Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai

Protoplaszt: Sejtfalatél megfosztott,
kivalrél csak sejtmembrannal boritott
sejt. :
Mesterségesen hozzuk létre a sejtfal .
eltavolitisaval. Elveszti az alakjat, =
gobmboly( citoplazma cseppé valik.
Nagyon sérulékeny, érzékeny a:
— mechanikai hatasokra (keverés, -
razas, pipettazas)
— 0zmOzis nyomasra (csak tomény
cukoroldatokban tarthato)

[11/2. Protoplaszt fuzié
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Pécs Miklos: A biotechnolodgia természettudomanyi alapjai 3.2. Protoplasztfiizié

Protoplaszt izolalas, el6allitas

Sejtfal lebontasa:
1. A megfelel6 sejt kivalasztasa

Elvileg barmely sejtbdl elballithato, de a legegy-
szer(ibb laboratériumban nevelt névényi szévet-

tenyészetbol.
2. Steril kdrulmények biztositasa:
Steril edények, taptalaj (a mikrobak ellen antibioti-
kum)
Manipulacio steril levegdjli térben

3. A sejtfal leemésztése megfelelé enzimekkel.
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Protoplaszt izolalas, el6allitas

4. Kiméletes korilmények:
a protoplasztok mechanikailag sériilékenyek, a pipet-
tazas, centrifugélas, keveres, rdzas soran vigyazni
5.0zmotikus védelem:
Plazmolitikumok - nem metabolizalhat6 szénhidratok
(mannit, xilit, szorbit) hasznalata (10-13%).

A glikoz vagy szachar6z erre nem jO, mert a sejtek
elfogyasztjék, ettdl csokken a kdzeg ozmdbzisnyomasa
— elpusztulhat a sejt. Ezért csak a taplalashoz adnak
egy keveset.
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Protoplaszt el6allitas

Centrifugalas: BABCOCK-CSOBEN, ,felfugalas”

A protoplasztok s(irlisége kisebb, mint a cukor oldaté, ezért
feljonnek felszinre. A névényi maradék pedig letlepszik.
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Protoplasztok tenyésztése

A protoplasztot a sejtfal hianya nem akadalyozza a
novekedésben és az osztodasban.

Szénhidratok:

— bonthat6 cukrok — tpanyag (gliik6z, szacharoz,
maltdz v. ezek kevereke) 1-2%

— nem bonthaté cukoralkoholok — 10-13%
Tapoldat: asvanyi sok
Novenyi hormonok

Modszer: mikroszkép alatt, targylemezen, néhany
cseppnyi folyadékban

il BME Allslmaratt Biotechnologia s Flelm: wertndominy Tanaz &l
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Protoplaszt fazio

Protoplaszt fuzid: két protoplaszt beltartalamanak egye-
sitése, fuzigja. Eukariotak esetében a hibridnek két ki-
I6nb6z6 sejtmagja lesz (heterokarion), és tartalmazza
mindkét fél kloroplasztjait €s mitokondriumait is (amelyek
szintén tartalmaznak DNS-t).

A fazi6 utan a hibrid sejt a kbvetkez6 osztodasok soran a
folos szamu kromoszémak nagy részét elveszti, és vala-
melyik szll6 félhez valik hasonléva, csak néhany Uj
gén/tulajdonsag stabilizaloédik. Ez a génmanipulacios
modszer sem célzott, iranyitott, a létrejové utodok tulaj-
donsagai véletlenszerien alakulnak ki. — szelekcio
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Protoplaszt fuziés modszerek

Mikroszkoép alatt, specialis targylemezen, folyadékban
(elektromos és/vagy vegyszeres technikak)

Burgonya PP elektrofuizioja:
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Novenyek regeneralasa protoplasztbol

Az noveényi sejtek kulonleges tulajdonsaga a totipoten-
cia = egyetlen sejtbdl regeneralhatd a teljes névény, ami
azutan kiultethet6, szaporithat6. -

Egy megvaltoztatott tulajdonsagu sejtbdl teljes, életképes
novenyt fejleszthetlink, amelynek minden sejtje hordoz-
za az Uj géneket. Az ivarsejtek is, azaz a valtozas orokl6-
dik.
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Protoplaszt tenyésztés, regeneralas

A regeneralas els6 lépése a sejtfal Ujraképzése. A falszin-
tézis a protoplaszt létrejottének pillanatatol megindul. Ezt a
természetes folyamatot meg lehet gyorsitani, egyrészt hor-
monalisan, masrészt a kozeg ozmdzisnyomasanak fokoza-
tos csOkkentéseével.

PI.: a kiindulasnal 9 %-nyi mannitot a hetenkénti atoltasnal
6, majd 3 %-ra csokkentik.

A regeneralddé sejtek elébb sejtcsomdkat képeznek (szusz-
penzios tenyészet), majd kalluszt (nem differencialédott
noveényi sejtek egyuttese) képeznek.

Ebbdl aztan teljes névényt lehet regeneralni.

10
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Protoplasztbol nbvényregeneralas

Az els6 protoplasztbdél regeneralt nbvény a dohany volt
(Takabe 1971). Lépések:

pretoplasts high osmetic tuffaring
ceniaining auxin and
cytokinin to gromets
B% 151en

cell wall formation

l

cail divisicn
l reduce csmotic buffering
gra y cecrzasing
mannich conian
rapicly dividing
cell cclony
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Termékeny buzanovenyek felnevelése
protoplasztokbal

A: PP eredetd
tobbsejtes kolonia

B: Mikrokoldniak
kialakulasa aga-
rézba agyazott
sejtekbdl

C: kallusz tenyé-
szet

D: PP eredetti fer-
tilis buzandvény
12
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Keresztezés és protoplaszt fuzio
dsszehasonlitasa

Keresztezés: két kulonb6z6 tulajdonsagu egyed gén-
allomanyanak egyesitése ivaros szaporitassal. Régi
nemesitési modszer — kulcsszerepe (volt) az Uj fajtak
el6allitasaban

Fajon bellli fajtak keresztezése: néhany tulajdonsag
valtozik

De: nem lehet mindent keresztezni mindennel. Csak
rokon fajtak, fajok kozott makodik.

A rendszertani tavolsag noveli az inkompatibilitast.

A megtermékenyités szabalyozasa (anatomiai és
egyéb) rendszerint kizarja az idegen pollennel valé
beporzast, csak a fajon beltl termékenyl.
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Keresztezés és protoplaszt fuzio

- ezert elonyos keresztezés helyett protoplasztokat egye-
siteni, ez megkeruli az ivaros szaporodas akadalyait.

A fuzio nagyon kuldnbdz6 fajok kdzétt is lehetséges!
.Mindent mindennel lehet fuzionaltatni” — a protoplasztok
szintjen — de azutan jonnek a problémak.

A fazionalt sejtek osztddnak, de a noveny-regeneracio
csak ritkan valosithato meg.

Sejtvonalként fenntarthatok, de nem regeneralhatok:
sargarépa-arpa, széja-repce, kukorica-borso,
szOja-Drosophila: mindkét sejtmag osztodik

petunia-egér: osztodas, sejtfal és hemoglobin szintézis
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Protoplaszt fuzio, aszimmetrikus hibridek

Ha sikeril is novényt nevelni, akkor legtdbbszor rend-
ellenes morfoldgiaju és steril alakok jonnek létre.

HosszU (tobb éves) sejttenyésztés soran valamelyik
partner génjei fokozatosan eltlinnek, és csak néhany
kromoszoma marad = aszimmetrikus hibrid

Ezekbdl lehet élet- és szaporoddképes ndvenyt rege-
neralni, ami a dominans eredeti partnerhez képest
csak egy-két Uj tulajdonsagot hordoz.
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Cibridizacio

= citoplazmatikus hibridizacio

Y4

Nem a sejtmagban lIév6é kromoszémak atvitelére ira-
nyul, hanem a sejtszervekben (kloroplaszt, mitokond-

Y4

rium) 1évé DNS bevitelére.

A hibrid sejtben az egyik félb6l szarmazik a sejtmag, a
masikbdl kloroplasztok - Uj kombinacidk - Uj tulaj-
donsagok
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Protoplaszt fuzio - eredmények

Virus-rezisztens burgonya fajtak el6allitasa:

Solanum tuberosum (étkezési burgonya) és
Solanum brevidens (perui, virusallo fajta) fazidja —

A virus-rezisztencia atment a kulturfajba.
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Protoplaszt fuzio - értékelés

Ez sem célzott, iranyitott valtoztatds. Nem lehet el6re
tudni, hogy milyen tulajdonsagok stabilizalédnak végdl
Lassu modszer, honapokig, évekig tart. A kiszamitha-
tatlansaga miatt hatranyos tulajdonsagok is atkerul-
hetnek

~40 éve mlvelik, klasszikus technika.

Veszélyessége kicsi, mert:

— A hibridek &ltalaban kevésbé életképesek, mint
a vad torzsek — a természetbe kikerllve nem ver-
senyképesek

— Atermészetben jelen 1év6 gének a sajat kdrnyeze-
tikkel egyutt kertilnek at mas sejtbe.
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