Pécs Miklos: A biotechnologia természettudomangpgi 6. Novenyi biotechnolégi:

6. N6vényi biotechnologia Alapfogalmak, médszerek
6.1 NOvényi szbvettenyésztés

« Explantatum — merisztéma
» MS taptalaj
« Kallusztenyészet

¢ Bioldgiai, biokémiai kutatas
* Vegetativ mikroszaporitas
¢ Szekunder metabolitok el6éallitasa (gyogyszerek,

pigmentek, alkaloidok, szteroidok) * Szuszpenzibs tenyészet
*  GM novények el6allitdsa * Protoplaszt tenyészet
A szovettenyésztés elényei: » Novényregeneralas

— fliggetlen: éghajlattol, kortél, betegségtdl
— termelés ellendrizhet6: pl. Kabitdészereknél
— olcséhb lehet: verseny a technolégiak kozott.
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Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomangppi

6. N6vényi biotechnolégi:

Szuszpenzibs tenyészet

Rendszerint nem kulonallé sejtek,
hanem sejtcsomok

Eléallitasa kallusz tenyészethol
— centrifugaval 50 rpm-el (=llepités)
— kis mennyiségi sejtfalbont6 enzim
+ szorbit
— Auxinos MS tapkdzegben
— megvilagitas 16 6ran at 1000 lux-
szal 25-29 C-on

Gyorsabban né, ezért 2 hetente
szubkultdras atoltas szilkséges

PROTOPLASZT TENYESZET

« enzimes sejtfal lebontas (cellulaz, g
pektindz) és/vagy mechanikus ron-
csolas

e nagy ozmdzisnyomas (szahardz,
mannitol) beallitasa

¢ nagyon érzékeny ozmotikus és
mechanikai hatasokra

¢ osztédasra, szaporodasra képes

« a sejtfal Gjraszintézise kivalthato ¢
— kallussza alakul — teljes névény

TENYESZTESI KORULMENYEK

e Hoémérséklet: 15-32 T, befolyasolja a szaporodasi
sebességet

e Gazosszetétel: néha 1-5 % CO,, etilén

¢ Péaratartalom: magas, az edényeken beliil ~100%

o Aktiv szén: gyokérképz6dést eldseqiti

* A megvilagitas er6ssége: 1000 — 4000 lux

« A fény szine/hullamhossza befolyasolja a névény fejlé-
dését: a kék fény a hajtas, a voros fény a gyokérzet fej-
|6dését segiti eld

* Avilagos — sotét periédusok hossza is befolyasolo té-
nyez6

EDENYEK, ESZKOZOK

Hasonlok a mikrobioldgiai laborok- ‘“} -
ban hasznalatos eszkdz6khoz, de

a légtér belmagassaga nagy, hogy |
elférjen a névény.

clasticwars same arammies)
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EDENYEK, ESZKOZOK

Egész névények nevelésénél
tipikus:

* konzerves/lekvaros lveg, a
fedelébe tott lyukakban
szivacsdugéval.

 Erlenmeyer lombik, sokszor
nyak nélkil

MS taptalaj - Murashige és Skoog

Makrokomponensek (g/l): 3% szahar6z, pH: 5,7-5,8
NH,NO; 1,65 Mikrokomponensek, mg/l
KNO,, 1,90 Kl 0,83
CaCl,*2H,0 0,44 HsBO, 6.2
MgSO,*7H,0 0,37 MnSO,*4H,0 22,3

ZnSO,*7H,O 8,6

Vitaminok (mgf) NaMoO, 0,25
mio-inozitol 100 CuSO,*5H,0 0,025
nikotinsav 0,5 CoCl,*6H,0 0’025

piridoxin-HCI 0,5
tiamin-HCI 0,5
glycin 2

Vas, komplex formaban

FeSO,*7H,0

27,8

Na,EDTA*2H,0 37,3
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Pécs Miklos: A biotechnologia természettudomangpgi 6. Novenyi biotechnolégi:

o il g mae Ndévenyregeneralas
= nm ondcs
NOVENYl HORMONOK ° « Donor tenyészet kiva-
lasztasa
» Gibberellinek — elsésorban a linearis ndvekedést csira- E: i 1] e i 3
zast, viragzast, gyumolcstermést fokozé hormonok E ”‘31,2”: “) ; “a" N, e Steril fenntartas,
génbank

¢ Auxinok — a sejtosztddast és megnyulast serkentik, a gyo-
kér, szar, virdg, gyimolcs ndvekedését szabalyozzak m :;
¢ Citokininek — az auxin hatasat moderaljak. L —
— Egyitt a sejtosztddast stimulaljak, @ @ @
— A citokininek visszafogjak az auxin altal kivaltott
szarmegnyulast
— Az auxin/citokinin arany szabalyozza, hogy a kalluszbol
szar vagy gyokér lesz

« Etilén - érésszabélyoz6 s %‘; &g

» Hajtastenyészet szapo-
ritds

in vitro térolas!

n.FAZIS

.. * Gyokeresités

.FAZIS

v.FAZIS

» Edzés, killtetés
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Hajtastenyészetek Gyokeresités
« Gyokeér nélkuli hajtasok novekedése taptalajon steril, A felszaporitott hajtasokat kitlte-
kontrollalt kérilmények kdzott tés elétt gyokeresiteni kell:
« El6éllitasa: hajtasokbdl és levélhodnaljban differencialodo
rigyekbdl, vagy kalluszbol — A hajtasserkentsk elnyomjak
¢ Korilmények: a gyokérképzddeést
— MS taptalaj kiegészitésekkel (auxin, pl. 2,4D) — Hormonelvonassal viszont in-
— Inkubéci6: 8000 lux, 16 h, 18-30C dukalhat6
— Atoltasi gyakorisag: 3-5 hét — Voros feny
Energiatermelés: kettds — Gyumolcsfaknal nehéz meg-
— ataptalaj szaharéza valbsitani
— fotoszintézis (ha mar kifejl6doétt a hajtas)
15 16

Edzés, killtetés
6.2. Génmanipulalt névények

« Steril kérilmények kdzott nem adaptalédott a kdrnyezet-

hez fiziologiailag és szerkezetileg A novényi génmanipulacié céljai:
» Ellenallé képesség fokozasa (betegségek, gyomirtok,
* Megvaldsitas: Uveghdaz és féliasator, fokozatos para novényvédészerek)

csokkentés és mikrobialis védelem > Tiréképeség fokozasa (szarazsag, hémérséklet-ingado-

z4s)
* Kiszaradas-veszely, mert: > Nitrogén-fixalas bevitele
— eddig 100% nedvességtartalmi térben nétt > Hozam javitasa (termés/felillet/idé)
— alégzé nyilasok nyitottak > Mindséglosszetétel javitasa (fehérjetartalom, aminosav-
— vékony a viaszréteg a leveleken Osszetétel, eltarthatésag)
— gyengeén fejlett gyokér — kevés vizet képes felvenni
17 18
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Pécs Miklos: A biotechnologia természettudomangpgi

6. Novenyi biotechnolégi:

Virusrezisztencia

Tobb mint 700 névénypatogén virust ismeriink
* Természetes virusrezisztencia gének izolalasa:

— gyenge virusfert6zés utan a névény rezisztens
lesz

— tehénbors6: olyan enzimet termel, amely a virus
RNS-t darabolja

— antivirdlis faktor termelés: virus replikaciot gatol
» Virus kdpenyfehérjét termel6 ndvény:

- afert6z6 virus RNS visszakapszulazédik — do-
hany-, lucerna-, és uborkamozaik virus
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Mikrobialis kérokozok elleni rezisztencia

Baktériumok, gombak fertézése ellen rezisztens nové-
nyek elballitasa

> A fert6zés litikus enzimek (kitinaz, 8,1-3 gliikanaz)
képzddését indukalja — de ezek induktiv enzimek:
lassan képz&dnek - konstitutiv génként épitik be.

» Fitoalexinek: patogén-specifikus, induktiv vegylle-
tek. Leginkabb a gombék és baktériumok ellen ha-
tasosak.

» FEitoncidok: olyan - gyakran ill6 -, a baktériumokra
kis koncentracidban is mérgezé vegyiletek, melye-
ket magasabb rendl névények termelnek.
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Rovarkartevok elleni rezisztencia

» kémiai védekezés - inszekticidek: az izeltlabd no-
vényevo fajok rovid id6 alatt ellenalléva valnak; a
monokultdra kedvez az elterjedésnek.

» enziminhibitorok (proteaz-, amilaz-) Természetes
rezisztencia: borsg, bab, STI

» Bacillus thiringiesis toxin: a rovarok emésztését
blokkolja. Novénybe beépitett a toxin-gén - jo
eredmények
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Az amerikai kukoricabogar (Diabrotica virgifera) elterjedése
1992-2003

SLOVAK REP.
e

> ienna
AUSTRIA %

SLOVENIA

e Tk . BULGARIA
Spread of Western Corn Rootworm in Europe 1992-2003,
FAO WCR NETWORK by J. Kiss and C.R.Edwards; based ondata
from Bertossa,Boriani,Cate,Cean,Cheek,Festic, Furlan, Igrc-Barcic, Ivanova,
Lammers, Omelyuta, Princzinger, Reynaud, Ruzicka, Sivcev, Sivicek and Urek

Herbicid (gyomirtd) rezisztencia

A kémiai gyomirt6 szerek szama 100 felett van.

Minden gyomirt6 szernek szelektivnek kell lennie: a
haszonndvényt nem szabad karositania, de a gyomok
kdzul minél tdbbet pusztitson el. Ha a bevitt gén a no-
vényt védetté teszi: ezt a szelektivitast fokoztuk.

Akkor van esély, ha egyetlen gén bevitelével meg le-
het védeni a novényt. Pl.:

— lebont6 enzim bevitele
— gatolt enzim tdltermelése
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Szarazsag- és sotiré novenyek:

Bonyolult, specifikus mechanizmusok: pl.
» ozmoprotektiv fehérjék génjei,
« jelatvitel médositasa sth. (napraforgd, dohany, rizs)

Hideg- és fagytlird névények

fagyasvédo fehérjék, a jégkristaly képzédést akada-
lyozzak.

Anti-Freeze Proteinek (AFP): sarkvidéki halakbdl, ro-
varokbol (de bejuttatdsuk megzavarta a kukorica re-
generalé képességét)

A lipid Osszetétel valtoztatdsa a membranban
(telitetlenek aranyanak novelése: deszaturazok muta-
ciéjaval) » a dohanyban hidegtiirést eredményezett.

24
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Pécs Miklos: A biotechnologia természettudomangpgi 6. Novenyi biotechnolégi:

Elelmiszerndvények minéségjavitasa Kedvezdbb tapertek, egeszsegi haszon

Fehérjetartalom novelése

Kedvezdbb élvezeti érték

Hosszabb tarolhatésag

Kedvezdbb tapérték, egészségi haszon
Kedvezdbb fehérje tsszetétel

Esszencidlis AS tartalom novelése

allergén fehérjék eliminalasa

Megnévelt szénhidrattartalom

Megnbvelt terméshozamok Géntechnologia segitségével a novények természe-
Erés, eltarthatésag szabalyozasa tes asvanyianyag- és antioxidans- (karotinoid, flavo-
noid, A-, C- és E-vitamin) tartalma is névelhet6.
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Deklaralt célok Problémék 1: Fenntarthatésag

» Nagyizemi médszerek esetén alkalmazhaté »az in-
« Kornyezetszennyezés csokkentése tenziv gazdalkodas tovabbi intenzifikalasa

e Csak meghatarozott GM vonalat szaporit - fokozza a
« Elelmiszerellatas javitasa genetikai egyhanguséagot a természetes biodiverzitas
és a termeszthet6 fajtak ellenében genetikai besz{iki-
Iés, beltenyésztettségi leromlas, esetleg nem vart kor-

* Szegénység és éhezés elleni kiizdelem okozok elleni védtelenség.

. N . + Karosito rezisztencia alakulhat ki - ellenéllé gyomok,
» Betegségek, vitaminhiany megel6zése gombak, rovarok kifejlédése

* Magas koéltségigény — tékekoncentraciéo ->vetémag-

« Tudomanyos haladas szolgéalata gyarté cégek bekebelezése
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Tajvédelem, a hagyoméanyos termesztési méd Problémak 2: OkOIOQIa
és életmod megbrzése

» Természetes 6koszisztémak és agrar-okoszisztémak fel-
szamolasa

» Fokozott vegyszerhasznalat (glifozat a talajvizben!)

* A bevitt DNS fennmaradasa, atalakulasa

* Génszokés :
Transzgenikus mikroorganizmusok: rovarpatogén bak-
térium  elterjedésének veszélye, antibiotikum-rezisztens
baktériumtdrzsek kialakulasa (pl: Rhisomania rezisztencia
gén szokése talajbaktériumokba)
Transzgenikus névények: intraspecifikus hibridizacié va-
don él6 rokonokkal, interspecifikus hibridek keresztbepor-
géssal, (j virusok rekombinalédhatnak a GM névények-

n

e
A %én_médositott populaciok természetbe jutasa megza-
varhatja a taplalkozasi lancot, és, a kolcsdnhatasokat,
megbonthatja a bioldgiai egyensulyt.

30
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Pécs Miklos: A biotechnologia természettudomangpgi

6. Novenyi biotechnolégi:

A természetes 0koszisztémak megérzése

Problémak 3: Génmiikodés

A transzgén beépilésének helye véletlenszeri
(mas gének mikodését modosithatja)

A transzgén allandoan bekapcsolt allapotban van
(mast is bekapcsolva tarthat)

Idegen (nem tervezett) fehérjék szintetizalédhatnak
Génatvitel veszélye bélbaktériumokba, utédokba

(kisérleti adatok)
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Problémak 4: Taplalkozas
¢ Allergének atvitele (szo6ja metionin-dusitasa brazil dié
génnel, sz6jaérzékenység ndvekedése Angliaban)
« A taplalék megvaltozott tApanyag-dsszetétele

« Nem kivant gének aktivalasa (pl.mas aminosavat, fehérjét,
toxint kodol)

« Antibiotikum-rezisztencia gének emésztérendszerbe jutasa

« Vektorok esetleges immunreakciéja, vagy rekombinéaciéja
patogénné

¢ Transzgén és a fehérje lebomlasi sebessége

33

Elelmiszerbiztonséagi vizsgalatok

— Vilag: 8 év alatt 12 szakirodalom, ebbdl csak 2 fliggetlen
vizsgalat

— USA: csak 1 FDA vizsgalat (FLAVR-SAVR paradicsom),
Hibas kivitelezés, negativ adatok (gyomorvérzés) figyel-
men kivil hagyasa

— Anglia: 3 éves kisérlet eredménye: sem altalanos enge-
délyezés, sem altalanos tiltas nem indokolt

— Skocia: Pusztai Arpad kisérletei - lektingénes burgonya:
a transzgén nem, de a GM burgonya elvaltozasokat oko-
zott

A céges vizsgalatok objektivitasa kérdéses, barmely részik

titkosithato! A tartamkisérletek lassitanak a GM fajtak beve-

zetését, ezért nem végzik el.
34

A GMO kutatasban és forgalmazasban
résztvevd (legnagyobb/multi) cégek

* Aventis/Bayer

* Monsanto

* Syngenta

* Delta and Pine Land

« Dow/Mycogen

« DuPont/Pioneer Hi-Bred

35
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Precedens genetikai szabadalomra:
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USA olajbontd baktérium

Azéta a GMO-kat szabadalmaztatjak, a gazdakat
felugyelik és feljelentik
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Pécs Miklos: A biotechnologia természettudomangpgi 6. Novenyi biotechnolégi:

Gazdasagi kovetkezmények Tarsadalmi kdvetkezmények
¢ A haszon a szabadalmasé, a kdvetkezmény (kdrnye- )
zet, egészségiigy) a termeléké és a fogyasztoké * Mez6gazdasagi megélhetés szlkilese
« Vetémag-eldallitas koncentralddasa kevés kézben * Elszegényedes, jovedelemszivattyl fokozodasa
« Elelmiszerellatas koncentralédasi veszélye « Ehinség veszélyének fokozddasa
¢ WTO eljards USA kezdeményezésre az EU ellen - « Osi jogok elvétele (nem lehet vetni)

300 M$ elmarads haszon az EU morat6rium miatt » Termel6k kiszolgaltatottsaga fokozddik — eladdsodas,

* A WTO mint a GMO-k elterjesztésének eszkoze foldek koncentralddasa cégeknél és bankoknal
« Cartagenai jk. (50 orszag ratifikalta) : csak az impor-
tér beleegyezésével lehet GMO-t szallitani (ellent-

mond a WTO-nak — jogi csapda)

37 38
Moralis szempontok Osszefoglalas
« A fliggetlen kutatas és oktatas elsorvasztasa * A GMO-k hasznélataval nem az a baj, hogy bizonyosan ar-
« Kutatas ipari megrendelésre — gyors haszon talmasak, hanem,az,hogy nincs fiiggetlen tartamkisérletek-
* Témak alarendelése a cégek szempontjainak kel bizonyitva a hatasuk

* Szabad adat- és eszmecsere megtiltasa - A tudo-

many alapelve sérul — intézményes elhallgattatas . S . S SPS
. Donthet- e a kutato, hogy mit kutat? Jelenlegi tudasunk szerint elterjedésiiknek egészségugyi

(autonémia vagy prostitualodas) és Okoldgiai veszélyei lehetnek

« Mindent kutatni kell, amire képesek vagyunk?
(atombomba effektus)

. j . * Mindezeknél |ényegesen nagyobb veszély a tarsadalmi-
« Donthet-e a fogyasztd, hogy mit fogyaszt?

(etikai, jogi, vallasi szempontok) qf”l zdasagi hat? S. aza t(“)r_ek've’s," h9 qy _né,h ény qg_qw:& |I§1Iat

+ milliard éves evolucios fejlédés megerészakolasa rateqvtfe a keget az embgnseq koz6s ?'Oloq'a' _oroks?qere,

géncserékkel (az emberiség hozzajarulasa nélkul befolyasa ala vonja az élelmiszerforrasokat, kiszolgaltatott
beindithaté-e egy visszafordithatatlan folyamat?) helyzetbe hozva emberek milliardjait.
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