldgiai iparban a kilénféle mikroorganizmusagy |épték alkalmazasa széles kor-
ben elterjedt a legkulonbélb célokra. Kevéshé ismert és alkalmazott, de fetggtiségekkel
kecsegtédt tertilet a nbvényi sejtek és szovetek in vitro észyese.

A novényi szovettenyésztés céljai tulnyulnak aziifgmelés szempontjain:
> Bioldgiai, biokémiai kutatas — sok folyamatot eggiibben és hatékonyabban lehet tanul-

manyozni a teljes névény helyett izolalt szovetségtenyészetekben.

> Unikalis biokémiai utak lehésége — a ndvények biokémiaja egészen mas evoliteibgrt
be, mint akar a mikroorganizmusoké, akar az aflejeké. Nagyon sok olyan Uj enzimet,
illetve termék molekulat talalhatunk, amely egyadiebvilagban.

» Vegetativ mikroszaporitas — a négazdasagban korlatot jelent a vegetativ szaporkidisi
turnévényeknél (pl. burgonya,&#) az, hogy egy kedvézulajdonsagu egyednek csak kor-
latozott szamu utdda lehet. Laboratoriumban ezersz@szthatok a klbnok, igy szapori-
téanyagot biztositanak a nagylzemi termeléshez is.

» Szekunder metabolitok @llitasa — a novények szamos faja termel olyanwsm meta-
bolitokat, amelyeket az emberiség kulonboglokra felhasznal: tartoznak ide illat- és szin-
anyagok, gybégyhatasiu anyagok egyarant. A ndévéngdedr gydgyszerhatdéanyagok
mennyisége az 6sszes, ma ismert és alkalmazotylggtasu vegyiletek kozott igen nagy-
aranyu. Kozuluk sok nem, vagy csak részben altbétszintetikusan, de akad olyan eset
is, amelyben a mesterségesadlitas modja ugyan ismert, de nem gazdasagos esktek-
ben ezeket a vegyulleteket veszélyeztetett, éshaagpn ndveky ndvenyfajok termelik. A
felsorolt problémakra megoldast jelenthet az irouitovényi sejt- €s szdvettenyésztés.

» GM novények dlallitasa — a ndvényi génmanipulécio jelléma sejtszinten torténik, ki-
hasznalva a totipotenciat, a névényeknek azt gtutaagat, hogy egyetlen séjtlmegfe-
lel6 laboratériumi technikaval regeneralhaté a telj@semy.

Az in vitro névényi sejt- és szdvettenyésztésnehrsrs aebnye van, hiszen a tenyészteési
illetve fermentacios kortlmeények kontrollaltak, regukalhatoak, fliggetlenek a természetben
altalunk nem befolyasolhat6 valtozoktdl, mint példaz idsjaras, az évszakok valtakozasa, a
talajviszonyok. A steril korilmények kozott torteazaporitas altal a betegségek megjelenése
is kikliszobolhet, a kartevk, konkurensek tavol tarthatok. Nem sziikséges nordih szerek
alkalmazasa sem. Adott kultirak a megf@al optimalizalt kérilmények kdz6tt igen nagy
termelékenységet és ndvekedést mutathatnak. Optaimltudunk gyorsan ndvekégdsok ha-
téanyagot akkumulalé sejtvonal kivalasztasavakl&almazott taptalaj dsszetételének modo-
sitasdval, a megvilagitas idejének és intenzit&saakoztatasdval, és szamos mas paraméter
segitségeével.

A szamos diny mellett azonban lekiizdefhdhehézségek is akadnak: a gazdasagos ter-
melés megoldasa minden Uj technoldgia, Uj ndvéplatbanyag esetén felmedijprobléma.

A termelt hatéanyagnak egyes esetekben lehet fitate hatdsa (pl. podophyllotoxin), és
egyes esetekben a termék kinyerése is jelenthbtéondt: ha a kérdéses vegyuletet a tapko-
zegbe bocsatjak ki a sejtek, ez egyslabr ha sejten belll raktarozza (pl. vakuélumban), b
nyolultabb. Szintén problémat jelenthet a nbvé&meyi- és szovettenyészetek genetikai instabi-
litAsa. A problémak egy részének kikiiszoboléséb&atssegithet a bioszintetikus Utvonalak
megismerése és megértése, ezek feltérképezésammskutatas foglalkozik.



Pécs Miklds: Biotermék technolégia 2. 8. Novémjivetek tenyésztése

8.1. Torténeti attekintés

Minden sejttenyésztésé@meényeként meg kell emlitentink Schleiden és Schwauim:
kassagatok mondtak ki (1838), hogy mindensény sejtekl all, és éb sejt csak &l sejtldl
keletkezhet.

Az in vitro ndveényi sejttenyésztéssel Gdént Haberlandt (1854—-1945) probalkozott,
eredményeit 1902-ben publikalta. A kisérlet manszel nézve sikertelen volt, a sejtek nem
voltak képesek a mesterséges kdrnyezetben szapobadosztrak botanikus nem tudta, hogy
az intakt névéenydi vett szovetdaraboknak milyen specidlis tapangadrormondlis kérnyezeti
igényeik vannak, ezért mindossze szervetlen s@ktdlmazo taptalajon prébalta azokat te-
nyészteni. Ezen kivll in vitro kdrilmények kozoétaign nehezen tarthatd fajokat valasztott
kisérletehez, s ezekdsen differencialdédott sejtjeit hasznélta fel, milgdeve kevésbé hajla-
mosak osztodasra.

Philip White jelends attérest ért el a terlileten az 1930-as évekhesetikivonatot, sza-
chardzt, és szervetlen sékat tartalmazo folyéképidzegében sikerllt paradicsom hajtascsu-
csabal kultaréat inditania. A kisérlet tébb mint efpes idtartama alatt a tenyészetek néveke-
dési sebessége nem csokkent. Eredményei 1939-kisabadat koveien hat héten belil Gau-
theret és Nobécourt francia kutatok hasonlo poeitdédményeket jelentettek meg.

Tulecke és Nickell 1959-es publikacioja azéelsdvényi sejtek nagy léptékszaporitasaval
kapcsolatban megjelent iras. Harom évtizeddelld@snar kifejezetten névenyi sejtek szamara
fejlesztett, akar 75 kbbméteres bioreaktorokbayt fokermelés.

Az el ndvenyi sejtfermentacids technologiavaladlitott terméket a japan Mitsui Petroche-
mical Industries hozta kereskedelmi forgalombd.itvospermum erythrorhizoaltal termelt
sikonin nevi vegyiletet Japanban sérulések kezelésére, ilhetggomanyos selyemfestékként
hasznaljak. A japan kozmetikai ipar 1984 6ta alkadra a_ithospermunsejtek altal in vitro
termelt sikonint ajakrizsok szinezésére. Becslézekint a sikonin termelés esetében az in
vitro megoldas korllbelll 800-szor hatékonyabb, trairvegyilet szabad foldon termesztett
novényekdl vald kinyerése.

Ma a technologia egyik legsikeresebb alkalmazassegeelentl a paclitaxel (taxol) gyartasa.
A vegyulet meglehésen draga gydgyszer, melyet hatékonyan alkalmaaizakyos raktipu-
sok kezelésében. A paclitaxel legfeljebb félsziktetan eballithatd vegyiilet, prekurzorait
mindenképp novényi sejte&b(Taxusfajok) sziikséges kinyerni.

8.2. A ndvényi tenyészetek fajtai

8.2.1. Explantatum

Novenyi szovettenyészet inditasahodsebr is szikség van explantatumra. Ezek az in-
takt ndvénybl szarmazo sejtcsomok illetve szévetdarabok, niglsh in vitro tenyészet meg-
felels korilmények kozott létrejohet. Az explantatum sz@zhat a néveny barmely résékb
beleértve a hajtasokat, leveleket, széarat, viragpbkereket, differencialédott és differen-
cialatlan sejteket is, amelyek osztodasra képesekivényi részek kivagasat szigoruan steril
kortlmények kdzott kell végrehajtani. A kivagotiveény darabot steril tptalaj fellletére, vagy
steril tapoldatba helyezik. Az életben tartas fele hogy a sejtek szamara minél pontosabban
reprodukaljdk az eredeti, a névénybersl&brnyezetet, a kémiai és fizikai paramétereket.
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1. abra Explantatumok polaritdsa

Sok névenyi explantatupolaritast mutat. Ez azt jelenti, hogy az adott szerv nodéke
iranya meghatarozott. Azaz a névénydarab ,emléeksaiia, hogy melyik vége (polusa) allt a
csucs (novekedvég) felé és melyik a bazis (rogritesz) fele. Az élbbi irAnyban fejleszt
hajtast, az utobbi iranyba pedig gyokérkezdeménydleg- =
jegyzend, hogy a polaritas iranya a talajszintnél megfardul . Roecal
talaj feletti részeknél a fdélsvég a hajtas oldal, a fold alatt vi —
szont az alsé, a gyokércsucs felé allo vég indukkédésnek.

8.2.2. Merisztéma

Az explantatum egyedi esete, a novéilgpecialis, osz- :’::‘;:'If:m
t6dd, még differencialatlan sejteket tartalmazaévemt vagnak '
ki. Ezek az aktivan novekédhajtas- és gyokércsucsok belsej
ben taldlhatéak, de inaktiv allapotbandévriigyekbl és alvo-
ragyekldl is izolalhatdk. Ezek a sejtek hasonloak az afiatir-
vezetekéssejtjeihez, az osztddas utan nem mentek at szd

differencialédason, de erre sok iranyban is képesek Apical
mefsiem

e B

Merisztémabol viszonylag konnyen regeneralhato
egész ndvény. Igy kuléndsen alkalmasak vegetakvaszapo-
ritasra.

2. abra Merisztémak
elhelyezkedése
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3. 4bra Merisztéma szovetek elhelyezkedése a rbeskesokban
FAGYASZTAS ES KRIOPREZERVACIO
- merisziéma ' '
\izolélés —
E _*é _‘
‘ . -196
elékezelés
és
krioprotektiv
anyagok
FAGYASZTAS
. ES
TAROLAS
L 40°c
— | P
H H H 9
merisztéma tenyésztés olvasztis

4. dbra Merisztémak taroladsa mélyfagyasztassal

Merisztéma &llapotban a nodvényi sejtkultirak métyd jol tarolhatdk, alkalmasak
sejtbankok kialakitdsara. A tarolasla@dszitését még a kioperaldstelmeg kell kezdeni.

4



Pécs Miklds: Biotermék technolégia 2. 8. Novémjivetek tenyésztése

Célszeti a névényt harom napig +4 fokon tartani, igy noe@lha talélés valészirsége. A
kioperalas utan a sejteket ddzegbe helyezik. Az oldat a tapanyagokon (szachasvanyi
sOk) kivul ozmolitikumokat (glicerin, mannit, sza)bés krioprotektiv anyagokat (dimetil-
szulfoxid) tartalmaz. A tarolasdmérséklete -196 °C (cseppfolyés nitrogénben). Bsmpas
sebessége a novéalflgg. A ,fokozatos” fitésnél edbb 1 °C/perc sebességgelilék -35
°C-ig, majd 30 perc tartas utan teszik a folyéknitypgénbe. A ,direkt” fagyasztasnal azonnal
belemartjdk a cseppfolyds nitrogénbe. Ezeradrsékleten a tenyészet évekig eltarthatd. A
felhasznalashoz a kultarat tartalmazé cstvet 4@dokizfirdben razatva felolvasztjak, a
folyadékot lecserélik, ezaltal eltavolitiak a DM$Onajd a tenyészetet taptalajra helyezik.

8.2.3. Kallusz tenyészet

A kallusz differencialatlan, illetve kulonbézanértékben differencialodott sejtek amorf,
burjanzé csoportja. A kalluszon belil a sejtek gigadag meglehdisen instabilak, a mutaciok
sokkal gyakoribbak, mint intakt novény esetébengtdiels korilmények kézott megindulhat
a sejtek differencidlédasa — erre egyes kallusajllaimosabbak, mig masok kevésbé — melynek
egyes esetekben fontos szerepe lehet a kulturarsdekmetabolit termelésében.

|

*
Egy hdénapon belul kal-
lusz tenyészet fejlédik ki
az explantatumbél. Auxin
(2,4-D) jelenlétébfen.

A kallusz tenyészet 4-6
hetenkénti Jatoltassal”
(szétvagas, friss agarra
helyezés) fenntarthato.
~10 fokon tartva a néve-
kedés lelassithaté.

5. bra Kallusz tenyészetek fenntartasa

A kalluszok legtobb esetben alkalmasak a teljegnyvegeneralasara is.

Attol fuggéen, hogy adott kallusz milyen névényi szervve \difeerencialédasra mutat
nagyobb hajlanddsagot, illetve mely szerv iranyi@oalt meg a differencialédas, megkulon-
boztetliink kulonbdz kallusztipusokat, igy a rooty (gyokér jeltggshooty (hajtas jelld€g,
embryonic (embrid jelle) illetve semleges kalluszokat.

A kallusz kultarék allaga lehet tomar, vagy torékemorzsalodo is. Az ebskalluszokbdl
atoltaskor a szamunkra kivanatos tulajdonsagu diatlkivalasztva befolyasolhato a tenyé-
szet ké8bbi konzisztenciaja. Jellerien a torékenyebb, lazabb szerkézetlluszok idealisak
szuszpenzios tenyészetek inditasara, mivel ezgkidgéjnnyebben elvalnak, azokat kevesebb
stressznek kitéve hozhato létredbégk a lehebleg egyenletesisiisédi szuszpenzio.

Szindk kulonb6& lehet, zold (klorofill tartalom esetén, fotosziritre képes kultlrak),
fehér (fotoszintézisre nem képes kalluszok), vagéb szin (pigmentek, mint szekunder meta-
bolitok termelése esetén).

Kalluszok létrejohetnek természetes korilményelokorertbzések hataséra, fizikai sé-
rilés eredményeképp a gyogyulasi folyamat részekégy in vitro kozvetlendl indukalhatok

5
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a kivalasztott névény kilonbészomatikus sejtjeiid auxinok és citokininek megfelekegyen-
sulyanak alkalmazasaval, am mindenképp osztdédagrask de legaldbbis osztédasra képes
allapotba hozhaté sejtek sziikségesek az indukci&mwaranyok eltolasa az auxinok iranyaba
hajtasszovetek, mig a citokininek aranyanak noeekgyyokérszovetek kialakulasat ered-
ményezi.

Kalluszok in vitro indukalaséara és fenr
tartdsara az idealis a szilard taptalaj. A kallu
indukciohoz alkalmazott idealis taptalaj-0ssz
tétel, és a legmegfeldb kiindulasi szévettipus
az egyes novényfajoknal mas és mas. Ugy
akkor elmondhatd, hogy legtdbb esetben a |
jobb eredménnyel jar6 megoldas szomatik
embrid, vagy a nbvény levelének felhasznala

A tenyészetek fenntartasdhoz sziksé
az idrol idére tortérd atoltds, mely céltol és
noveényfajtél fliggen altalaban 2-6 hetes peric
dusokat jelent. A névényi sejttenyészetek al
adott novekedési gorbék altaldaban igen | y
sonléak a mikroorganizmusokéhoz - ugyanu e a . e
megfigyelheb a lag fazis, a gyorsulo névekede Sy =
szakasza, az exponencidlis ndvekedés szake ~ , 6. abra Tébb hetes kallusz tenyészetek
a hanyatl6 és a pusztulasi fazis -, azonban szdasué sokkal lassabb azoknal.

Az &toltas mindig steril korilmények kozott kelady torténjen, mivel a nbvényi szévet-
tenyésztéshez hasznalt taptalajok a legtébb migeosozmus szaporodasahoz is idealis korul-
ményeket biztositanak. Befértidott kultdra a tovabbiakban nem hasznéalhato feeryésze-
tek tarolasahoz is sziikségesek a steril, jol &lehet, allando kordlmények, legjobb a lég-
kondicionalt helyiség. Megvilagitas nem minden lesetszikséges, ez a kallusz tipusatdl, és a
kisérlet céljatdl fugg.

A kallusz genetikailag modositasaval az anyanovélaydonsagai megvaltoztathatok. A
genetikai médositas ket alapyetszktze a génpuskaval toiégenbeléves, illetve a&gro-
bacterium tumefacientertozése révén annak Tl-plazmidja segitségével tértgmbevitel.
Agrobacterium rhizogengdazmidja pedig alkalmas hairy root kultrak irdéksara is.

8.2.4. Hajszalgyoker (hairy root) kultarak Mﬂwp Yo -

A hajszéalgyokér kultarat akgrobacte- " ‘f
rium rhizogenedert6zés hozza létre. A torz: |
RI (root-inducing) plazmidja beépit néhar
gént a névény genomjaba. Ez nem pusztitj:
a novényt azonnal, hanem dkodését tébb
ponton megvaltoztatja. Egyrészt differenci
I6dast okoz: hajszalgyokér jellgégde rende-
zetlen sejtek halmaza jon létre, ezek gyak
latilag rakosnak tekinthétsejtek. A termé-
szetben az észlelltethogy a ferdzott ndveny
,Kisz6rosodik” (Hairy Root Disease). Ma:
résztl megvaltozik a sejtek anyagcseréj

7. &bra Hajszalgyokeér tenyészet sargarépabol

6
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megindul az opinok (aminosav szarmazékok) b
szintézise, amelyeket a hordoZgrobacterium
hasznal fel thpanyagként.

A mechanizmus analég @grobacterium tu-
mefaciendertézéssel. Ez utdbbi a Tl (tumor indu
kalé) plazmidjaval visz be egy DNS szakas
(tDNS) a ferézott sejt kromoszomalis genomjab:
meginditja az opin szintézist és tumor formaji-s¢ |
burjanzast okoz. ;

A hajszalgyokér tenyészet gyorsan noveks.
€s nagy a termelékenységeitsie még, hogy nincs
szikség fitohormonok adagolasara, a taptalaj €
szeli szervetlen sokbdl all. Hatrany ugyanakke
hogy makroszkopikus szalas szerkezete miatt ¢
kevert, sem air lift fermentorokban nem tenyésztl
t6. Emiatt a tenyésztés |éptékndvelése igen
hézkes. Nagyobb l|épték alkalmazasrol nem

nagy.

8. abra Hajszalgyokér tenyészet
laboratériumi fermentorban

8.2.5. Szuszpenzios tenyészet

A szuszpenziés kultarak hasonlitanak legjc’
ban a mikrobakkal végrehajtott fermentacidkhc
Mégis van kiilonbség, a névényi sejtek rendsze
nem kulonélléan névekednek, hanem sejtcsom¢
alkotnak (akar 50-100 sejt egyutt). E sejtek diff
renciélatlanok, legtébb tulajdonsagukban ig
hasonléak a kallusz kultarak sejtjeihezsdlitasuk
is legkdnnyebben kalluszbdl torténik. A sejtszug
penzié létrehozasahoz célskadrékeny, kdnnyen &
szétes kalluszokat kivalasztani. A szbvetet sejtfe
bontd enzimkoktéllal kezelik, ez fellazitja a saljtf
anyagat és ezzel szétvalasztja a sejteket. Ugya
kor a sérilt sejtfalt sejtek érzékennyé valnakzaz
mobzisnyomasra, ezért ozmolitikumot (pl. szorbitcg
is kell adni tapoldatba. Auxin hatasara a tenyés -
osztodasa felgyorsul, a kallusznal megszokott -
hetes atoltasi ciklus lerévidil kb. két hétre.

Ahhoz, hogy a szuszpendalt sejtek ndveke:
legyenek képesek, sziikséges egy kritikus inokul
méret (10-20%) elérése. Ez alatt a ndvekedeés ¢
laban meg sem indul, de a kritikus feletti, nagyo
inokulum méret tovabbi pozitiv hatdsokkal is jarhi
egyrészt a sejt-, masrészt a szekunder metal
termelés tekintetében is.

9. dbra Szuszpenzids tenyészet
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8.2.6. Protoplaszt tenyészet

Maga a protoplaszt egy sejtfalatol @
megfosztott sejt. A sejtfal hianyaban a citfs
plazmat csak a sejtmembran, a lipid &sité-
teg boritja. Protoplaszt allapotban a sejt
veszti megszokott formajat, és viszkdzus
lyadékcseppként viselkedik. A fellleti fe
szlltség hatasara lekerekitett, gombis zda-
kot vesz fel. £~

Protoplasztok spontan, maguktél ne ﬁ )
jonnek létre, a sejtfalat célzottan, enzim 2
(cellulaz + pektinaz) kezeléssel emésztik
Az igy létrehozott tenyészet rendkivul érz
keny a kil§ hatasokra. A citoplazma memtk
ran kbnnyen szétszakad, ami a sejt puszt
saval jar. Mindenek étt pontosan be kell al
litani a kozeg ozmolaritasat, hogy ne keleéz:
kezzen nyomaskiilénbség a sejten bellili és#
vali tér kozott. Ezt nem-metabolizalhatf
szénhidratok (mannit, xilit, szorbit, 10-13%:&
alkalmazaséaval célsZemegoldani. A szén
forradsként adott szachar6z azért nem meg
lelé, mert az az anyagcsere soran felhasznain-
dik, és a csokkenkoncentraciéval az ozmo
laritas is csokken. A védtelen sejteket 6vni kethachanikai hatasoktdl is, a keverés, razas,
aramoltatas nyirééket hoz létre, ami elszakithatja a membrant. M@upattazast is lassan,
kiméletesen kell végrehajtani, mert a pipetta cHims, a 9k csatornaban a gyors aramoltatas
orvényeket hozhat létre, ami a protoplasztok pugzah okozhatja.

Ha sikerul a protoplasztokat életben tartani, ald@inte azonnal megindul a sejtfal re-
szintézise. A sejtek néhany hét alatt Ujraépitjifadakat. Mas életfolyamatok is zavartalanul
folytatddnak, az anyagcsere, a novekedés, a sejtEzntikodik. A regenerdlodo sejtek a tap-
oldatban @lbb sejtcsomdkat képeznek (szuszpenzios tenyészetidfird taptalajra helyezve
kallusz képadik. Ezekisl lehet kégbb a teljes nbvényt is regeneralni.

10. dbra Novényi protoplasztok

8.3. A ndvényi szovetek tenyésztése

8.3.1. Tapoldatok

A biolégiai iparban a tenyésztési korulmények koeldkent a tapoldat dsszetételét
szoktuk emliteni. A névények alapéeh fotoautotréfok, azaz a fotoszintézishez sziksége
szén-dioxidon és vizen kivil csak szervetlen seareszikséguk. A fotoszintézis gyakran nem
elegend az anyagcseréhez, ezért gyakran adnak a tapoletidratrof szénforrasként szacha-
rozt. A novényeknél ez az univerzdlis cukorforréejgek szamara, ellentétben az allatvilagban
altalanos glukézzal (=vércukor). Az asvanyi sokénikkis mennyiségben sziikségesek a n6-
vényi tenyészetek szamara vitamin és hormon jekegrves molekulak is. Altalanosan elter-
jedt a Murashige - Skoog (MS) tapoldat. Ezt, ilkeennek maodositott valtozatait hasznaljak
laboratériumban és ipari méretben egyarant. Emelldiv szén adagoldsa egyes esetekben
elésegiti a gyokérkégiést.
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8. Novémjivetek tenyésztése

Makrokomponensek, g/l Mikrokomponensek, mg/I
NH4NOs 1,65 Kl 0,83
KNO3 1,9 H3:BO3 6,2
CaCp*2H20 0,44 MnS@*4H-0 22,3
MgSQ*7H20 0,37 ZnSQ*7H0 8,6
NaMoO4 0,25
Vitaminok (mg/l) CuSQO*5H0 0,025
mio-inozitol 100 CoCk*6H20 0,025
nikotinsav 0,5
piridoxin-HCI 0,5 Vas, kelat forméaban
tiamin-HCI 0,5 FeSQ*7H-20 27,8
glycin 2 NaEDTA*2H20 37,3

1. tablazat A Murashige-Skoog tapoldat 6sszetétele

A taptalajba adagolt névényi hormonok kémiailagnés

tastanilag egészen mas jelleanyagok, mint az allati hormo-
nok. B csoportjaik:

- Auxinok
- Citokininek
- Gibberellinek

A tdpkdzeghez adott névényi hormonok altalaban m
terséges auxinok és citokininek: e névényi hormanhledkal-
mazott vegyuletek tobbsége a természetben nerhasdaneg,
de hatasuk kozetiteg megfelel a természetes anyagokén
tovabba egyes esetekben stabilabbak, és sokszékoha
nyabbak azoknal.

Az auxinok a sejtosztédast és a linearis ndvekedést
kentik, ezzel a gyokeér, szar, virag, a gyumolcsshk@desét sza
balyozzak. Kémiailag az auxinok aromas karbonsawmsazé-
kok. A természetben &brduldé molekula az indol-ecetsa
(IAA). Ez szintetikusan is ééllithato, de az a hatranya, hog
bomlékony, a sterilezésnél, illetve a hosszu tertgdsids so-
ran atalakul. Ezért kerestek hasonld hatasu siingseanaldgo-
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kat. Elterjedt a nagyon stabil 2,4-diklor-fenoxisae (2,4-D),
valamint az indol-vajsav (IBA) és a naftil-ecetgd\AA) hasz-
nalata.

11. abra Auxinok

A gibberellinek elsisorban a linearis névekedést, csir?
zast, viragzast, gyumaolcstermeést fokozd hormonakahyag-
cserében nagyon sokféle gibberellin szarmazék Kkedi¢, de
ezek kozul csak néhanynak van tényleges hormorsdnata

taptalajokba a fermentaciésan i$élithat6 GA3 molekulat| H°

adagoljak.

0

T

0 OH

12. abra Gibberellinsav
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A citokininek az auxin hatasat moderaljak. Valojabg
nem is az egyes hormonok koncentracioja hatarozrpanha- hka
tast, hanem a két tipus aranya. Egyutt a sejtoggt@imulal- | =
jak, de a citokininek visszafogjak az auxin altealitott szar- . 1
megnyulast. A névényregeneralasnal az auxin/citolkamany M H
szabalyozza, hogy a kalluszbdl szar vagy gyokér. [€8bb ADENIN
auxin a hajtasok kialakulasanak kedvez, mig azreeixiételé-
vel a gyOkeresedeés indul meg. CH =CH=C

Kémiailag a citokininek adenin szarmazékok, az am t
csoporthoz kapcsolodik egy nagyobb mé&egiolaris oldallanc. R

N" N

A szikségesitaminok kozott talalunk ol kat i::j[%

gesitaminok kozott talalunk olyanokat, a me| | N
lyek az allati/lemberi szervezet szamara is néllidtatlenek oy
(nikotinsav, piridoxin, tiamin), de emellett vannalksak a no- FEATIN

vények szamara fontos anyagok (inozit, glicin) is. ]
MCH ——!\ ]
WMCHg o

~ClHy
™~ CH,GH

M

N..-"‘
o L:j\ilﬁ
8.3.2. Tenyésztési kortlmeények ‘"-N H

A novényi szovetek tenyésztése kapcsan mar enikte
a szukséges sterilitast. A lassan novekdvényi kultirdkat| EINETIN
igen gyorsan tulnévik a konkurens mikroorganizmugoker-
t6zés lehet specifikus, a névényt a természetbergbategit NH—CHg ——@
kartew mikrobak (baktériumok, gombak, virusok) jelenh&tn N
meg. Lehet emellett altalanos is, a taptalajom@dekw mik- | ->
roorganizmusok a novény jelenlétiéfliggetlendl is elszapo- ti‘u N BAP
rodhatnak. A névényi szévetek manipulaciojat a wiikolo- H
giai laborokban megszokott sterilitas fenntartac&ed elvé- ; —
gezni, sterilizalt taptalajokon, zart, sterilizaélényekben, me- 13- abra Citokininek
lyeket csak steril |égtérben (sterilfllke, lamihéx) szabad felnyitni.

A ndvényi tenyészetek ndvekedésének és a terméékeipk is megvan az optimalié-h
mérséklete. Ez igen széles hatarok kdzott mozogkat, 15 és 32C kdzott, célszérminden-
képpen kisérletesen meghatarozni.

A tdpanyagok kozo6tt nem emlitettiik a fotoszintéerstzilkséges szén-dioxidot. Az ese-
tek nagy részében elegénalz atmoszféraban talalhat6é 0,02-0,03% Qi@ egyes tenyészetek
serkentheik a gaztérbe adagolt 1-5% &@al. A ndvényeket korllvévgaztér paratartalma
magas, a laboratoriumi edényeken belil kozel 100%.

A mikrobak szaporitasahoz képest eltérést jeleriv@nyek fényigénye. A névényi la-
boratériumok felszereléséhez hozza tartozik a $yabidatd fényasztal, manapsag mar ledes
fényforrasokkal. Az el&dleges paraméter a fény intenzitdsa. Ennek mérsékzeles hatarok
k6zott mozog, 1-2 ezer luxos megvilagitastol egeRaO0 luxos féenyéig terjedhet. Hatassal
van a névényi szovetekre a fény hullamhossza iekAfény a hajtas, a voros fény a gyokérzet
fejlédését seqiti él

Befolyasolo tényaz a vilagos-sotét peridbdusok hossza is. Ez a temtidsa is valtozé
erték. Az egyenlé kozelében gyakorlatilag allando a napéjegysdd) (12+12 Ora), a mi mér-
sékelt égovinkon a nyari vegetacioéscakban a 16+8 ora jellehza sarkkori zonaban pedig
a megvilagitas akar a 20-24 é6rat is elérheti.

N..-"'
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8.3.4. Laborat6riumi edények, eszkdzok
A noveényi sejtek, szovetek tenyésztésehez hasmséL;:} b
edények hasonlitanak a mikrobiol6giai laborokbam-m
szokottakhoz, de mivel a névények folfelé, a tageil
kiemelkedve is ének, az edények belmagasséagat n.
kell ndvelni, hogy elférjenek benne a névények.efig-
nyek anyaga hagyomanyosan Uveg, ezek ismételten
hasznéalhatdk, mivel dvel sterilezhetk, autoklavozha-
tok. Manapsag elterjedtek az egyszer hasznalatbs
anyag eszkodzok is, amelyeket sterilen szallitadakel-
hasznalas utan a hulladékba keriilnek. Kis névéngkék
tén megfelél a kémcs, hiszen abbandven van fel§ ) » ) )
légtér. Ebbl viszont nehéz a névényt sértetleniil kiemd4- abra Hajtastenyészetek kedimen
ni. A Petri csészék viszont méar csak sejtes

tenyészetek, esetleg kalluszok nevelés
alkalmasak. A Petri csésze klasszikus me
feleléje a novényeknél a konzerviparbe
hasznalatos bétftes Uiveg. Az alja megfele
a Petri csésze méretének, ef6lott van
szont 10-15 cm szabad tér a hajtasok no
kedéséhez. Emellett olcso, konnyen bes
rezhed, anyaga ballo, hiszen a konzerve:
ket is autoklavban sterilezik. Atlatszo, ig
a fotoszintézishez sziikséges fény bejutiia

a novényhez. Az egyediili valtoztatas, ho 15. abra Novények ,béftes” tivegben
a csavarzaras kupakon egy kis lyukat Utnekx,
amelybe egy kis szivacsdugét helyeznek. Ez tetéete-
szi a légcserét a kidlségtérrel, de meg$r a levedt, igy
nem fer6zoédik be a tenyészet. Aimnyag edények ese
tén mar nem ragaszkodnak a hengeres alakhoz, a
szogletes forma jobb helykihasznalast tesz teléet

Ipari méretekben altaldban szuszpenziés tenyé
teket szaporitanak fermentorsieeészilékekben. Leg
tobbszor kever nélkili, air lift megoldasokat alkalmaz
nak.

16. abra Mianyag nevel doboz

11
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8.3.5. A Iéptéknbvelés lépései

Novenyi sejt- illetve szbévetkultirak esetén a l&ptdvelés egyik nehézsége, hogy annak
soran a laboratériumi kérilmények kdzo6tt termedraunkra lényeges produktumok termelése
sok esetben meg#zik. A sikeresség fokméje a produktivitas: amennyiben az a reaktorban
megegyeé vagy nagyobb, mint a rdzatott lombikokban, iavedet sikeresnek tekinthiet

A léptékndvelési folyamat soran &lepésben az intakt néverglzolalt szévetekbl
inditunk kallusz kultarat. Ez a fazis a legalkalaas alapveét mérések elvégzésére, mint a
novekedeési gorbék felvétele, illetve az egyes eaplak termelékenységének folyamatos mo-
nitorozasa, amely alapjan kivalaszthatjuk a tovakién célunknak legmegfeidb sejtvona-
lat.

Ez utan kovetkezik a szuszpenzios fazis. Célsaerdvekedés mértékét tovabbra is el-
lendrizni, egyuttal altalaban a léptekndvelésnek eldbsmakaszaban végzik a legtébb optima-
lizaciot, a korabban szelektalt sejtvonal produtdsanak tovabbi ndvelésének érdekében.

A kovetked fazist a kulonbd méreti bioreaktorok jelentik, fokozatosan névekedve a
laboratériumitél a félizemin at az ipari léptékdgrazatott kulturak bioreaktorba val6 athelye-
zésevel a legnagyobb probléma, amely mar a tapkajaeggalizaciojanal is felmertlt: az egyes
kortlmeények kblcsbnhatasai igen bonyolultak lehletkézel sem biztos, hogy a lebiség sze-
rint azonos korulmeények fenntartasa mellett a té¥kemység nem valtozik. Ekkor (Ujra) opti-
malizalandok a kulttra kortlményei, figyelembe véwzeeddig is jelenlévkorialmények mel-
lett — tApkozeg Osszetételénmerseklet, pH, stb. — azokat a faktorokat is, aelekisebb Iép-
tékii termelésnél még nem voltak jelen — igy a kevesdevie@ztetés megoldasanak a kérdése,
stb. Ekkor donthétel, milyen lesz az optimalis Uzemeltetési médydohatos lzemeltetés
rataplalasos, félfolyamatos vagy szakaszos. A kisebktoroktdl a nagyobbak iranyaba torté-
né leptekndvelésnél folyamatosan figyelemmel kelEkis valamennyi paraméter valtozasat,
és szlikség esetén beavatkozni a folyamatba.

A léptékndvelés soran fontos hatar a megvilagéahstiségének megfinése. Kismeérdgt
Uveg-, vagy ablakkal ellatott fermentorokban mégeteéges a fotoszintézis fenntartasa. Bizo-
nyos meret folott viszont mar technikailag nem sélatdo meg a megfetelilagitas. Szazli-
teres nagysagrendben, illetve efdl6tt mar fém Kégeliben, vilagitas nélkil teljesen heterotréf
anyagcserét folytatnak a sejtek.

8.3.6. Novekedés, sejtaggregacio, falnbvekedés

Novenyi sejtszuszpenziok esetén sokszor megfigiebdalndvekedés és az aggrega-
tumképzés. Az aggregatumok képgeésének oka tobbnyire a sejtek osztédas utanidaétr
nak sikertelensége, vagy extracellularisan kivataspoliszacharidok jelenléte. Az aggregacio
mértéke kilonbdz lehet, a finom szuszpenziotol akar 500 pm-es, vaifjiméteres mérettar-
tomanyig is, nagysagrendileg tobb szaz sejt 6gsadésa altal. Az aggregatumok kégese
flgg a kultara koratol, kéralménysit és a sejtvonaltdl is, tehat célsker Iéptékndvelés fo-
lyaman figyelemmel kisérni a morfologiai valtozasmndjét.

Az aggregatumok jelenléte technoldgiai problémadeatfel: mivel Glepedésre hajlamo-
sak, szikséges a megfél@htenzitasu kevertetés biztositasa, amely azoalsmjtek sérilését
eredményezheti. Problémak Iéphetnek fel a homogetérén is: az aggregatumok belsejében
elhelyezked sejtekhez nehezebben jut el az oxigén, illetvépanyag, a biokémiai reakciok
diffaziolimitaltta valhatnak, amelynek hatdsa megjhatatian.

Mind a falnévekedés, mint a tul nagy aggregatumabl@majara megoldast jelenhet
példaul a pektindz enzim adagolasa. A sejtek biasmyértéli 6sszetapadasa ugyanakkor el-
kerllhetetlen, és szamos folyamathoz elengedhetatie|t-sejt kapcsolat fennallasa.

12
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8.3.7. Levedztetés

A nodveényi sejtkultirak oxigénigénye azok lassu h@dese miatt altalaban kisebb, mint
az aerob mikroorganizmusoké vagy az &séjteké, am a névényi sejtek tébbnyire aggregatu-
mokat képeznek, amelyek kdrnyezetében az oxigénigemgas. A tul magas oxigénkoncent-
racié viszont esetenként akar toxikus is lehetaflagos oxigénfogyasztas nagysagrendje no-
veényi sejtkultirak esetén 3-4 mg/g sejt/6ra. Aezds soran vizsgalando paraméterek a keverés
intenzitdsa, a buborékok mérete és eloszlasakézag oxigénfelvet-képessége, és a hidro-
dinamikai stressz mértéke. Ez utébbi a pektindletilzitott sejtfall sejtek szamara veszélyes
lehet.

A szikséges mértélanyagatadas biztositasahoz a reaktorokban tubalamlast hoz-
nak létre. A megfelélintenzitasu kevertetés feltétlenll sziikségestalsajegfeled oxigén-
és tapanyagellatasahoz, de tgyelni kell a hidrodlikai fesziltségekre: a névényi sejtek a nyi-
rofesziltségekkel szemben sokkal kevésbé ellerdlida

Nagy termelékenységheitrébb sejtszuszpenzio létrehozasa sziikséges, enndiaarza
nagyobb az oxigén-sziikséglete, és nehezebb a mégirlagatadas biztositasa a sejtek karo-
sitasa nélkul. A nagy sefiidiség és a sejtaggregacio nagy viszkozitast eredmielyeezek a
slirti szuszpenzidk a newtonitdl eldéviselkedést mutatnak. A sejtek az alkalmazott fezen
rastol illetve fajtdl és sejtvonaltdl fuggn a fermentacid kébbi szakaszaban poliszacharido-
kat is kivalaszthatnak, ami a viszkozitas hirteleegugrasat eredményezheti.

A tulzott levedztetés habzast okozhat a bioreaktorban, de szeaepe |é fehérjekon-
centracidjanak is. A habkéftés szadmos vegyilet alkalmazédsaval csokkehtlahelyek
azonban befolyasolhatjak a sejtek ndvekedésétefisepesseget, ezért alkalmazasut ¢b-
vabbi kisérletek végzenill, a habképzeés csokkentése melletti tovabbi hatdgskélatara.

8.4. Bioreaktorok
Az els) probalkozasok mikrobioldgiai sejtfermentacios temgiakban alkalmazott reaktorti-
pusok atvételével torténtek. Sokaig azt gondohéky ndvényi sejtfermentécio céljara csak az
airlift tipusu bioreaktorok lesznek hatékonyan hfi@zhatok a névényi sejtek a nyirasérzé-
kenysége miatt, erre azonban ellenpélda a vilatkgglgnleg legnagyobb névényi sejtkultdra-
tizeme Németorszagban, Ahrensburgban, ahol 5 distk@gent-es tartalyreaktort alkalmaz-
nak kaszkadrendszerben, Paclitaxel termelésére.

8.4.1. Kevefs tartélyreaktorok
A mikroorganizmusoknal rendszerint &ltalanosanlaikahat6 kevdis tartalyreaktorok noveé-
nyi sejtkultirdk esetében csak KeKoriltekintéssel hasznalhatok, azok nyirdsérzékeysy
miatt. A keveélapatok tervezése, illetve kivalasztasa sorankaitatrekedni, hogy azok minél
kisebb hidrodinamikai fesziltséget keltsenek a gbea, igy nagyobb keverési intenzitas ese-
tén is a lehét legkevesebb kart okozzak a sejtekben. A féllepirofesziltségek mellett hat-
ranyt jelent még a nagy energiaigény. Ennek ellerérma a gyakorlatban legelterjedtebb re-
aktortipus a novenyi sejtfermentacio terén, mivilméknovelés kbnnyen megvaldsithatd. A
koltsége sem tul magas, és igen sok féle Kevélaszthatd, amellyel nagyban befolyasolhaté
a sejteket érstressz mértéke, kénnyen megvalodsithaté a megiatekertetés.

8.4.2. Airlift reaktorok

Az airlift reaktorok altalanos éhyei érvényesiilnek (kisebb nyiréfesziltség, ninozgo
alkatrész, kisebb energiaigény). Hatranya viszoogy nagy 8risédi szuszpenzidk esetén je-
lentssen csokken a reaktortipus hatékonyséaga.
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8.4.3. Perfuzids bioreaktorok

Ezeket eredetileg e sejtek szaporitasara fejlesztették ki, Iényelgégy a reaktorteret
két részre osztjak egy membran vagy szita segiteégdnely az oxigént atengedi, de a sejteket
nem. Az oxigén oldott allapotban a membranon keiiégzi el a sejteket, igy azok nem talal-
koznak buborékokkal.

8.5. Fermentacios technikak

A szakaszos Uzemeltetési médot a kisérleti fazidiathnosan alkalmazzak, és a lépték-
novelésnél ezt nagyitjak fel, azutan térnek att@ésnikara. Szakaszos izemben mind primer,
mind szekunder metabolitoké@lllithatok. A szubsztrat fogyasa és a sejttomegapmlasa
miatt a korilmények folyamatosan valtoznak. Mér&skkovetve a folyamatot kvantitativ in-
formécidt szerezhetiink az anyagcseté&ddésésl. Ugyanakkor a valtozo kortlmények miatt
csak a folyamat egy szakaszabaikadik optimalisan a rendszer, igy nem mindig ezgh-
tékonyabb megoldas.

Rataplalasos fermentaciot akkor céléizealasztanunk, ha a termelékenységre jétent
hatast gyakorol a nagy indulé szubsztrat konceidtrd&tataplalas esetén is optimalni kell az
adagolast, mert a fellémpzmotikus sokk kart tehet a sejtekben.

A félfolytonos eljarast olyan esetben célszeflasztani, ha a termékképzés a nbvekedés-
hez kotott. Ellenkezesetben, szekunder metabolitoknal kétlépszakaszos, vagy kétlépss
folytonos termelést érdemes megvalositani. Ekkalgizlépés egy ndvekedési kornyezet lét-
rehozasa, melyben a névényi sejteket felszaporitafd masodik |épésként azokat Uj kbrnye-
zetbe, eltéF 0sszetétéltapkdzegbe helyezve meginditjuk, illetve fokozaalaltalunk kinyerni
kivant szekunder metabolit termelését.

Folyamatos fermentacio alkalmazasa altalaban akediéshez kapcsolodoan tertuél
metabolitok esetében célstiede az esetlegesen felié@grmékinhibiciot is ki lehet vele kiisz6-
bdlni. Sejtvisszatartas alkalmazasaval még tovabhias is elérhét mind sejt-, mind termeék-
hozamban.

Napjainkra a legtébb ndévényfaj laboratériuimivitro kultivacidja mar megoldott, ezért
a kutatasok és fejlesztések fokusza folyamatogalodott a termelékenység névelése és a lép-
tékndvelés, az ipari léptékn vitro ndvényi sejtfermentacio megvalositasanak iranyiftig.
mikrobialis sejtfermentacios technologiak esetémegyfeleb bioreaktorok tervezése és lze-
meltetése napjainkra szinte rutinfeladat, névéryjitenyészetek esetében ez joval bonyolul-
tabb, kevesebb ismeret halmozédott fel.

8.6. A tenyészet jellemzése: sejttdmeg mérés

A tenyészetek ndvekedésének mérése nehézkeselila mikrobakndl. A szilard tapta-
lajon nevelt kultirak zoldtémegének mérése csal&léssel, azaz a szovetek karositasaval
lehetséges. A folyadékban szaporodd sejtek mésddssé eltér a mikrobialis sejtszuszpenzi-
oktél. A protoplaszt kulturdak megszamolhatok milalasp alatt Blrker kamraban, vagy akar
citométerrel is. Az ipari Iéptékben is hasznéltszpenzids tenyészetek viszont a sejtek csomo-
sodasa miatt nehezen meédietLemérhetjuk a biomassza nedves és szaraz stéyétjfuga-
lassal Ulepitve a térfogatat. Ezek nem igazan goésonagy felbontdst mérések, nem kilén-
boztetik meg az élés elpusztult sejteket, igy csak tendencidk mégbzésara alkalmasak.
Alkalmazhatunk kdzvetett méréseket, meérhetjiuk atanlkhorofill-, fehérje- vagy DNS tartal-
méat. A sejteket teljesen szétvalasztani csak roddszrzeléssel lehet, példaul krom-trioxidos
melegitéssel. Az igy elpusztitott sejteket azut@gsmamlalhatjuk a szokasos modszerekkel,
mikroszkop alatt, sejtszamlaloval vagy aramlasiroiéterrel.

Még egy egyszérnedves suly meéréssel is jol kdvethdtogy a tenyészetek a mikro-
bakhoz hasonl6an szigmoid gorbe szerint ndvekedhekvekedési gorbe alakulasa, fazisai
mind a kalluszoknal, mind a szuszpenzios tenyékaélgol kbvetheik.
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17. bra Kallusz tenyészet nbvekedése

Szuszpenzios kulturak atlagos novekedési gorbéje
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18. dbra Szuszpenzios tenyészet névekedése

15



Pécs Miklds: Biotermék technolégia 2. 8. Novémjivetek tenyésztése

8.7. Nbvényregeneralas

A ndvényi genetikai manipulacié valtozatos maédsizengt nem térink ki. Valamennyi-
nek kozos eleme viszont, hogy a modositas sejeszititrténik, majd a klonok mésegi és
mennyiségi szelekcidja utdn a kivalasztott sejielebtotipontenciat kihasznalva szdveteket,
illetve egész ndvényt regeneralnak. A novény-regen@nak alapvéen két atja van:

Organogenezis: egy novényi szerv regeneralodikg$biagyokér, hagyma, gumo), ébb
alakitjuk ki az egész novenyt

Embriogenezis: a manipulalt sejtlegy embrio jon Iétre (van sziklevele, gyokere) és
ebl®l lesz a névény.

A novényregenerdlas tobbféle tenyésékib kiindulhat (protoplaszt, kallusz, meriszte-
ma), de mas-mas lépések célér&r

Merisztémabol az organogenezis indithatdé meg kdrtmge A létrehozott novényi ré-
szek azutan kivaléan alkalmasak a vegetativ mikpsdtasra.

Protoplasztok esetében a sejtfal regeneralas wtfusk tenyészet alakithatd ki. Ebb
auxinok (pl. 2,4-D) adagolasaval megindithaté abrmmgenezis. Az auxin és kék féeny hatasara
erteljes hajtasképlés indul meg. Steril
korilmények kozott, kiegészitett MS tapo
daton, 3-5 hét alatt Iétrehozhatd egy mini
lis gyokérzel novényke. Ennek energiaell3
tasa ketis. Felhasznalja egyrészt a tapolds
hoz adott szacharézt, masrészt megindul a
toszintézis is. Ennek @&egitésére, a z0lq
szintestek szamanak novelése érdeké
nagy fényeft biztositanak, ami elérheti :
8000 luxot is. A megvilagitasi ciklus 16+
Ora. A hajtas kifefildése utan kertl sor a gyo
kereztetésre. Az addig fejletlen gyokérzet
vekedésnek indul, ha a t4ptalajban meg
toztatjak a hormonok aranyat, csokkentik
auxin aranyat a citokininekhez viszonyitv
Emellett a kék fény helyett vords fényre va
tanak. Néhany hét alatt kifédik a gyokérzet
is. A ndvényke teljes, minden része kialakui,
elvileg életképes a szabad természetben. Gyakarlatzonban még nagyon érzékeny a
koérnyezeti hatasokra. Emiatt csak egy fokozatoktatési folyamat utan lehet miggazdasagi
termesztésbe venni.

19. dbra GyoOkeresitett tenyészet (alulnézetben)

8.7.1. Edzés, killtetés

Az edényBl kivett ndvényt specialis talajba Ultetik, majdésor fitotronba helyezik. Itt
a fény, a Bmérséklet szabalyozott, de nagyobb legtérben, kipdbatartalom mellett adapta-
I6dik. A kovetked lépés az Uveghaz, a foliasator, amitdkdsa nappali 6rdkra kinyitnak. A
szoktatas eredményekeént a névény ugyanugy keéelett a természetbenéébgyedek. No-
vekszik, virdgot, termést hoz, ivarosan szaporithe!lé elszaporitds utan termeszthet

Erre a hosszadalmas eljarasrédstsban a kialakulatlan vizhaztartas miatt van szgiks
Alapesetben a ndévény a gyodkerein keresztil folyasaat vizet vesz fel, ez felaramlik a leve-
lekbe, ahol a léedgnyilasokon keresztil elparolog. Erre a teny@sdényen belll 100% para-
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tartalom mellett nincs se sziikség, se lébdy. A 1égd nyilasok alland6éan nyitottak, nem za-
rulnak a korilményeknek megfeden. A gyokérzet és a levélfelllet nagysaga nemdiadgtt
0ssze, ha pedig a levelek tbbbet parologtatnak, amrennyit a gydkerek felvesznek, akkor a
noveény elfonnyad és kiszarad. Emellett a kiltalsamd eésodott meg ketlképpen, hianyzik a
viaszos védréteg is. igy védtelen a kartgkkel, korokozdkkal, mechanikai sériilésekkel szem-
ben.
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