A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 3dtéplaszt flzid

3.2 Protoplaszt fuzio

Mi lehet ez?

A fuzid sz6 jelentésél mindenkinek van fogalma. Tudjuk, hogy ez valataifé
egyesulést, egyesitést jelent. A biotechnologi&bsejtek, vagy sejtalkotok fuzidjat jelenti.
Maga aprotoplaszt egy sejtfalatdél megfosztott sejt. Egy olyan sajhit csak a citoplazma
membran hatarol, tehat csak a lipid &stéteg boritja.

A protoplaszt sejtfalat mesterségesen tavolitjuksgbntan, maguktol nem jonnek Iétre
protoplasztok. A sejtfalat enzimes kezeléssel b&ntemésztjuk le. Eit a sejt puhava,
deformalhatéva valik, viszkozus folyadékcseppkéengelkedik. Lekerekitett, gdmbdly
alakjat a fellleti feszultség alakitja ki. A segljésen védtelen lesz, tehat ovni kell a
mechanikai hatasoktol, hiszen nincs mechanikaasisbga. Nem szabad keverni, razni, a
folyadékot ovatosan kell mozgatni.

Erzékenyek ezen Kkiviill az ozmbézisnyomasra is (cémkémy cukor oldatokban
tarthatok fenn).

(Kitekintés: az ozmozis jelensége azon alapul, hogykét kilonbé& koncentracioju oldat
erintkezik, akkor az 6nként végbe midolyamatban a koncentraciok kiegyeétinek. Ha az
oldott anyag szét tud terjedni a folyadék teljgfotgataban, ez a folyamat a diffuzio. Ha az
oldott anyagot valamilyen membran megakadalyozzdifi@izioban, akkor viz kezd el
vandorolni, a toményebb oldat felhigitasanak irbiayad Ha a membran altal hatarolt tér zart,
akkor a bearamlod viz nyomast (= 0ozmaozis nyomas)étoe.)

Mivel a sejten bellil tdmény oldat van, kivilra viz megprébal behatolni, és
felhigitani ezt az oldatot. igy az ozmozisnyomdsilb@ kifelé fesziti a sejtet. Amig megvan
a sejtfal, addig az ellenall ennek a nyomasnakaderotoplasztoknal ez hianyzik, és a
legkisebb nyomas is szétszakithatja a sejtmembrant.

Ezért a protoplasztokat olyan tomény oldatokbantjular melyek ozmotikus
toménysége megegyezik a sejten belibvé&l. Ha toményebb az oldat, akkor kiszivja a vizet
a sejtlél, ha higabb az oldat, akkor a bearamlo viz széipsitja a protoplasztot.

Protoplazmat gyakorlatilag mindenféle séjtblehet késziteni, baktériumokbal,
éleszékbsl, penészekdl, ndvényi sejtekdl is. Allati sejteklsl nem is sziikségesddllitani,
mert alig van sejtfaluk. GEénmanipulacioban tipikusanévényi protoplasztokat alkalmazzak.
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2. abra: Egy ndvényi sejt és protoplasztja

A novényi sejt altaldban tégla alaku és vastd® esejtfala van. A génmanipulacio
szempontjabol minket a sejt genetikai anyagai éek, ezért szerepel az bran a
mitokondrium és a zdld szintest is. (Emlékaztendoszimbionta elmélet, Biologia alapjai: a
mitokondriumok és kloroplasztok bekebelezett sejteklyek leegyszésddtek az egyittélés
soran, és ezek mint sejt-szervek dolgoznak a bdfogajtben. Annyira leegysfsidtek,
hogy méar nem sejtsezk, de van egy kis sajat génallomanyuk, kb kétthycayén talalhatd
benniik.). Ezt a DNSt is ki lehet hasznélni a g&métnanipulacié érdekében.

A protoplaszt izolalas, ebéllitas lépései:
El6szor kivalasztjuk a megfelel sejtet. Elvileg barmely sejib elééllithatd, de a
legegyszdibb a laboratériumban nevelt nbvényi szdvettenyééket

Fontos, hogy ezt a folyamatot steril korilményekdb kell végrehajtani, tehat fontos
a steril kdrnyezet biztositasa. Gondolunk itt eilsedényekre, taptalajra (mikrobak ellen
antibiotikumot adnak a taptalajba). Magat a mardipidt is steril levegji térben hajtjdk
végre. Ugyanis, ha a taptalaj nem steril, akkonazmikrobak kénnyen elszaporodhatnak és
tonkretehetik ez altal az egész folyamatot.

A harmadik lépés a sejtfal leemésztése a megfeletimekkel. Ehhez ismerni kell az
adott sejt faldnak kémiai dsszetételét, és eztthemtimeket valasztani.
A negyedik feltétel a kiméletes korllmények biztsd, ugyanis a protoplasztok
mechanikailag sérllékenyek, a pipettazas, centifisy keverés soran nagyon kell rajuk
vigyazni, hogy ne sériljenek.
Valamint az 0todik fontos dolog az ozmotikus védelePlazmolitikumok (= nem
metabolizalhaté szénhidratok (mannit, xilit, szorbdiasznalata (10-13%)). (Kitekintés: a
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xilittel a fogkrémek és rdgégumik édéstanyagakent talalkozhatunk, mint ami megvédi a
fogakat — mert a savképbaktériumok a xiliten nem tudnak szaporodni, savdépezni,
mint a ,normal” cukrokon.) Lehetne glikozt és szaba is hasznalni, de ezeket a sejtek
felhasznaljak, eft az oldatok ozmédzisnyomasa csokken. Ezért ezekek @ sejtfal
regeneralasnal alkalmazzak.

Ha sikerllt leemészteni a sejtfalat, akkor valalamggl kell valasztani a sejteket. A
protoplasztok szerencsére eléggé kisistdiek, a griiségik kisebb, mint a vizé, tgyhogy a
centrifugalas soran a novényi protoplasztok nemlefminek, hanem felllepednek,
felszallnak a folyadék felszinére.
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3. abra: Centrifugalas: BABCOCK-@BEN ,felfugalas”

Az abran egy specialis kénickthatd, a folyadék tetején dsszélgyehéres rétegben
vannak a protoplasztok. Hasznalnak specialis, rsyaamtrifugald csodveket (Gn. Babcock
csovek), ezek sikitett nyakanal jobban 6sszdiyek a protoplasztok.

A protoplasztok tenyésztése

A protoplasztoknak nincsen sejtfaluk, de ha vigydzrajuk, akkor képesek ugyanugy
mikodni, mint az ép sejtek. Tehat anyagcserét falglat ndvekednek, 66 osztédni is
képesek. Protoplaszt csomok jonnek létréliikl A tdpoldatban adunk az ozmézis nyomas
fenntartasa érdekében nem bonthatd cukrokat éskaukkik egy kis bonthaté cukrot is -
tapanyagként. Fontosak még az asvanyi sok, (N, Pa knedgazdasagban ezeketitragya
formdjaban biztositjak a novényeknek, a laborokdmranyi sokat hasznélnak.)

NOvényi hormonokat is adnak a tapoldatba. Az alktervezetekhez hasonléan
novényeknek is vannak szabdlyozé anyagaik, hormgrga ezek bizonyos koncentraciojat
biztositani kell.

A protoplasztok dlallitasat specialis targylemezen, mikroszkop alatthany cseppnyi
folyadékban szoktak végezni. A mikroszkoppal meletefigyelni, hogy mi térténik a
sejtekkel, és hogy mikor milyen stddiumban vannak.
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A protoplaszt fazié
Altalaban nem egy egyed két sejtjét szoktak fudiand, egyesiteni. Mivel a cél egy faj(ta)
genetikai megvaltoztatdsa, igy két kulonbdaj(td)hoz tartozd protoplasztot egyesitenek. A
két protoplaszt beltartalmat egyesitjuk, tehattekki@nallo sejtet sszegyurjuk. Ezt koéen
lesz egy kétszer akkora protoplazma csepp, amiéesdjtmag van, méghozza két kilonboz
mag. Erre a szakkifejezéshaterokarion. A hetero azt jelenti, hogy kiulénb&za karion az a
sejtmag. Tehat kilénbézsejtmagu é@lényrsl beszélink. De az egyéb DNS hordozo6 elemek
is 0sszekeverednek.
A protoplaszt fuzié6 utdn jon a bizonytalansadg, meraporitjuk ezeket a sejteket és az
osztodas soran egy nehezen iranyithaté folyamdik.z& két sejtmag nehezen fér meg
egymas mellett egy sejtben. A sorozatos osztédaansdltalaban a géneknek, a
kromoszémaknak egy része iglik a rendszerl és valamelyik szl fél iranydba fog
elmozdulni a genetikai allomany. Tehéat a legvégalamelyik sz félre fog hasonlitani és
csak néhany gén, vagy tulajdonsag marad meg a nddsikandéra, orokidéen.

A bizonytalansdga a rendszernek az, hogy nagyontodjuk, hogy mi torténik az
osztddas soran. Ez sem egrelmeghatarozott médszer, mert a kombinaciok \e¥letleiien
alakulnak. Es nem tudjukd@ke megmondani, hogy mi marad és mi nem.

4. abra: A protoplaszt fuzio

Az &bran elektromos hatasra bekoOvetkezett protoplasio fazisai lathatdk, de
vannak vegyszeres (pl. poli-etilénglikolos) egyesittechnikdk is. Fent két burgonya-
novenyldl szarmazo protoplaszt fuzidja lathato.

A ndvények totipotensek, ami azt jelenti, hogy dlgye egy sejtbl vissza lehet
nevelni az egész @€nyt. Ezt az allatokkal nem lehet megcsinalni. vényeknél meg lehet
oldani, hogy egyetlen egy sejtb annak genetikai allomanyanak megtartasaval,épddes
technikaval fel lehet nevelni egy teljes névényhely ké$bb ivaros szaporodasra is képes,
tehat viragzik, termést hoz, utddai lehetnek. Aériwilagban ez eqgy oriasicaly.
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Az embernél és az allatokndl az egyeditilse elején magzati korban nagyon sok gén
a mikodése utdn végérvényesen kikapcsolddik. Tehat megsziletiink, génallomanyunk
egy jelends része végérvényesen kikapcsol. Példaul magzatnkban van olyan periédus,
amikor kopoltyltink vannak, ez k&sb végérvényesen #éitik.

Ha egy sejtbl visszanevelhét az egész ndvény, akkor annak minden egyes sejtje
ugyanazt a genetikai allomanyt hordozza. Ennekv@mynek az ivarsejtjei is tartalmazzak a
kromoszoma szerelvényét, tehat a valtozas az Gidkesz.

A regeneracios folyamat éldépése a sejtfal reszintézise. A falszintézisagmaszt
létrejottének pillanatatdl megindul, ha nem akadZkyk meg valamivel. Ezt a természetes
folyamatot meg lehet gyorsitani, egyrészt hormeaalj masrészt a kdzeg o0zmozis
nyomasanak fokozatos csokkentésével. (Pl. a 9 Yapinitot a hetenkénti atoltdsnal 6, majd
3 %-ra csOkkentik.)

Tobb hét szikséges ahhoz, hogy a sejtfal vissz@épiA regeneraldodo sejtekéblb
sejtcsomoOkat képeznek (szuszpenzios tenyészetafyl kalluszt (= nem differencidlodott
néveényi sejtek egyittesét). Ebehet aztan teljes nbvényt regeneralni.

5. abra: Buzandveény felnevelése protoplasztbdl
Az 5. dbran az A fotdé is egy sejtcsomot abrazoljdvaeket a sejt csomokat taptalajra
tesszik, Petri-csészékbe. A B abran a kis fehéyggtazok névényi sejtcsomok, telepek,
melyek egy mikroszkopikus sejtcsomobdl ddfiek ki. Ez a telep, ha sokaig neveljiuk, akkor
egy furcsa tenyészetet alkot, ezt hivjak kalluszkalusz tenyészetnek. A kallusz tenyészet
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.<dedifferencialodott” ndvenyi szovet, azaz nem igned fel, hogy levél, gytkér vagy
szAallitd szovet. El a kalluszbol lehet a megfetetechnikaval életképes ndvenyt nevelni.
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6. Abra: A protoplaszt regeneralas lépései

Az els protoplasztbdl regeneralt novény a dohany vofidmkutatoknak sikerilt &zor,
1971-ben.

A protoplaszt flzi6 és a keresztezés, mint novémgasétési technika 6sszevetése.
Mind a ketbnél arrél van sz0, hogy két valamennyire kilortbdgivényi egyednek a
tulajdonsagait probaljuk meg 6sszehozni. A kereddies az egy ivaros szaporodas. Egy apai
€s egy anyai ivarsejt egyesitésével hozzuk létsej@t. Ez egy régi nemesitési modszer,
melynek kulcsszerepe volt az U] fajtak megjelenésél protoplaszt fazional pedig két
sejtmagu sejtek jonnek létre.

A kereszteédés csak bizonyos rendszertanilag kdzelallo fafajlk kozott niikodik.

A természet (gyel arra, hogy idegen fajjal toftémeporzas ne torténjen meg
(nbvényanatémiai trikkok és dditések). Tehat a kereszéeZsnek meg vannak a maga
korlatai. De ha tavolabbi fajok keresztezése légrejon nem biztos, hogy az utddok
termékenyek lesznek. PI. a 16 és szamar esetéb@sragr mar nem termékeny

A protoplaszt fuziénal nagyon kulonk®zgyedek sejtjeit is lehet egyesiteni. A
protoplasztfuzid, a sejt egyesités szintjén naggakmindent meg lehet csinalni.

A petunia, mint virdg-, és az egér, mint allatdejtelehet egyesiteni. A genetikai
szempontbdl tavoli egyedek egyesitése utan jon pmbléma, hogy ezekba sejtekidl,
nagyon nehéz noveényt regeneralni. Egyéb példak:

Sargarépa-arpa. (ez egy kétszéls egy egysziknévény egyesitése).

Szoéja-repce (mind a kéttkétsziki) és a kukorica borsé parositasa sem hoz ki
hasznalhatdé eredményt. Gyakorlati jetexdgik nincs.
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Ha sikerll is felnevelni a novényt nem biztos, hagg normalis lesz. Gyakran
eredmény, hogy valamelyik s#ifaj iranyaba fog egysz&stdni a genetikai allomany, a
masikbdl csak néhany kromoszoma marad. Aszimmetrikbrid keletkezik. Ezeki lehet
életképes, szaporodd ndvenyt regeneralni, ami ardors eredeti partnerhez képest csak egy-
két Uj tulajdonsagot hordoz.

Cibridizacié

A cibridizacié a citoplazmikus hibrizidacio rovidft elnevezése. A protoplaszt flzioé
tipikusan a citoplazmak egyesitését jelenti illetviaden, ami a citoplazméban van, az atkerul
a kdzos utddsejtbe. A citoplazméban vannak ezekanyos sejtszervek is. A mitokondrium
és a kloroplaszt, és mivel a mitokondriumban édoaoklasztban is van néhany genetikai
allomany, ezek a plusz genetikai allomanyok is élsszerednek a névényekben. Tehat ez
egy genetikai kombinaciot tesz letwt, hogy a sejtmag az egyik f@ltszarmazik a
kloroplasztok. Ezzel Uj tulajdonsagokat és () kamabiokat lehet Iétrehozni.

Olyan ndvényeknél értek el eredményt, melyeket aégezdasagban nem ivarosan,
hanem vegetativ modon szaporitanak. Amit nem magebhek pl. burgonya, melyet
vetbgumoval szaporitanak, az eper, malnél&zstb. Ezen ndvényeknél lehet hatékonyabban
alkalmazni a proplaszt faziot.

Példa: Virusallo burgonyaddllitasa: étkezési burgonya protoplaszjat egyésitetgy
perui virusallé fajtdval. A viruséllésagot siker@ditvinni az utédokra, a miséget és a
terméshozamot azutan szelekciéval fokoztak. A buygoal a virusmentesség azért érdekes,
mert a vegetativ szaporitasnél a virust az utédrdkli. Pl. elvetiink egy virusos krumpli
gumot akkor az utdd is virusos lesz, mig ha egyimagot vetink el, az nem tartalmazza a
virust. A burgonyanal mar 27 fajta virust azondtdtq a vegetativ szaporitas ,0sszgay, a
virusokat.

Protoplasztfuzio értékelés

Ez sem egy célzott iranyitott beavatkozas. Nem tlehmni, hogy milyen
tulajdonsagok stabilizalédnak végul. Lassu modszeinapokig, évekig eltarthat. A
kiszamithatatlansdga miatt hatranyos tulajdonsé&gatkerilhetnek.

Mar 40 éve mkodik a klasszikus technika. (1971 - japanoké el8vényregeneralas)
Veszélyessége szintén kicsi, mert:

A hibridek kevésbé életképesek, mint a vadtdrzsek,a természetbe kikerilve kevésbé
versenyképesek.

A természetben jelenléwgének a sajat kornyezetikkel egyiitt kertilnek & seftbe.
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