Génmanipulacios technikak — 2018. 03. 05.

A DNS kézvetlen megvaltoztatasat jelentik (Uj gén bevitele,
megléevo gének modositasa vagy torlése).

Lehetnek véletlenszerliek vagy celzottak.
Veéletlenszeri: pl. indukalt mutacio, protoplaszt fuzio.
Célzott: pl. plazmid bevite a sejtbe.

Nem szamit génmanipulacionak a DNS szaporitas utjan torténd,
kézvetett megvaltoztatasa.
s,Szamar” oszver ,LO” 6szver

Az bszvér a kbzvetett
DNS modositas példaja.
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111/2. Protoplaszt fuzio

Protoplaszt. Sejtfalatdl megfosztott,
Kivulrol csak sejtmembrannal boritott
sejt. “
Mesterségesen hozzuk létre a sejtfal L",.J:;»
eltavolitasaval. Elveszti az alakjat,
gombolyl citoplazma cseppé valik.
Nagyon sérulékeny, érzekeny a:
— mechanikai hatasokra (keveres,
razas, pipettazas)
— 0zmozis nyomasra (csak
tomény cukoroldatokban tarthato)

-

(o~



Sejtmembran (sejthartya)
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> zsirszerl anyagok = lipidek (sarga)
» Membranfehérjék (lila)

» felszini cukor egységek (kék)
> Apolaris lanc és polaris ,fej’ Hosszu apolaris szenlanc

» Membran nélkul a sejt elpusztul Rovid polaris csoport
» mert ,egyensulyba kerul” a kornyezetével.

» A membran tehat egy hatarolo felulet.

> A sejtfal a sejtmembranon kivil elhelyezkedo tobblet hatarolo_ felllet.
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http://slideplayer.com/slide/9365958/28/images/2/Anatomy+of+a+Cell+Membrane.jpg
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Gram-negativ (balra) és gram-pozitiv (jobbra) bakteriumok sejtfala

ID 45337024 © | Dreamstime.com
» A sejtfal a sejtmembranon kiviil elhelyezkedd tobblet hatarolo felllet.
» Felépulhet pl. szén-hidrat polimerekbdl vagy cukor-aminosav
oriasmolekulakbal.

» Novényeknek, gombaknak, a legtobb baktériumnak, algaknak van...
» De az allatoknak és allati egysejtiieknek (protista-k) nincsen sejtfaluk.
» Szilardit, mechanikai védelmet ad, durva szlréként mikaodik,

> Ved azgmotlkus stressz ellen.=» sejt+sejtfal ~ ,nyomastarto edeny’

Sk nrn:p: ik BME Alkalmazott Biotechnolagia és Elelmiszertudomar nv Tanszek



https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-gram-positive-gram-negative-bacteria-difference-bacterial-image45337024
https://www.dreamstime.com/designua_info

J 4 . a folyamat eldtt a folyamat utan
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Na* Na* ’Q ; wikipedia.org
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Pozmézis = p*g*AH
Na* Na*

Negyzet: féligatereszto hartya
(pl. sejthartya)
© Dr. Bader Imre, ozmozis,
wikipedia.hu

» Az oldoszer (itt a viz) atjut a sejthartyan

» De a nagyobb molekulak (pl. fehérjék, RNS) nem tudnak kilépni
> Hajtéerd a belsd és kulsé kémiai potencial (~ a koncentracio

» kulonbség) kiegyenlitbdésére.

» Ozmozis nyomas fogalma
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Protoplasztok

Sejtfal

Mindenféele  sejtbdl
(baktérium, élesz-t4,
noveny) lehet
protoplasztot CSi-
nalni, de a tipikus
alkalmazasa a
novenyek genetikai
manipulacioja.
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1. ibra, A névényi seit (A) & az abbdl izoldlt protoplaszt (B) vdzlatos &brizoldsa, kilonds
tekintette! 2z Grikitd- {genetikai) anyag lokauzalasira
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Protoplaszt izolalas, eloallitas

Seijtfal lebontasa:

1. A megfelel6 sejt kivalasztasa
Elvileg barmely sejtbol elGallithato, de a legegy-
szerlbb laboratoriumban nevelt novenyi szovet-
tenyészetbadl.

2. Steril kbriilmények biztositasa:
Steril edények, taptalaj (a mikrobak ellen antibioti-
kum)
Manipulacio steril levegdju terben

3. A sgjtfal leemeésztese megfelelb6 enzimekkel.
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Protoplaszt izolalas, eloallitas

4. Kiméletes korilmenyek:
a protoplasztok mechanikailag serulekenyek, a pipet-
tazas, centrifugalas, keverés, razas soran vigyazni
5.0zmotikus védelem:
Plazmolitikumok - nem metabolizalhaté szénhidratok
(mannit, xilit, szorbit) hasznalata (10-13%).

A glukoz vagy szacharoz erre nem jOo, mert a sejtek
elfogyasztjak, ettdl csokken a kozeg ozmdzisnyomasa
— elpusztulhat a sejt. Ezért csak a taplalashoz adnak

egy keveset.
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Protoplaszt eloallitas

Centrifugalas: BABCOCK-CSOBEN, ,felfugalas”

A protoplasztok slrlsege kisebb, mint a cukor oldate, ezert
feljonnek felszinre. A novényi maradék pedig leulepszik.

(b)
after low-speed
centrifugation

<—— constriction ;hg‘gglaa"sfscf
suspension cf
prctoplasts in almost clear
sucrose soluticn < suspension
just filled to tha fluid
mid peint of

the constriction

bj«——-— debris
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Protoplasztok tenyésztese

A protoplasztot a sejtfal hianya nem akadalyozza a
novekedeésben és az osztdédasban.

Szénhidratok:

— bonthat6 cukrok — tapanyag (glukéz, szacharoéz,
maltdéz v. ezek keveréke) 1-2%

— nem bonthato cukoralkoholok — 10-13%
Tapoldat: asvanyi sok
Novényi hormonok

Modszer. mikroszkop alatt, targylemezen, néhany
cseppnyi folyadékban
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Protoplaszt fuzio

Protoplaszt fuzid: ket protoplaszt beltartalamanak egye-
sitése, fuzidja. Eukariotak esetében a hibridnek ket ku-
lonboz6 sejtmagja lesz (heterokarion), és tartalmazza
mindkeét fél kloroplasztjait €s mitokondriumait is (amelyek
szintén tartalmaznak DNS-t).

A fuzio utan a hibrid sejt a kovetkez6 osztédasok soran a
folos szamu kromoszomak nagy részét elveszti, és vala-
melyik szuld félhez valik hasonlova, csak néhany uj
gen/tulajdonsag stabilizaloédik. Ez a génmanipulacios
modszer sem celzott, iranyitott, a lIétrejovo utddok tulaj-
donsagai véletlenszerten alakulnak ki. — szelekcio
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Protoplaszt fuzios modszerek

Mikroszkop alatt, specialis targylemezen, folyadékban
(elektromos es/vagy vegyszeres technikak)

Burgonya PP elektrofuzidja:

i




Novények regeneralasa protoplasztbol

Az novenyi sejtek kulonleges tulajdonsaga a totipotencia =
egyetlen sejtb6l regeneralhatd a teljes novény, ami azutan
KiultethetO, szaporithato. —

Egy megvaltoztatott tulajdonsagu sejtbdl teljes, életképes novenyt
fejleszthetunk, amelynek minden sejtje hordozza az uj geneket.
Az Ivarsejtek is, azaz a valtozas oroklodik.

A megfeleld6 novényi hormonok megfelel6 idében torténo
adagolasanak segitségevel tudjuk a totipotens sejteket a

szoveti differencialédas (szovette fejlédés) iranyaba terelni.
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Protoplaszt tenyészteés, regeneralas

A regeneralas elsO lepese a sejtfal ujrakepzése. A falszin-
tézis a protoplaszt Iétrejottének pillanatatol megindul. Ezt a
természetes folyamatot meg lehet gyorsitani, egyrészt hor-
monalisan, masrészt a kozeg ozmozisnyomasanak fokoza-
tos csokkentésével.

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

A regeneralddo sejtek el6bb sejtcsomokat kepeznek (szusz-
penzios tenyészet), majd kalluszt (nem differencialodott
novenyi sejtek egyuttese) kepeznek.

Ebbol aztan teljes novenyt lehet regeneralni.
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Protoplasztbol novenyregeneralas

Az elsoO protoplasztbol regeneralt noveny a dohany volt
(Takabe 1971). Lépések:

protoplasts high csmotic tuffering
containing auxin and
l cytokinin to promote
e

ceil wall formation

l

cell divisicn
recuce csmatic buffering
l gracuatly by decreasing
mannitol centent ‘
ragicly dividing
cell cclony
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Termékeny buzanovények felnevelese
protoplasztokbol

A: PP eredetl
tobbsejtes kolonia

B: Mikrokoloniak
kialakulasa aga-
rozba agyazott
sejtekbOdl

C. kallusz tenyé-
szet

D: PP eredetl fer-
tilis buzanoveny

16
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Keresztezes és protoplaszt fuzio
osszehasonlitasa

Keresztezes: ket kulonboz6 tulajdonsagu egyed geén-
allomanyanak egyesitése ivaros szaporitassal. Reqi
nemesitési modszer — kulcsszerepe (volt) az uj fajtak
elGallitasaban

Fajon beluli fajtak keresztezése: néhany tulajdonsag
valtozik

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

A rendszertani tavolsag noveli az inkompatibilitast.

A megtermékenyités szabalyozasa (anatomiai és
egyéb) rendszerint kizarja az idegen pollennel valo
beporzast, csak a fajon belul termeékenyul.

17
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Keresztezés és protoplaszt fuzio

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

A fuzié nagyon kulonbozb fajok kozott is lehetséges!
,Mindent mindennel lehet fuzionaltatni” — a protoplasztok
szintjén — de azutan jonnek a problémak.

A fuzionalt sejtek osztodnak, de a novény-regeneracio
csak ritkan valosithaté meg.

Sejtvonalkent fenntarthatdk, de nem regeneralhatok:
sargarepa-arpa, szoja-repce, kukorica-borso,
szOja-Drosophila: mindkét sejtmag osztodik

petunia-egér: osztddas, sejtfal és hemoglobin szintézis

18
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Protoplaszt fuzio, aszimmetrikus hibridek

Ha sikerul is novényt nevelni, akkor legtobbszor rend-
ellenes morfologiaju és steril alakok jonnek léetre.

Hosszu (tobb éves) sejttenyesztés soran valamelyik
partner génjei fokozatosan eltiinnek, é€s csak néhany
kromoszoma marad = aszimmetrikus hibrid

Ezekbdl lehet élet- és szaporodokéepes novenyt rege-
neralni, ami a dominans eredeti partnerhez keépest
csak egy-két uj tulajdonsagot hordoz.

19
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Hol talalhatunk DNS-t eqgy sejtben?
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Cibridizacio

= citoplazmatikus hibridizacio

Nem a sejtmagban levo kromoszomak atvitelere ira-
nyul, hanem a sejtszervekben (kloroplaszt, mitokond-
rium) lévé DNS bevitelére.

A hibrid sejtben az egyik félbdl szarmazik a sejtmag, a
masikbol kloroplasztok — Uj kombinaciok — uj tulaj-
donsagok
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Protoplaszt fuzio - eredmeények

Virus-rezisztens burgonya fajtak el6allitasa:

Solanum tuberosum (étkezeési burgonya) és
Solanum brevidens (perui, virusallo fajta) fuzidja —»

A virus-rezisztencia atment a kulturfajba.

22
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Protoplaszt fuzio - ertekelés

Ez sem célzott, iranyitott valtoztatas. Nem lehet elore

tudni, hogy milyen tulajdonsagok stabilizalodnak vegul
Lassu modszer, honapokig, évekig tart. A kiszamitha-
tatlansaga miatt hatranyos tulajdonsagok is atkerul-

hetnek
~40 éve muvelik, klasszikus technika.

Veszelyessege kicsi, mert:

— A hibridek altalaban kevesbe életkepesek, mint
a vad torzsek — a termeszetbe kikerulve nem ver-
senyképesek

— A természetben jelen levl géenek a sajat kornyeze-
tukkel egyutt kerulnek at mas sejtbe.
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