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Tananyagfejlesztés célja
A Szegedi Tudomanyegyetem Mez6gazdasagi Karanak hallgatéi szamara készitett korszer( és
modern ismeretanyagot tartalmazé tananyag Mez6gazdasagi biotechnoldgia tantargybdl.

Tanulasi eredmények elérése
Az EFOP-3.4.3-16-2016-00014 projekt keretében fejlesztett tananyag elsajatitasaval a Szegedi
Tudomdnyegyetem Mez6gazdasagi Karanak hallgatdi az aldbbi tanuldsi eredményeket érjék el:

Tudas

Korszerli modern Mez6gazdasagi biotechnoldgiai ismeretek elsajatitasa, ezen ismeretek
megértéséhez és a szaknyelv haszndlatdhoz szikséges alapfogalmak a mez6gazdasagi
biotechnoldgia tudomanyteriletén alkalmazott eljarasok, illetve tudomanytérténeti ismeretek
elsajatitasa.

Képesség

A korszerl, modern Mez8gazdasagi biotechnoldgia ismeretanyaganak targykorébe tartozd
alapfogalmak, folyamatok és eljarasok megértése. Az alapismeretek elsajatitasat kovetéen a
Mez8gazdasagi biotechnoldgiai teriletén 6nallé gondolkodasra, az alapvetd oOsszefliggések
felismerésére, valamint véleményalkotdsra vald képesség kialakuldsa, tovdbbi autodidakta
modon torténd ismeretszerzés képességének kialakuldsa, valamint interdiszciplinaris
gondolkodasra vald képesség fejlesztése.

Attitdid

A Hallgaté a Mez6gazdasagi biotechnoldgia teriiletén ismeretek megszerzésével érdekl6dévé,
nyitottd valjon a tovdbbi ismeretszerzésre. Felismerje szakmai ismereteinek folyamatos
bévitésére vald szikségességét, kialakuljon benne a folyamatos élethosszig tarté tanulds,
szakmai fejl6dés igénye.

Autondmia

A jegyzetben rogzitett MezGgazdasagi biotechnoldgia tananyag elsajatitasaval a Hallgato
képessé vélik a szakmai szovegek 6nalld megértésére, 6nallé szakmai kommunikaciéra az adott
terlileten, 6nallé ismeretszerzésre és fejlédésre az adott tudomanyterileten.

Tananyag elsajatitasanak elofeltétele

FelsGoktatasban folytatott tanulmanyok megkezdésére jogositd sikeres érettségi vizsga. A
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1. A BIOTECHNOLOGIA FOGALMA ES ALKALMAZASI TERULETEI

Ereky Karoly (1919) szerint:
,Biotechnoldégia minden munka, amellyel alapanyagokbol termékeket allitunk eld ¢él6

organizmusok segitségével.”

Altalanos biotechnolégia: az adott ipari termék el6allitasa é16 szervezetekkel, sejtekkel vagy

sejtalkotokkal

Mezogazdasagi biotechnologia: a mezOgazdasagban ¢és ¢élelmiszeriparban hasznositott
mikroorganizmusok, ndvények, allatok szaporodasanak, genetikai  programjanak

megvaltoztatasa, a kialakitott 0j képességek technologiai alkalmazasa

Szaporodas (reprodukcio) biotechnolégia: novények ¢és allatok ivaros (szexualis) é€s
ivartalan (aszexualis) szaporodasdnak modositasa sejtbiologiai és molekularis biologiai

modszerekkel

Géntechnologia: novények (ndvényi sejtek), allatok (allati sejtek) €s mikroorganizmusok
(virusok, baktériumok, eukariota mikrobak) genetikai programjanak megvaltoztatasa

molekularis genetikai eszkdzokkel

A biotechnologia egyes alkalmazasi terlileteinek csoportositdsa szinkddokkal (az egyes
tertiletek kozott tartalmi atfedések lehetnek):
- Piros biotechnolodgia (orvosi biotechnolégia):
human gyoégyszerek, terapidk eldallitasa a biotechnoldgia eszkozeivel - véddoltasok,
rekombinans vakcinak, molekularis diagnosztika és ,,omikak”, biologiai terapiak,
kutatasi technoldgidk és szolgaltatasok
- Z0ld biotechnologia (agrar és élelmiszeripari biotechnologia):
névény-, ndvénytermesztési  biotechnologia, allattenyésztési  biotechnologia,
¢lelmiszeripari biotechnologia
- Fehér biotechnologia (ipari-kornyezetvédelmi kérdésekkel foglalkoz6é biotechnologia):
bioalapu termékek, biofinomitas, bioenergia, bioremediacio
6



K¢k biotechnologia:

tengeri biotechnologia, szennyviztisztitas

Arany biotechnologia (bioinformatika):

sziiken vett bioinformatika, biokémiai informatika, egyéb biologiai kisérletek
informatikai timogatéasa

Sarga biotechnologia:

¢lelmiszeripari és taplalkozastudomanyi biotechnologia

Sziirke biotechnologia:

biotechnologia eljarasok kornyezetvédelmi alkalmazasa

A mezdgazdasagi biotechnologia alkalmazasanak legfontosabb tertiletei:

novény-, allat- €s mikrobanemesités

novénytermesztési technologidk fejlesztése

novényvédelmi technologidk (eldrejelzés, bioldgiai védekezes) fejlesztése
allategészségiigyi technoldgiak (vakcindk, diagnosztizalas) fejlesztése
mikroorganizmusok, novényi és allati sejtek tomegtenyésztése bioreaktorokban
vetdmag, szaporitdanyag, oltdéanyag és tenyészallat eldallitas, fenntartés, szaporitasés
megorzés (pl. in vitro mikroszaporités, krioprezervacio)

¢lelmiszeripari, kdrnyezet- és talajvédelmi technologiak fejlesztése



2. ALTALANOS GENTECHNOLOGIAI ELJARASOK

2.1. Alapfogalmak, a prokariota és az eukariota genom és gének felépitése
Gén:

1. meghatarozas: egy tulajdonsag kodolasaért felelés DNS szakasz.
A gének tobbsége fehérjét kodol. A fehérjét nem kodold génekrdl az Un. szerkezeti
RNS-ek (pl. tRNS, rRNS) szintetizal6dnak.

2. meghatarozas: a DNS azon szakasza, amely a transzkripcié szempontjabol szerkezeti és

mikodési egységet alkot.

Transzkripcio:

a DNS bazissorrendjében kodolt informacio atirdsa mRNS-re

Transzlacio:

a DNS-rdl szarmazo, mRNS-re atirt informacid leforditasa az adott fehérje aminosav-

szekvencidjara.

Transzkripcios startpont:

a templat DNS értelmes szalan a +1 kezd6pont

Transzlacios startpont:

a mRNS-en A(UG), pozicioja kb. +25

Nyilt leolvasasi keret (Open Reading Frame — ORF):

a gén polipeptidet kdédolo szekvenciaja, ami a transzlacios start kodontol a stop kodonig tart;

crcr

szekvenciaja alapjan egyértelmii

2.1.1. A prokaridota genom szervezodése

Kromoszoma (genofor, nukleoid):
- kor alaku (cirkuléris)
- nem kapcsolodnak hozza hisztonfehérjék (egyéb bazikus fehérjék igen)
- 4-5 Mbp (megabazispar) = 4-5 ezer gén, 90% fehérjét kodol, egykopias
- operon: tobb gén atirddasa egyetlen transzkripcids egységként

- egynél tobb replikacios origd



- nincsenek intronok, nincs maghartya, igy a transzkripcio, transzlacié folyamatos, ami

a kornyezeti tényezok valtozasara valod gyors reagéaldst tesz lehetdvé

Plazmid:
- kor alaka
- 1000-150000 bp (bazispar)
- (0sszehadonlitasként: transzpozon: 800-30000 bp, profag: 3000-300000 bp)
- 0nallo replikacio, igy altalaban nagy kopiaszam
- rezisztencia-, virulencia-, toxintermeld képesség stb. génjeinek hordozasa (pl.

antibiotikum-rezisztencia gének; Agrobacterium tumor-indukal6 génjei)

A prokariota gének altalanos felépitése
Promaéter (inditd) szakasz:

- az atir6do egység elott, az 5°-vég iranyaban talalhatd

- az RNS atirasat végzd prokariota RNS-polimeraz kotddési helyét tartalmazza
Atir6do egység (kédolo régié):

- nyilt leolvasasi keret (ORF), 1d. fent

- (baktériumokban) az egy folyamatsorban részt vevo fehérjék génjei csoportokba

(operon) rendezddnek a kromoszdman, és egy promoter irdnyitasa alatt allnak

Terminacios régio:

- a3’ nem kodolo régioban talalhatéd

,»hajtl” képzodését eredményezi az RNS-en, ami a DNS templatrdl torténd levalashoz

vezet
P atir6do egység -
start koédold szakasz stop
2 2
5 promoter €s vezeér- ORF i term. 3
R szabalyozo régio szakasz ' régid s
3 i g g 5

+1

A prokariota gén altalanos felépitése



A prokariotak transzkripcidjanak jellemzoi:

az operonban csoportosuld gének egy transzkripcids egységet alkotnak, roluk egy
kozos RNS-atirat keletkezik: policisztronos mRNS (cisztron = gén)

a policisztronos RNS-rél tobb peptidlanc képzddik

2.1.2. Az eukariota genom szervezédése

Kromoszoma:

linearis

a kettés maghartyaval hatarolt sejtmagban taladlhato

minden kromoszoémaban egy DNS molekula

DNS + bazikus hiszton fehérjék: nukleoszoma

nukleoszémak lanca: kromatin:

e cukromatin: a kromoszoma gyengén festédd, laza szerkezeti, ismétlodo
szekvenciaktol mentes, aktiv kodolo szekvencidkat tartalmazoé régidja

e heterokromatin: a kromoszéma erosen festodo, ismétlodo szekvenciakat tartalmazo,
(altalaban) at nem ir6do régioja (konstitutiv vagy fakultativ)

a ndévényi genom komponensei:

e nagy szamban ismétlodd vagy szatellit DNS (sDNS): 105-106 kopia/genom
tandem ismétlodo szekvencidkbol (150-160 vagy 350-360 bp) all
altalaban nem irodik at

o kozepes kopiaszamu ismétlédé DNS: 102-104 kopia/genom
rRNS, tRNS, hiszton gének, géncsaladok (pl. snRNS gének)

e cgyedi vagy single copy DNS:1-102 képia/genom
fehérjét kodolo strukturgének, egyedi szabalyozo €s elvalasztd szekvenciak

magasabbrendi novényekben 10000-30000 db

Mitokondrium:

cirkularis DNS (mt DNS)
szinte minden nukleotid kodol valamit, regulacios helyek alig taldlhatok
mérete: 15-2000 kb

oxidaciohoz/energiatermeléshez sziikséges fehérjék egy részének génjeit hordozza
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- a DNS replikacioja a sejtciklus alatt folyamatos
- szaporodasa: a DNS replikacigjat kovetd hasadas

- mikddéséhez kb. 3000 gén sziikséges, melyek tobbsége a sejtmagban talalhatd

Kloroplasztisz:
- cirkularis DNS (cp DNS)
- mérete: 100-300 kb
- 1RNS, tRNS, riboszomalis fehérjék, fotoszisztémak fehérjéi, ATPaz alegységek,
elektronszallito lanc fehérjéi egy részének génjeit hordozza
- a DNS replikacioja a sejtciklus alatt folyamatos
- szaporodasa: a DNS replikacigjat kovetd hasadas

- mikodéséhez tobb mint 1000 gén szilikséges, melyek tobbsége a sejtmagban talalhatd

Az eukaridta sejtmag és organellum genom dsszehasonlitasa
(Dudits és Heszky, 2014 nyomén)

Sejtmag Kloroplasztisz Mitokondrium
Jele: DNS cp DNS mt DNS
Organellum szama: 1db 5-80 db 15-200 db
Szervezddeés: kromoszéma nukleoid nukleoid
Szaporodas: osztodas hasadas hasadas
DNS mérete: 1-50 milliard bp 100-300 kb 15-2000 kb
DNS kopia/organellum: | = a sejt ploidfoka (2-8) 4-15 db 10-30 db
DNS kopia/sejt: = a sejt ploidfoka (2-8) 20-1200 db 150-10000 db
Kédolt fehérjék: 30-150000 db 100-250 db 5-100 db
DNS alakja: linedris cirkuléris cirkularis
Replikacio: + + +
Transzkripcio: + + +
Transzlacio start: metionin formil-metionin formil-metionin
Intron + -(+) -(+)
Génregulacio: monocisztronons | policisztronos (operon) policisztronos (operon

11



Az eukariota gének altalanos felépitése
Promoter (inditd) szakasz:
- az atirodo egység elott, az 5°-vég iranyaban talalhato
- az RNS atirasat végzd RNS-polimeraz II kotddési helyét tartalmazza
- aszabalyozo (regulator) elemek (sokszor nem a promoéter részeként feltiintetve)
szerepe a génmilkodés sebességének, idejének, sejt- €s szdvet-specifitdsanak stb.

meghatarozasa

Atir6dé egység (kodolé régio):
- az eukariota gének kodolo régidjaban exonok €s intronok kiilonithetdk el:
e cxon: szekvencidja a transzkripciot kovetd transzlacié soran aminosav-sorrenddé
forditodik le
¢ intron: bazissorrendje atirddik mRNS-re, de az éretlen mRNS utéfeldolgozasa

soran nukleotidjai kivagodnak (splicing), a transzlacioban nem szerepelnek

Terminacios régio:
- a3’ nem kodolo régioban, az Un. poly-A szignal (AATAAA) utan kb. 30 bp-raGC-ben
gazdag, forditottan ismétlodod régid, ami ,,hajti” képzddését eredményezi az RNS-en

- a,hajtti” a DNS templatrdl valo levalashoz vezet

promoterkozeli . . 3’-oldali
szab. elemek kodolo régio szabalyozé
# i AL elemek
enhancer i fé ' . M
prométer | intron intron /—)%
%% : exon exon exon |
v |8 il ¥
- N _
Y —'v’_
szabalyoz6 régio atirodo réegio

Az eukariota gén altalanos felépitése
Forras: http://elte. prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/ANovenyiAnyagcsere/ch07s04.html

Az eukariotak transzkripcidjanak jellemzoi
- atranszkripcio megindulasahoz sziikséges az Un. iniciacios komplex:

e templat DNS

12



e promoter elemek
e RNS-polimeraz
e transzkripcids faktorok (fehérjék, melyek a DNS-hez és/vagy a polimerazhoz
kotédve modositjak a polimeraz mitkodését).

- az atiras soran keletkezd éretlen mRNS (pre-mRNS, heteronuklearis RNS) 5’-végéhez
sapka (cap — metilalt GTP) kapcsolodik: gatolja az RNS lebomlasét, nélkiilozhetetlen
a riboszémahoz valo6 kapcsolodashoz.

- apre-mRNS-bdl az intronok az utdéfeldolgozas soran kivagddnak (splicing),
megtorténik az exonok folyamatos szalla torténd dsszeillesztése

- azutéfeldolgozas utdn a mRNS 3’-végéhez poliA (adenin-nukleotidokban gazdag) vég
kapcsolddik: megvédi az mRNS a ribonukleazoktol, serkentheti a transzlaciot

- a kodolo szakasz (az érett mRNS-ben a sapka és a poliA vég kozott, a START kodon
¢s a STOP kodon 4ltal hatarolt régid) a transzlacid soran aminosav-szekvenciava

forditodik at

2.2. A géntechnologiai beavatkozasok alapjai
A géntechnolodgiai beavatkozasok alapja:
- in vitro rekombinécio

- molekularis kldnozas

In vitro rekombinacio:

Rekombindns nukleinsav (altaldban — de nem kizarolag — DNS) molekulék eldallitasa.
Lépései:

- a nukleinsav molekula feldarabolésa restrikcids endonukleazokkal

- az 1. 1épésben kapott nukleinsav darabok egyesitése mas nukleinsav szakaszokkal (pl. vektor

plazmidba épités), ligdzok segitségével

Molekularis klonozas:
Rekombinans DNS molekula eléallitasa (pl. plazmid vektor a beépitett idegen - felszaporitani
kivant - DNS szakasszal), bejuttatasa transzformacioval egy gazdaszervezetbe, és ott torténd

felszaporitasa (replikécioja)
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A molekularis klonozas 1épései:

1. A kivant nukleinsav szakasz izolalasa restrikciés enzimekkel vald hasitassal vagy
mesterséges megsokszorozasa (pl. PCR) vagy kémiai szintézissel torténd eldallitasa

2. A DNS szakasz beépitése klonoz6 vektorba (pl. plazmid)

3. A klonozott DNS szakasz bejuttatdsa (transzformacioval vagy elektroporacidval)
olyan gazdaszervezetbe (pl. E.coli baktérium un. kompetens sejtek), ahol az
replikaloddni képes, ezaltal a klonozott DNS szakasz felszaporitasa

Tovabbi, alternativ 1épések:

4. Az izolalt/megsokszorozott DNS szakasz szekvencidjanak (nukleotid sorrendjének)
modositasa

5. A klonozo6 gazdaban felszaporitott DNS bejuttatisa egyéb célszervezetekbe

(géntranszfer)

2.2.1. A molekularis klonozas alapelemei
A molekularis klonozas alapjaul szolgalo fontosabb enzimek:
- Restrikcios endonukleazok:
e kizarolag baktériumokban ¢és kékalgakban el6forduld enzimek
e credeti szereplik a sejtidegen DNS (pl. bakteriofag DNS) felismerése és
megsemmisitése (kivagasa)
o felfedezésiik (1970; Arber, Smith, Nathans - Nobel-dij 1978) tette lehetdvé a
géntechnoldgia megsziiletését
e a DNS szekvencia meghatarozott, altaldban kozéppontosan szimmetrikus
(palindrom), 4-8 bazispar (bp) hosszu szakaszat nagy pontossaggal felismerik,
¢s ezen bellil szintén meghatarozott két nukleotid kozott, szimmetrikusan
hasitjak a DNS mindkét lancat, melynek eredményeként,
o haa DNS két szalanak elhasitasa egymassal szemkdzti foszfodiészter-
kotéseknél torténik, un. tompa végek (blunt end),

o egymashoz  képest elcsusztatott, néhany  bazissal  tavolabbi

helyzetiihasitohelyek esetén in. ragadds végek (sticky end) jonnek l1étre
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- restrikcios térképezés: kiilonbozd restrikcids enzimek kiilon-kiilon, illetve egyiittes
hasznalataval ezek hasitasi pozicidinak egymdashoz képest valod elrendezddésének

felderitése

Néhany gyakran hasznalt restrikcios endonukleaz forrasa és hasitohelye

Enzim Forrés Felismerd és hasitohely Végek jellege
Alul Arthrobacter luteus AG | CT tompa vég
TC 1 GA "blunt end’

BamHI | Bacillus amyloliquefaciens H| G | G A T C C ragados vég
C C TAG T G ’StiCky end’

EcoR1 | Escherichia coli R factor G |AATT C ragados vég
C T TAA TG “sticky end’
Haelll | Hemophilus aegyptus G G | CC tompa vég
C C 1 GG "blunt end’

Pstl Providencia stuartii C T G CA | G ragados vég
G tA C GT C “sticky end’
Ligaz:

- az enzim altal katalizalt reakcid ATP energidjanak felhasznaldsaval helyreallitja a
cukor-foszfat gerinc folytonossagat, kovalens foszfodiészter kotést alakit ki
A molekularis klonozas alapja az Osszekapcsolni kivant DNS-szakaszok ugyanazon
restrikcids enzimmel torténd hasitasa, igy a ligdcid szamara egymassal komplementer végek

kialakitasa.

Gélelektroforézis

DNS (illetve itt nem targyalt fehérje) fragmentek elvalasztasara, méretiik, esetleg
mennyiségiik meghatarozasara szolgaldé alapmddszer. Alapelve, hogy a toltéssel rendelkezo
molekulak elektromos térbenaz ellentétes toltésti elektroda felé véandorolnak — a DNS
fragmentek a negativtol a pozitiv pdlus felé.

A gél alapjaul szolgald polimer a nagy méretii DNS fragmentek esetében természetes (agar)
eredetli agaroz, kisebb DNS fragmentek és fehérjék futtatdsanal poliakrilamid. Az agardz
gélelektroforézis, altalaban maximum 10 bp pontossagu elvalasztast tesz lehetévé, mig a

poliakrilamid gélelektrofordzis pontossaga elérheti a 3 bp-t.
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A futtatds futtato pufferben (a gél is agarozzal/poliakrilammiddal szilarditott puffer) torténik.
A gél ,,zsebeibe” toltott, festékkel jelolt mintak mellett egy ismert méretli fragmentekbdl allo
marker egyidejii futtatdsa sziikséges, ami a minta fragmentek méretének meghatarozasara
alkalmas. A kisebb méretii fragmentek a gélben a kiindulasi ponttdl messzebb haladnak el, a
nagyobbak a ,,zsebhez” kdzelebb maradnak.

A DNS a gélben egy UV-megvildgitasban fluoreszkal6 festék, az etidium-bromid segitségével

tehetO lathatova.

6 7 8 910

M1112131415PNB "

Agarose E
gel

A DNS gélelektroforézis vazlata (jobbra) és agaroz gélen futtatott mintak (balra)
(M - marker; P+ - pozitiv kontroll; N- - negativ kontroll; B - DNS nélkiili kontroll)

Forrasok: http://www.bio-rad.com ¢és sajat

A hagyomanyos elektroforézis rendszerek mellett, nukleotid fragmentek elvalasztasara
hasznalatos, tobbek kozott a puffermentes E-Gel technologia
(http://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/brochures/e-gel-precast-agarose-gels-

brochure.pdf), illetve az akar 1 bp pontossdgi elvélasztast is lehetvé tevd kapillaris

gélelektroforézis (Smith és Nelson, 2003).

Vektorok
A klonozandd DNS (inszert) hordozomolekulai, melyek az egyes gazdaszervezetek genetikai
Csoportositasuk:

- kloénozo6 vektor: specifikus DNS informécio tarolasara, sokszorositasara alkalmas;

fontos tulajdonsagok:
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e a gazdaszervezetben Onallé replikaciora képes (replikon), tobb kopidban
replikalodik

e kis méretl (2-10 kbp)

e cgyedi restrikcios helyekkel, un. klonozo helyekkel rendelkezik (alt. multiklonozo
helyek - Multiple Cloning Site/MCS), melyek a vektorban csak egyszer eléfordulo,
egymas mellett elhelyezkedd kiilonbozd restrikcids endonukleaz felismerd helyek

e szelekcids marker (alt. antibiotikum rezisztencia) gént tartalmaz

- expresszios vektor: lehetévé teszi, hogy a benne tarolt DNS informdaci6 (inszert)
fehérjeként kifejezddjon, expresszalodjon; fontos tulajdonsag:

e a klonozo hely el6tt egy promoéter régidt tartalmaz, ahonnan a transzkripcio
elindulhat

Az expresszids vektorokkal itt nem foglalkozunk részletesen, felhasznaldsuk, felépitésiik

bemutatasa a Novényi biotechnolédgia fejezetben talalhato.

Klonozo vektorok
Plazmid
- cirkularis, stabil, igy konnyen kezelhetd
- kis mérete miatt kivondsa, tisztitasa, egyéb kezelése egyszerii
- nagy kopiaszama révén erds expressziot eredményez
- szelekcids marker (pl. antibiotikum-rezisztencia gén) elhelyezésére, kifejezésére
alkalmas

- kis méretli (max. 10-15 kbp) DNS szakasz klénozésara alkalmas

Bakteriofag
- pl. A-fag (E. coli temperalt bakteriofagja), illetve szdrmazékai a Charon vektorok
(kevesebb restrikcids hely)
- agazdasejt genomjaba profagként beépiil, illetve onnan kiszakad
- inszercios vektor: egyszeres hasitohelyek felnyitasa, DNS beépitése
- helyettesitéses vektor: kétszeres hasitohelyek, DNS beillesztése a kies6 szakasz

helyére
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- szelekcidos marker (pl. antibiotikum-rezisztencia gén) elhelyezésére, kifejezésére
alkalmas

- 20 kbp DNS klonozéséra alkalmas

Eco0109] 2574 Plol 45 BstAPl 170
Aatll 2617

AN, Psel a06
Gsul 1784
Cirtol 1779

Bse¥l 1110

Gall 1217
Hinch Cirdl Ecl13EH
_Petl___ gay EcoB8l AccBSl  poo241  EcoRI
MINpUC sequencing primes (0], 17 amer 3?5 Hirdiii Pael Sdal—Bvel ¥mil X bl BamMl Smal Kpiil Sacl Xapl ",55

5 G TAA AAC GAC GGC CAG .:FG{: CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGAATT CGT
FCATT TTG CTG CCG GTC ACG GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCT TAA GCA
LaeZ ¢——Wal wal Ala Leu Ala Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn The
AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG
TTAGTA CCA GTATCG ACA AAG GAC &
lhe Mot Thr Met

Mlalﬂiﬂ-m sequencing primes (28], 17 -mer

A pUC18 klonozo plazmid vektor felépitése
Forras: https://www.genscript.com/vector/SD1162-pUC18_plasmid DNA.html

Kozmid
- plazmid szekvencidk, a A-fag genomjdnak cos szekvenciaival kiegészitve, amik
lehetové teszik a beépiilést a fag-fejbe, igy transzformacié helyett csak fag-fertdzés
sziikséges
- 45-50 kbp DNS klonozésara alkalmas
Baktérium eredetii mesterséges kromoszémak (BAC)

- <300 kbp méretii inszertek klénozasa (pl. génkoényvtarakban)
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- hasonl¢ a standard bakterialis plazmidokhoz

- egy természetes eredetli dridsplazmidbdl (E. coli F-plazmidja) szarmazik

- kis kopiaszam (1-2/sejt)

- a YAC-hoz képest konnyebben kezelhetd, gyorsabban szaporithatdé FE. coli

gazdaszervezettel

Elesztd eredetii mesterséges kromoszomak (YAC)
- 800 kbp-1 Mbp méretii inszertek (pl. eukariota DNS) klonozasa (génkonyvtarak!)
- baktérium plazmid DNS ¢s €leszté DNS hibridje
- szaporitas auxotrof élesztd (Saccharomyces cerevisiae) vonalakban

- expresszios vektornak is alkalmas

| izolalt (genomi) DNS |

- |

restrikcios | | beépités plazmid 1-es fragment kiénjai
hasitas vektorba replikacio
(ligalas)

A hagyomanyos molekularis klonozas menete
Forras: BCEO3_Gimilab_Gensebeszet_2

Klénozé gazdaszervezetek
A vektor (egyuttal a klénozni kivant inszert) befogadasara, in vivo felszaporitasara szolgald
(tobbnyire mikroorganizmus) sejtek. Szerepe €s legfontosabb jellemzdi:

- befogadja a bejuttatott vektorokat (plazmid, fag stb.)

- konnyen és jol tenyészthetd
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- genetikai tulajdonsaga (és teljes genom-szekvencidja) ismert
- emberre és kdrnyezetre nem artalmas
- képes expresszios gazdaként is mikodni: az idegen genetikai informacid
- fontosabb klonozé gazdaszervezetek:
o prokariotak: Escherichia coli (Gram') — a leggyakrabban hasznalt klénozo
gazdaszervezet, Bacillus subtilis (Gram")

o cukariotak: Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris

Egyéb molekularis klonozasi technologiak

A fent emlitett, restrikcios hasitason és ligalason alapuld klonozasi alapmddszer mellett, tobb,
a ligalast is esetenként nélkiiloz6é klonozasi rendszer ismert. Ezekre alapozva tobb modern, a
kivant DNS fragment expressziés vektorban torténd  klonozasat  egyszeriivé,
felhasznalobaratta tevoé vektor-rendszer talalhato a kereskedelmi forgalomban, tobbnyire egy-
egy cég kizardlagos termékeként. Jelen jegyzetnek nem célja ezek részletes bemutatasa, az
alabbi felsorolasban a fontosabb rendszereket és technoldgidkat emlitjiik:

- USER® klonozas
(https://www.neb.com/applications/cloning-and-synthetic-biology/user-cloning)

- TAés TOPO TA klonozas
(https://www.embl.de/pepcore/pepcore_services/cloning/cloning methods/topo ta/ind
ex.html)

- rekombinacios klénozo6 rendszerek:

e GATEWAY klonozasi technolédgia
(https://www.embl.de/pepcore/pepcore services/cloning/cloning methods/recombi
nation/gategat/index.html)

¢ In-Fusion klonozas
(https://www .takarabio.com/learning-centers/cloning/in%E2%80%90fusion-

cloning-fags)
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BF clonase

A Gateway klonozasi stratégia vazlata
Forras: https://www.thermofisher.com/hu/en/home/life-science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-school-of-molecular-
biology/molecular-cloning/cloning/common-applications-strategies.html

2.3. A génbevitel sikerének igazolasa és a transzgénikus sejtek/organizmusok szelekcioja
Riportergén (jelz6gén):
- asikeres gén-transzfer, transzfekcio kimutatasara alkalmas
- agénexpresszio (cisz és transz regulator elemek 4ltali) szabalyozasanak vizsgélatara
alkalmas
- szelekcidra altalaban nem alkalmas (kimutatdsa altalaban a sejt pusztulasaval jar)
- pl. PB-galaktozidaz (kék-fehér szelekcid pro- és eukaridtdkban); luciferaz; p-
glilkuronidaz (GUS; els6sorban eukaridtdkban); z6ld fluoreszcens fehérje (GFP; a

sejtek ¢életben maradnak a teszt soran) génjei

Tranziens GUS expresszio hisztokémiai bizonyitasa kukorica szuszpenzios sejtekben
(balra)és arpa szkutellumokon (jobbra)

Forras: sajat
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Szelekciés markergén:

a klonozott ,,fontos” DNS-szakaszhoz kapcsoltan expresszalodik, kifejezddésének

mértékébol kovetkeztetni lehet a hasznositani kivant ,,idegen” génexpressziojara

a hagyomanyos negativ szelekcid altaldban antibiotikum- vagy herbicid- (névényi

transzformécional) rezisztenciagénre ¢épiil: az adott antibiotikumot/herbicidet

tartalmazé tdptalajon csak a markergént és a fontos DNS szakaszt egyarant(!)

tartalmaz6 transzgénikus organizmusok/sejtek maradnak életben

pl. ampicillin-, tetraciklin-, higromicin-, kanamicin-rezisztencia (baktérium-

tenyészetekben, higromicin- €s kanamicin-rezisztencia ndvényeknél is); foszfinotricin

(PPT)-rezisztencia (bar/pat-gén kddolja; ndvényi transzformacioknal)

a pozitiv szelekcio legelterjedtebb megolddsanal a transzformans sejtek képesek

hasznositani egyébként nem metabolizalt szénhidrat-féleségeket (pl. mannoz, xildz),

ezaltal felszaporodnak az adott tdpanyag jelenlétében

specialis, els6sorban mikrobaknal alkalmazott szelekcidos modszerek:

e auxotrofia-komplementacion alapuld szelekcid: az auxotrof (hidnymutans)
gazdasejtben a klonozott DNS-szakaszhoz kapcsoltan expresszalodo gén ,.kijavitja”
a mutaciot, igy minimal taptalajon csak a transzgénikus sejtek maradnak €letben

e immunologiai modszerekkel torténd szelekcid: a transzformaciot a bevitt gén altal
termelt fehérje ellen eldallitott fajlagos antiszérummal végzett kezelés koveti,a
szelekcio az immunreakcio alapjan torténik

e expresszios klonozas (pl. extracitoplazmés enzimek génjeinek szelekcidjara):1.
1épés: expresszids cDNS-konyvtar készitése indukcios koriilmények kozott nyert
mRNS  populaciobol (pl. keményitét tartalmazd taptalajon tenyésztett
baktériumsejtekbdl amilaz mRNS izolalasa, azokrdl amildz cDNS készitése);2.
1épés: szelekcid indukcids (pl. keményitd-tartalmu) taptalajon - a transzgénikus

sejtek telepei kortil feltisztulasi zona kialakulésa

A ndvényi géntechnologidban az antibiotikum- és herbicid-rezisztencia gének hasznalataval

kapcsolatban tobb, gyakran eltalzott jelentdségii (elsdsorban) tarsadalmi kifogéas mertilt fel:

egyes markergének termékei toxikusak vagy allergének lehetnek,

az antibiotikum-rezisztencia a talaj patogén mikroorganizmusaiba atkeriilhet,
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- az altalanosan hasznalt herbicidekkel szemben rezisztens ,,szuper gyomok”™ johetnek
létre,
- a szelekcios markergént tartalmazé transzgénikus novény nem transzformalhaté jbol
ugyanazzal a markergénnel.
Ezekre vélaszul, fokozott torekvések folynak a szelekciés markergének nélkiili szelekciora
szelekcio), marker-mentes transzgénikus novények eldallitdsara, melyekrél a NOvényi

biotechnologia fejezetben esik sz6 bévebben.

2.4. A polimeraz lancreakcio (Polimerase Chain Reaction, PCR)

A polimerazlancreakcié (K. Mullis, 1983 — kémiai Nobel-dij, 1993) a DNS enzimatikus
amplifikalasara (kopidk megsokszorozasara) alkalmas molekularis bioldgiai technologia. A
PCR lehet6vé teszi a DNS egy rovid, jol definidlt szakaszanak megsokszorozéasat analizis

céljabol.

A PCR fontosabb felhasznalasi teriiletei:
- gének/DNS szakaszok klonozasa, felszaporitasa
- DNS-szekvenciak jelenlétének kimutatasa a genomban/mintaban (pl. géntérképezés,
markerezés)

- polimorfizmusok kimutatasa, genetikai ujjlenyomat készitése

A PCR-hez sziikséges komponensek:

- DNS-templat: tartalmazza az amplifikalando6 DNS-szakaszt

- két primer (alt. 18-25bp): meghatarozzak az amplifikaland6 szakasz elejét és végét (57,
forward primer, illetve 3°, reverse primer)

- DNS-polimeraz: lemasolja az amplifikdland6 szakaszt (pl. hostabil Tag-polimeraz,
Pfu-polimeraz)

- nukleotidok (ANTP): a DNS-polimeraz ezekbdl épiti fel az Gj DNS-t (adenin-, timin-,
citozin-, guanin-nukleotidok; RNS-szakasz amplifikaldsa esetén timin helyett uracil-
nukleotid)

- puffer: biztositja a DNS-polimeraz szamara megfeleld kémiai kérnyezetet
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A PCR-reakci6 egy ciklusanak harom f6 1épése:

- atemplat kettds DNS-szal denaturalasa két egyszala fonalla (95 °C)

- aprimerek kapcsolodésa (annealing) a komplementer célszekvencidkhoz (55-70 °C)

- atemplat DNS-sel komplementer szal szintézise (extension) 5°—3’ iranyban (72-75

OC)

A ciklusok altalaban 30-35x ismétlddnek a megfeleld mennyiségli termék eldallitasa céljabol.

PCR-rel 50 bp -10 kbp méretii DNS(RNS)-fragmenteket lehet felszaporitani.

megsokszorozni
kivant DNS T /
szakasz s 5 s - / ““ \
' » e UL
¢ ? !/ 5I‘lllll|||3‘ / 3 5 ” /
T & ° ° s &
» s N o , o
[RREESRRES
A S " ey - G
" *, BiAbRAEEL . hhAALEL
“ DNS primer 3 5 3 5 \ /'
nukleotidok 1k I i
\

@ Denaturicié 94-94 °C-on
@ Primertapadas (annealing) kb. 68 °C-on
© Megnyilis kb. 72 °C-on

A PCR menetének vazlata

Forras: http://www.onlinebiologynotes.com/polymerase-chain-reaction-pcr-principle-procedure-steps-types-application/

Specialis PCR-technikak ¢és fontosabb PCR-alapi méodszerek:

- kvantitativ. PCR (qPCR): a célszekvencia mennyiségének (altadban valds idejit)
meghatérozasara. Altalaban a keresett DNS szekvencia jelenlétének és kopia-
szamanak meghatdrozasara hasznaljak. Alkalmanként RT-PCR-nak (real-time PCR,
valos idejli PCR) is roviditik, de azt hivatalosan a reverz transzkripciés PCR-re
alkalmazando6 (1d. lent).

- reverz-transzkripciés PCR (RT-PCR): RNS templaton DNS fragment amplifikalasara.
A reverz-transzkriptaz az RNS-t cDNS-s¢é irja at, amit azutan a PCR amplifikal.
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Széleskorben alkalmazzak expresszios profil készitésére, illetve RNS transzkriptek
szekvenciajanak azonositasara.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - véletlenszertien felszaporitott
polimorfikus DNS) analizis: teljes genom PCR-rel torténd vizsgalatara. Az analizis
soran egyetlen rovid primerrel véletlenszeriien szaporitanak fel DNS szekvenciakat.
Nem kell ismerni a felszaporitandé szekvencidkat, mivel az alkalmazott rovid (10-15
nukleotid hosszusagu) primer kotodésének valoszinlisége nagy. Ha a vizsgalt
izolatumok polimorfikus (eltérd szekvenciaji) DNS-t tartalmaznak, a gél-
elektroforézissel kapott mintazatok is kiilonb6zdek lesznek (molekularis ujjlenyomat),
ami elsésorban torzs szintli 6sszehasonlitast tesz lehetové.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism - amplifikalt fragmentum
hosszisag polimorfizmus) analizis: restrikcids enzimes hasitdssal kapott
fragmentumokhoz adaptorokat ligdlnak, melyek szelektiv amplifikacio alapjaul
szolgalnak. A gélen elvélasztott amplifikdtumokat fluoreszcensen jelolik, majd
automata lézer szekvenalé berendezéssel poliakrilamid gélen szepardljak. Az

eredmény 50-100 savbol allo, jol reprodukalhatd mintazat(ujjlenyomat).

2.5. Nukleinsav és fehérje hibridizalasi modszerek

A hibridizacidos modszerekkelbioldgiai mintakbol vagy egy gén-/cDNS-konyvtarbol mutathatd

ki adott DNS vagy RNS szakaszjelenléte. A hibridizadci6 soran a mintdhoz (templat) a

bazisparosodas szabalyai szerint kapcsolddik (hibridizal) a komplementer proba. A minta lehet

DNS vagy RNS, a proba elvileg barmilyen (izotoppal vagy nem-izotdpos festékkel) jelolt

nukleinsav. Altalaban a hibridizalasi technikdk kozott targyaljak a fehérjék kimutatisara

szolgal6 Western-blot mddszert.

A hibridizaciés (blottolason alapuld) technikak:

Southern-hibridizacié (Southern-blot):

e DNS mintan DNS vagy RNS probaval

e pl. adott DNS-szakasz (fizikai) jelenlétének kimutatasa; DNS-ujjlenyomat készitése
(restrikcids fragment-hossz polimorfizmus — RFLP)

Northern-hibridizacié (Northern-blot):
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e RNS mintan DNS vagy RNS prébaval

e pl. adott gén kifejezddésének kimutatasa a transzkripcid szintjén
Western-hibridizacio (Western-blot):

e fehérje mintdn antitest (fehérje-fehérje) kdtddés alapjan

e pl. adott gén kifejezddésének kimutatasa a transzlacioé szintjén

A blottolas (Southern- és Northern-blot) fobb 1épései:

a restrikcidos enzimekkel emésztett DNS/RNS minta szétvalasztdsa agardz
gélelektroforézissel

blottolas: a DNS/RNS molekulédk atvitele diffuzidval a gélbdl egy nitrocelluldéz- vagy
nylonmembranra és ott torténd immobilizalasa (blottolas nélkiil a gélbol a DNS
diffizidval az oldatba keriilne a hibridizalas sordn, illetve a gél torékeny és nehezen
kezelhetd)

a DNS/RNS in situ denaturalasa €s rogzitése a lenyomaton (hé vagy UV)

a rogzitett mintdk hibridizaldsa egy radioaktiv vagy fluoreszcens modon jeldlt
probaval

a jelolt mintdk beazonositasaa hibridizalt és jelolt mintdkrol késziilt autoradiogram

vagy a fluoreszcencia mintazata alapjan

DNS mintak d e @  radioaktiv préba « § felvetel
(fragmentek) § § ____ X-ray film
',.r":--i-i-'a-'-i" 1 B hh —— T — T — ]
" 'UT!: riae
R
T B
; ' K d\
dlektroforézis | = restrikcids
/[7' y i bl fragmenthez lréntgenfilm
s S S ) AR hibridizalt préba el6hivésa
: ¥-ray film

I

(i
/ P papirtorolkozék !
‘.. lhi,trocellulc')z membran a pro’ba’hoz hibridizalt
- = gél £ tek méretének
| 3 —-:,._,___‘_ szivacs: ragmente ,merfe ene
- — ———flottold puffer meghatarozasa
A Southern hibridizacié vazlata (magyarazatot lasd a szovegben)

Forras: https://bio.libretexts.org/?title=TextMaps/Genetics/Book: Online Open_Genetics_(Nickle %26 Barrette-
Ng)/08:_Techniques_of Molecular Genetics/8.6: DNA_Analysis:_Blotting and Hybridization

26

—
ERRE T I I e e




A Western-blot fobb 1épései:

nativ vagy denaturalt (SDS-sel) fehérjék gélelektroforézise

- Dblottolas (elektroblottal) membranra

- inkubalas a vizsgalando fehérje ellen termelt, (fluoreszcens) festékkel jelolt
ellenanyaggal

- mintazat értékelése

DNS-chip (microarray) technika

A hibridizaciés technikak leglijabb véltozata. Kisméretli (1-2 c¢cm?) szildrd hordozé (pl.
szilikon, liveg) feliiletére szabalyos elrendezésben tobb 10000 DNS probat (génekre vagy
cDNS-ekre specifikus oligonukleotidok) rogzitenek. A mintakat fluoreszcens modon jelolik.
Az ¢értékelés soran mikroszkdp segitségével, a mutatott fluoreszcencia alapjan detektaljak
azokat a probdkat a chipen, amelyekkel komplementer DNS vagy RNS jelen van a mintaban.
Alapveto kiilonbség a klasszikus hibridizaciés modszerekhez képest, hogy itt a probat, mig a
fent emlitett blottolason alapuld technikaknal a mintat immobilizaljak, itt a mintdk, a

blottolasnal a probak mobilak.

DMA clones

test raference axcitation
""-r -*\.... T g laser1 laser 2

"“"ﬂ-..-’*-' % B0

reverse
transcription
label with

: fluor dyes
PCR amplification H\f%-
purification |1 :: :&ﬁm
robotic Sanoma
printing ’:

computer
analysis

hybridize target
{o microarray

A DNS chip technika vazlata

Forras: http://bme240.eng.uci.edu/students/08s/jentel/Diagnose-hereditary-disease.htm
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A DNS microarray fobb alkalmazasi tertiletei:
- a funkcionalis genomika
- génexpresszios valtozasok kimutatasa
- SNP-k (egypontos nukleotid-polimorfizmusok) detektalasa
- teljes genomot atfogd genetikai kiilonbségek analizalasa

- alternativ splicing és génfzio kimutatdsa

2.6. Gén és cDNS konyvtarak
A rekombinans DNS konyvtarak nagy mennyiségli DNS-ben kéddolt informaciot tartalmaznak.
A rekombinans DNS konyvtarak tipusai:
- genomialis konyvtar:
e cgy adott szervezet teljes genetikai anyagatvagy annak egy-egy jol koriilhatarolt
részét (pl. egy kromoszoma) reprezentald klonozott DNS szakaszok gyiijteménye
e a felhasznalas célja: egy gén, gén klaszter, teljes genom fizikai térképének
elkészitése, 1) markerek azonositisa és elhelyezése a térképen, a teljes genom
szekvenciajanak meghatarozasa
- c¢DNS (complementary/copy DNS) konyvtar:
e cgy adott sejttipusban egy adott pillanatban kifejez6d6é fehérjék érett mRINS-érdl
reverz transzkriptazzal atirt DNS szakaszok, klonok halmaza
e a felhasznalds célja:adott fehérjék kodold szekvencidjanak eldallitasa; nem
alkalmas az egyes gének kifejez0désének, az expresszid szabalyozasanak
vizsgalatara (a gének szabalyozo elemei nincsenek jelen)
A konyvtar készitésének elsé 1épése a klonozni kivant DNS megfeleld méreti
fragmentumainak eldallitasa, majd ezeknek klonozasa az adott vektorba.
A konyvtarak sziirése (screening - szkrinelés): a vizsgalni kivant gént/cDNS-t tartalmazé

klon(ok) kivalasztasa é€s elkiilonitése a tobbi klontol

Gén/cDNSkonyvtar készitésének menete:
1. Genomi DNS feldarabolasa egy altalanosan hasznalt restrikcios endonukleazzal (pl.
EcoR1I) / Adott koriilmények kozott cDNS-ek izolalasa
2. A DNS-fragmentek beépitése klonozo6 vektorba (atfedd szekvencidk sziikségesek)
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A rekombinans plazmidok mindegyike mas-mas genomi DNS / cDNS darabot
tartalmaz

Bejuttatas ¢és felszaporitds gazdasejtben

A transzformacié soran minden gazdasejt (altalaban baktérium) csak egyetlen
plazmidot vesz fel, de a transzformans baktériumok Osszessége az egész genomot

tartalmazza: ez a génkonyvtar

4. A konyvtar szlirése:

e aklonozo baktériumok kiszélesztése

o kiilonallo kolonidk fejlédése: egy kolonia — egyféle plazmid (= egyféle genomi
DNS / ¢cDNS darab)

e koldnia-hibridizacio: a szélesztett kolonidk membranra blottolasa, hibridizalas
radioaktiv/nem-radioaktiv jelolt probaval (pl. a géntermék mRNS-t nagymértékben
kifejezd szovetbdl; a fehérje szekvencidja alapjan készitett DNS oligonukleotid;
mas fajbol mar ismert homolég DNS szakasz; a fehérje elleni antitest), pozitiv

kolonidk beazonositasa az eredeti taptalajon

A ¢DNS:

egyszali RNS (pl. mRNS) vagy microRNS templatrol reverz transzkriptdz enzim altal
katalizalt reakcidban szintetizalt duplaszalu DNS,

csak a miikodo génekrdl ad mintat (mRNS-en keresztiil),

nem tartalmaz intronokat — kifejezhetd prokaridtakban is,

a génmukodés szabalyozasaért felelds szekvencidkat nem tartalmazza

A cDNS készitésének fobb 1épései:

annak a sejttipusnak a koriiltekintd kivalasztasa, amelyben a vizsgalni kivant fehérjék
nagy mennyiségben jelen vannak; altaldban indukcidés koriilmények biztositdsa
sziikséges

RNS izolalasa

az érett mRNS 3’ poli-A farkdhoz hibridizal6 oligo-dT primer (vagy specifikus, esetleg
random primer), valamint reverz transzkriptdz enzim felhasznalasaval az mRNS-sel

komplementer DNS (cDNS) szal elkészitése
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az el

term

az egyszali cDNS (ss cDNS) levalasztasa a mRNS-rdl hdkezeléssel vagy lugos
hidrolizissel
az egyszali cDNS szalra visszahajlo 3° vége un. hajtiit képez, és primerként szolgalhat
a masodik lanc szintéziséhez, illetve egyéb modszerek
polimerizacido DNS polimeraz I (Klenow fragment) és dNTP-k felhasznalasaval
a hajtli levagasa S1 nukleazzal

0z06 1épések alternativai: RN-az H és E. coli DNS-polimeraz | felhasznalasaval, vagy

inalis transzferaz, oligo-dC farok szintézise és oligo-dG primerrel induld szintézis

mRNS
oligo(dT) primer
A reverz transzkriptaz

megszintetizalja a mRNS-sel
komplementer cDNS szalat

mRNS
cDNS

A kész cDNS szal levalasztasa
hidrolizissel

c¢DNS

A DNS polimeraz I megszintetizalja
a cDNS-sel komplementer DNS

szalat
Az Sl nukleaz
levagja a hurkot kettdsszalu
(egyszalu DNS DNS

A termindlis transzferdz egyszalu

maradvanya)
l végeket kapcsol a cDNS-hez

Kettosszali DNS, készen a
klonoz6  vektorba  torténd
beépitésre

A c¢DNS készitésének vazlata

Forras: sajat
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3. MIKROBA BIOTECHNOLOGIA

Mikroorganizmusok (mikrobak):

mikroszkopikus (szabad szemmel nem lathatd) ¢l6lények.

Prokariotak:
- maganyagukat (nucleoid) nem hatarolja membran
- 1de tartozé mikrobak rendszertani kategoriai:
o Archeae (,,0sbaktériumok”)

e Eubacteria (valodi baktériumok)

Eukariotak:
- sejtmagjukat kettés membran hatarolja
- ide tartoz6 mikrobak rendszertani kategoriai:
e algidk
e mikroszkopikus méretli gombak (pl. Myxo-, Oo-, Chitrodiomycetes)

e protozoak

3.1. A mikroorganizmusok anyagcseréjének fo jellemzai
A mikroorganizmusok anyagcserefolyamatainak biokémiai hattere, az alapvetd bioszintetikus
¢s lebontd folyamatok lefutdsa megegyezik, illetve analdog a magasabbrendii ndvényeknél

ismertekkel.

Alapfogalmak:
Anabolizmus (bioszintézis): felépitd, energiaigényes folyamat

Katabolizmus: lebont6, energia-felszabadulassal jaré folyamat

A mikrobasejt anyagcseréjének szakaszai:
1. Primer metabolizmus (trofofazis):
- atenyészet intenziv gyarapodasa
- tapanyagok, fizikai tényezok stb. nem hianyoznak, a mikroorganizmusok névekednek

- primer metabolitok termelése, azok visszakapcsolddasa az anyagcserébe
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2. Szekunder metabolizmus (idiofazis):
- hianyos életfeltételek, a katabolikus folyamatok felerésodése
- primer metabolitok termelése, a mikrobék létfenntartasa
- szekunder metabolitok termelése:
e nem kapcsolodnak vissza a sejt sajat anyagcseréjébe
o gliikoz, lipidek stb. lebontasabdl (gyakran: acetil-CoA-bol)

e szerep a kornyezethez valé alkalmazkodasban (pl. alkaloidok)

3.1.1. A mikrobaik taplilkozasa
A felhasznalt szénforras alapjan:
- autotrof: kizardlag vagy dontéen CO» hasznositasa
- heterotrof: redukalt szerves molekuldk (szénhidrogének, szerves savak, lipidek,

cukrok, cukoralkoholok, poliszacharidok stb.) hasznositasa

Az energiaforras alapjan:
- fototrofok: fény az energiaforras

- kemotrofok: szervetlen (vagy szerves) vegyiiletek oxidaci6jabol nyernek energiat

Az elektronforras alapjan:
- organotrof: szerves vegyliletek oxidacioja

- litotrof: redukalt szervetlen molekuldk oxidacioja

A prokariotak altalaban kemolitotrofok és fotoorganotrofok, esetleg fotolitotrofok.

Az eukaridtakaltalaban kemoorganotrofok és fotolitotrofok.

A biokémiai folyamatok katalizatorai az enzimek, melyek a mikrobak esetében lehetnek:
- extracitoplazmas (,,extracellulris”): a citoplazman (sejten) kiviil aktiv

- citoplazmas (,,citoplazmatikus”): a citoplazmaban aktivak

Mas szempont szerint, az enzimek lehetnek
- konstitutiv: folyamatosan miikddik
- indukalhat6: adott inger, indukcids tényez6 hatdsara miikodik
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A szerves makromolekuldk (polimerek, pl. fehérjék, poliszacharidok, lipidek) bontasa

altalaban extracitoplazmas bontoenzimekkel torténik.

Fontosabb enzim-tipusok a mikrobakban:

ligaz: kotések 1étesitése (szintézis, kondenzacid) vizmolekula felszabaditasaval
hidrolaz: kétések bontdsa vizmolekula beépitésével

oxidoreduktaz: redox-folyamatok katalizalasa

transzferdz: funkcids csoport (pl. amino-, metil-csoport, CO») atvitele egyik
molekularol a masikra

izomeraz: molekuldn beliili 4talakulasok katalizalasa

lidz: kettds kotésekhez torténd szubsztitiicid katalizalasa

3.1.2. A mikrobak anyagcseréjének szabalyozasa

Szabalyozas az enzimek szintézise szintjén:

operon (pl. laktéz-operon):
e meghatdrozott anyag feldolgozasdhoz sziikséges enzimek génjeinek be-,

kikapcsolasa egyetlen transzkripcids egységként torténik

e a regulator-, operator és promoter régiokat, valamint a struktargéneket foglalja
magaba, miikddését az effektor (nem nukleinsav molekula, 1d. lent) is
befolyasolja

katabolit represszio (szén katabolit represszid):
egyes operonokban (pl. lac operon) miikodd génszabalyoz6 rendszer, amely szerint az
eldnyben részesitett, konnyen metabolizalhaté szén-és energiaforras (pl. gliikéz)

jelenlétében egyéb szénhidratok lebontasa gatlas alé esik

Az operon miikodésére altalanos példa a laktoéz-operon (lac-operon):

a lakt6z hasznositashoz 3 enzim sziikséges, melyek atirasat a lac promoter iranyitja:
e [-galaktozidaz - a lacZ gén terméke
e permedaz - a lacY gén terméke
e transzacetildz - a lacA gén terméke
a lac promdter utan (3’ iranyban), a szabalyozott gének el6tt talalhatod az operator
régio, a represszor fehérje kapcsolodasi helye

a lac promotertdl 5° irdnyban taldlhaté a represszor fehérje atirasi egysége (lacl)
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tovabbi (itt nem targyalt) példak az operon miikodésére: arabindz operon (ara operon),

triptofan operon (¢7p operon)

A laktéz-operon miikodésének egyszeriisitett modellje:

gliikoz jelenlétében, laktdoz hidnyaban a laktoz feldolgozasahoz sziikséges enzimek
nem termelddnek, mert a represszor fehérje az operator régidhoz kapcsolodva
meggatolja az RNS polimerazt a struktarfehérjék atirasaban.

gliik6z hidnyaban, a lakt6éz mint indukalé molekula (induktor) a represszor fehérjéhez
kapcsolodva megakadéalyozza, hogy az az operator régidohoz kapcsolodjon, igy

megindul a laktozt bontd enzimek szintézise.

lacl o, lacZ lacY lacA
CAP P [O 1
5 -q— 3
AUG AUG AUG
mRNA T r |
s s 5
cAMP Activator Protein RNA Polymerase
7/
‘. High (constitutive) level of expression ' Low glucose |
5 —— » > . 3 Lactose available
lacl repressor Hih ol
igh glucose
CAP Pg N X X - unavailable
5 — > > > ) a3 Lactose unavailable
Low glucose
d :
5 -— - X B X > X > 1 3 Lactose unavailable
CAP P O Low (basal) level of expression High glucose
5 — 4 Lactose available

A laktoz operon és szabalyozo elemei (katabolit represszio)
Forras: http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Lac_operon.png
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Katabolit represszio a laktdz-operon szabalyozasaban:

gliikoz és laktdz egyidejii jelenléte esetén nincs erds lac expresszio- a gliikoz a legjobb
szén- ¢és energiaforrds, ezért elobb ezt haszndlja fel a baktérium, nincs sziiksége a
laktéztmetabolizal6o enzimekre

gliikoz jelenléte, lakt6éz hidnya esetén a cAMP : ATP arany eltolodik az ATP javara,igy
a katabolit aktivator fehérje (CAP) kis mennyiségben aktivalodik (kevés cAMP-CAP
komplex), a laktdz operon represszalt (gatolt)

gliikoz ¢s laktéz egyideju jelenléte esetén kevesebb ATP és mar kevés cAMP is
keletkezik, igy a lakt6z induktor és a kis mennyiségii cAMP-CAP komplex aktivalja a
lac-operont, alacsony szintli transzkripcié kezdddik

gliikoz hianya, laktoz jelenléte esetén (a sejt "¢hezik") kevés ATP és sok cAMP
keletkezik, a cAMP-CAP komplexlac promoterhez kapcsolddasa maximalis szintli

transzkripciot eredményez

Szabalyozas az enzimek miikddésének szintjén:

protein-kinazok:

enzimek foszforilalasa, aktivalasa

foszfatazok:

defoszforilalés, aktivitds modositdsa/megsziintetése

kompetitiv gatlas:

a szubsztrathoz hasonld vegyiilet kapcsolodasa az enzimhez, igy a reakcid nem
jatszodik le (pl. antibiotikumok, gyogy- és novényvéddszerek mitkodési elve)
visszacsatolasos gatlas (feed-backkontroll):

a reakcid végterméke a katalizalo enzim felismeré helyéhez kapcsolodik, gatolja
annak aktivitasat (negativ feed-back)

allosztérikus gatlas:

az allosztérikus enzim jarulékos regulatorhelyéhez effektor molekula (fiiggetlen a
katalizalt reakciotol) kapcsolodik, igy az enzimfehérje harmadlagos szerkezete

modosul, az reverzibilisen elveszti aktivitasat
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Az effektorok szerepe a mikroba anyagcsere szabalyozasaban
Effektor:

- enzimek regulacios régiojahoz kapcsolodva az enzim mikddését serkentd
(alloszterikus serkentés) vagy gatld (alloszterikus gatlas), kis méretli szabalyozo
molekula

- operonokban a regulator fehérjéhez kapcsolodd molekula, ami a fehérje alloszterikus
megvaltozasat okozza, igy mikodoképességét valtoztatja meg

A mikrobasejtek effektorai:

- szén- ¢s energiaforras: gliikdz

- nitrogén-anyagcsere: ammonium-ion; glutamin, aszparagin

- kén-anyagcsere: cisztein, metionin

Effektor (a legkonnyebben feldolgozhatd tapanyag) hianyaban felszabadulnak a masodlagos
tapanyagokat bontd enzimek, ami szamos esetbena mikroba ipari felhasznalhatdsaganak

alapja.

A mikrobak energiatermelése
A glikoz (mint effektor, 1d. fent) lebontasa ATP-termeléssel jar. A megtermelt ATP

mennyisége fiigg a gliikdz lebontasanak folyamatatol.

A gliikoz lebontasanak alternativai:

- 1. Glikolizis (anaerob) — terméke a piroszdéldsav
2. Citrat-kor (trikarbonsav-ciklus)
3. Terminalis oxidacio, oxidativ foszforilalas
aerob- 38 molekula ATP keletkezik

- 1. Glikolizis (anaerob)
2. Fermentécio (a piroszolosav redukcioja):

e alkoholos

® savas

anaerob- kevés ATP keletkezik

A fermentacio a mikroorganizmusok kozvetlen (biotechnoldgiai) hasznositasara alkalmas:
- alkoholos italok, tejtermékek, tartositott savanyasagok eldallitasa
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alkohol, tejsav, ecetsav ipari méreti termelése

silotakarmanyok készitése

3.2. A mikrobak tomegtenyésztése

A mikroba-tenyészet novekedésének kinetikaja

A zart rendszerben tenyésztett mikroorganizmusok novekedési gorbéjének szakaszai:

I.
2.

Lag-fazis: nem észlelhetd a ndvekedés, az inokulum ,,alkalmazkodéasa”

Gyorsul6 ndvekedés szakasza (akceleracios fazis): az adott fajra jellemzd osztddasi
gyakorisag elérése (baktériumok: kb. 20-30 perc)

Exponencialis novekedés: maximalis litemii szaporodas, teljes intenzitasti anyagcsere
Lassuld novekedés szakasza (deceleracidos fazis): tapanyagok fogydsa, karos
anyagcseretermékek felszaporodasa (zart rendszer!)

Megallapodott szakasz (stacionarius fazis): a ndvekedés megsziinése, a limitalod
tapanyag elfogyasaval; kitarto képletek hozasa, sporuldciod

Pusztuld szakasz: az elhalt sejtek szdma nd, autolizis

Ipari koriilmények kozott altaldban meghatarozott ndvekedési fazisban képzddd termék(ek)

eldallitisa a cél. Fontos az adott fazis minél gyorsabb elérése, ¢és idétartamanak

meghosszabbitasa, akar végtelenitése (pl. in. kemosztat rendszerek).

3.2.1. A mikrobak tomegtenyésztésének kornyezeti feltételei

A mikrobak novekedésére hato kornyezeti tényezok:

oxigén

obligat/fakultativ aerobok

obligat/aerotolerans anaerobok

sugarzas

elektroméagneses (UV-, vy-sugarzas), korpuszkularis (B- vagy katod-sugarzés)
sugarzasokmikrobdkat karosit6 hatastiak

hémérséklet

optimum: <15 °C (pszichrofil), 20-25 °C (pszichrotrof), 20-40 °C (mezofil), termofil
(>50 °C)
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- nyomas
optimum: altaldban normal 1égkori nyomas (1 at)
barotoleransok: 200-300 at-ig, barofilek: 1000 at-ig
- ozmotikus viszonyok
a baktériumok ozmotikus stressz-érzékenysége joval nagyobb, mint a gombak
érzékenysége
- pH
neutrofil (pH 5-8), acidofil (pH 1-5), alkalofil (pH 8-11)

A mikrobakban (els0sorban baktériumokban) eléfordulé fontosabb tapelemek:
- makroelemek: C, O, N, H
- mikroelemek: P, S, K, Mg, Ca, Fe
- nyomelemek: Mn, Co, Zn, Cu, Mo

Az atlagos mikrobasejt 0sszetétele (szdrazanyagra viszonyitva):
- szén: 48%
- oxigén: 26%
- nitrogén: 14%
- hidrogén: 7%
- foszfor: 3%
- kén: 1%
- egyéb elemek: 1%

Ez a mikrobatenyészettapkdzege Gsszetételének alapja.

A mikrobak tomegtenyésztésére hasznalt tapanyagforrasok:

- szénforras (szénhidrat-, energiaforras):

melasz (60% szénhidrat, 1-2% nitrogén)

e malatakivonat (90% szénhidrat, 5% fehérje, vitaminok, nyomelemek stb.)
e keményit6 (forrds: kukorica, burgonya, manidka) - gliikkdz-, maltdz-,
maltotrioz-forras)

e celluléz (forras: szalma, faforgacs stb.)

38



metabolizaladsdhoz lignocellul6z-bontd enzimrendszer

szlikséges! (a fonalas gombakban talalhato)

novényi olajok(linolén-, linol-, olajsav-forrasok); energiat is szolgaltatnak!
etanol (metanol) - pl. ecetsav-eldallitas

tejsavo (1% laktoz, 0,2% fehérje) - tejsav-eldallitas

nitrogénforras (aminosavak, fehérjék forrasa):

szervetlen N-forrasok: ammoniumsok, karbamid

pepton (forras: hus, kazein, névényi részek stb.) - draga

¢lesztOkivonat (forrés: szeszipar) - 70% fehérje, vitaminok, nyomelemek forrasa
szojaliszt (olaj-kinyerésbol) - 50% fehérje

kukorica préslé (keményits-gyartasbol)

Nyomelemek:

Zn, Co, Mn, Mo, Cu, Fe, sok vagy kelatok formajaban

Kiilonleges adalékok:

vitaminok és ndvekedési faktorok

indukal6 anyagok (masodlagos anyagcseretermékek termelése)
feliiletaktiv anyagok (kivalasztas eldsegitése)

habosodast gatl6 szerek

szelekcios marker-vegytilet (pl. antibiotikum)

3.2.2. Bioreaktorok

Bioreaktor (korabbi nevén: fermentor):

a mikrobak tomegtenyésztésére szolgald berendezés

tapkozeg szilard vagy folyékony vagy kombinalt

steril (pl. antibiotikumok eléallitdsa) vagy nem-steril (pl. sild, boraszat)

aerob (pl. enzimek, aminosavak, vitaminok, antibiotikumok eldallitasa) vagy anaerob

(pl. etanol, tejsav eloallitasa)

méret:

10-100 000 liter Urtartalom

Szilard fazisu bioreaktorok:

a tenyésztés tényezoi:
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a tapkozeg elokészitése (apritas stb.)

optimalis hémérséklet biztositasa

megfeleld nedvességszint biztositasa
e oxigénszint szabalyozasa
- alaptipusok
¢ hengerreaktor (pl. mikrobatomeg eldallitasa)
o toronyreaktor (pl. toronysilo)
o talcas bioreaktor (pl. enzimek, egzotikus élelmiszerek eldallitasa)

- alkalmazas: sajtgyartas, szilazskészités, gombatermesztés, komposztalas stb.

Levegd ki Leveg® ki

Terel6lapatok

1 Levegs L——i—
‘-------  befQvas -------*
Szubsztratum
HENGERREAKTOR TORONYREAKTOR TALCAS BIOREAKTOR

A szilard fazisu bioreaktorok tipusai
Forras: Heszky és mtsai., 2005

Folyékony fazisu bioreaktorok:
- alaptipusok:
o kever6lapatos
e pneumatikus
e hidrodinamikus
- kadtenyésztés:

e cgyszeri feltoltés
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e olcso, lizembiztos

o kevésb¢ alkalmas elsddleges anyagcseretermékek eldallitasara, sok a holtidd

(felszaporodas, tisztitas stb.)

e alkalmazas: pl. alkoholtartalmu italok, méasodlagos anyagcseretermékek eldallitasa

- utantoltéses kadtenyésztés
e altalaban az exponencidlis szakaszban termelt termékek eldallitdsara hasznalt

e alkalmazas: pl. extracitoplazmas enzimek, szerves savak eldallitdsa

- folyamatos lizemi tenyészetek
¢ 50-100 napos folyamatos iizem
e lizemszervezési szempontbol optimalis
¢ bonyolult, draga

¢ nagy sejttdmeg, exponencialis szakaszban keletkezd termék eléallitasara hasznalt

=

Leveg® ki ‘ Leveg® ki | Levegl be
‘ )

Keverdlapat

ccc

G O L st

Lvegc’i be
Levegd be . : ;
Lecsapolas Lecsapolas Lecsapolas
KEVEROLAPATOS PNEUMATIKUS HIDRODINAMIKUS

A folyékony fazisua bioreaktorok tipusai
Forras: Heszky és mtsai., 2005

Vegyes fazisu bioreaktorok:
- folyékony fazis: oldott szubsztratum
- szilard fazis: aggregdtumok - hordozdanyagok, a rajtuk rogzitett mikrobakkal,
enzimekkel, egyéb biologiailag aktiv anyagokkal
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Szubsztratum

Folyadék (és
termek)
leszivasa

N
FLE AN

Aggregétumok* O Aggre-

< O gatumok

O Termek
Oldott OJNG!
szubsztratum ™ O

Szubsztratum

AN
,//I/" ]I \}\\
SRR
N Aggre-
/ gatumok
R
Termék

FLUID AGYAS TOLTOTT AGYASCSEPEGTETO AGYAS

A vegyesfazisu bioreaktorok tipusai

Forras: Heszky és mtsai., 2005

A mikroba eredetli termékek feldolgozasa:

rovid és egyszerti 1épések sziikségesek

- asejtek feltarasa (elsdsorban sejten beliil keletkezd termékek enzimek esetén)

- atermék (mikrobasejt, elsédleges/masodlagos anyagcseretermékek stb.) elkiilonitése:

e centrifugalas
e szlirés
e szitalas

- tOményités

- amikrobiologiai termék kiszerelése:

e antibiotikumok,egyéb gydgyszerkészitmények,

kristalyositva

egyes ¢lelmiszer adalékok:

o fehérjék: szuszpenzio, por (+ stabilizator), hiitott tdrolas
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e gyogyaszati készitmények, diagnosztikumok, ¢16 mikroorganizmusok:

liofilizalva, tarolas szobahOmérsékleten

Bioreaktorok

Forras: http://cotterbrothers.com/envira/bioreactors/bioreactor-40001/ és http://phct-biotechnology.ru/novosti-i-press-relizy/infors-ht-

predstavlyaet-novyj-nastolnyj-bioreaktor-minifors-2/

3.3. Mikroorganizmus termékek

A bioreaktorban eldéallitott mikroorganizmus eredetli termékek altaldban primer metabolitok,

szekunder metabolitok, illetve enzimek.

Alkoholok, ketonok:

etanol (Saccharomyces cerevisiae) - cukornéd, cirok, burgonya, manidka, cukorrépa-
feldolgozas melléktermékeibdl

korabban: butanol, izopropanol, aceton, glicerin el6allitasa is

Szerves savak:

anaerob (gliikoz tokéletlen lebomlésa) és aerob (a szubsztrat tokéletes oxidacidja
gatolt) mikrobakkal

citromsav (Aspergillus niger) - keményitd, buzakorpa, cukorszirup, melasz
alapanyagbol

ecetsav (Acetobacter spp.)

glikkonsav (A4spergillus niger, Gluconobacter oxydans)

tejsav (pl. Lactobacillus spp.)

Aminosavak:

felhasznalas: izjavitok, antioxidansok, beltartalom, takarmanyok feljavitasa
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L-glutaminsav (Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium divaricatum)
lizin (Corynebacterium glutamicum)

triptofan (E. coli)

Mikrobaeredetii poliszacharidok, lipidek:

altalanos felhasznalas: tartalék tdpanyag, védo funkcio

xantan (Xanthomonas campestris): erds viszkozitas; felhasznalas: formajavité polimer,
stabilizalo vegyiilet

dextranok (Leuconostoc  mesentroides): nagymennyiségli viz  abszorpcidja;
felhasznalas: vérplazma kiegészitése, sebkezeld kendcsok stb.

alginatok (Pseudomonas aeruginosa, Azotobacter vinelandii): jégkrémek formatartasa,
gyokerek kiszaradasanak gatldsa, mesterséges mag bevonata

gellan (Pseudomonas elodea): formatartd gél készitése (kis koncentracioban is)
pullulan (Aureobasidium pullulans): erds rostok, folidk készitése

tobbszordsen telitetlen zsirsavak:

o felhasznalas: gydgyszerek, tapszerek kiegészitése

e arachidonsav (Mortierella alpina)

e vy-linolénsav (Mucor circinelloides)

poli-hidroxibutirat, PHB (Ralstonia eutropha)

Enzimek:

altalanos felhasznalés: élelmiszeripar, mososzerek, félszintetikus antibiotikumok
gyartasa, novényi szerves anyagok bontasa (kornyezetvédelem, energiatermelés)
termeltetés hatékonyan transzformalhat6, heterolog gazdaszervezetekkel is (az eredeti,
nehezen tenyészthetd helyett)

amilazok (pl. Bacillus licheniformis, Aspergillus niger): pl. gliikoz eldallitasa
keményitébdl, erjeszthetdség javitasa, ruhdk formatartasdnak javitasa, papiripar stb.
gliikoz-izomeraz (pl. Bacillus coagulans, Streptomyces albus): gliik6zbol fruktdz
eldallitasa (édesebb!)

proteazok (Bacillus spp.): mosoOszer-, sajtgyartas

pektindzok (Aspergillus spp.): Uditditalgyartas

lipazok (Micrococcus spp., Lactobacillus spp.): emésztést segitd adalékok, sajtgyartas

laktazok (pl. Aspergillus spp.): diétés tejkészitmények, takarmany-kiegészitok
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- penicillin-acildzok (E. coli): félszintetikus antibiotikumok
Hormonhatast anyagok:
- gibberellinek (Fusarium proliferatum/Gibberella fujikuroi)
Vitaminok:
- aszkorbinsav (Acetobacter spp., Erwinia spp.)
- kobalamin, B12-vitamin (Propionibacterium spp.)
- riboflavin, B2-vitamin (pl. Bacillus subtilis)
- karotinok (Phaffia rhodozyma)
Bakteriocinek:
- baktériumok altal termelt peptidek, a termeldvel kdzeli rokon fajokra hatnak
- agrocin (Agrobacterium radiobacter)
- nizin (Lactobacillus lactis)
Alkaloidok:
- altaldban novények termelik
- anyarozs-alkaloidok (Claviceps purpurea): méh-6sszehuzo hatés, keringési zavarok
ellen
Eleszté termelés:
- melasz szénforrds, ammoniumsok, foszforsav, Mg-szulfait (+ biotin); aerob,
utantdltéses kadtenyészet
- Saccharomyces cerevisiae
Anyagok kemoenzimes szintézise:
- enzimes szintézis és kémiai eljarasok (pl. polimerizacid) kombinacidja
- pl. szénhidratok eldallitasa
Antibiotikumok:
- penicillinek, ampicillin (Penicillium spp.) - felfedezd: Fleming (1929)
- cefalosporinok (Acremonium chrysogenum)
- peptid- és aminosav-antibiotikumok:
o cikloszerin (Streptomyces spp.)
e aktinomicinek (Streptomyces spp.)
e Dbacitracin (Bacillus licheniformis)

e polimixin (Bacillus polymyxa)
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e bleomicinek (Streptomyces verticillius)

- aminogliikozidok:

e sztreptomicin (Streptomyces griseus)

e kanamicin (Streptomyces kanamyceticus)

e gentamicin (Micromonospora purpurea)

- tetraciklinek (Streptomyces spp.)

- makrolidek, polién-makrolidek:

e eritromicin (Streptomyces hasltedii)

e amfotericin B (Streptmyces nodosus)

e nisztatinok (Streptomyces noursei)

¢ rifampicin

Rekombinans DNS technologiaval eléallitott fehérjék és felhasznalasuk
(Heszky és mtsai., 2005 nyoman)

Fehérje

Felhasznalas

DNaz

cisztas fibrozis kezelése

epidermisz novekedési faktor

sebek, hamsériilések kezelése

eritropoetin

vérszegénység, vérképzeési zavarok kezelése

follikulusz stimulalé hormon (FSH)

szaporodasbiologiai rendellenességek
kezelése

hepatitisz B vakcina

hepatitisz elleni véddoltas

interferon (alfa)

hepatitisz, daganatos betegségek terapidja

interferon (béta)

sclerosis multiplex kezelése

interleukinok (1, 2, 3)

immunologiai rendellenességek, daganatos
megbetegedések kezelése

inzulin diabetes kezelése

kanyar6 vakcina véddoltas kanyar6 ellen

lizozim gyulladdsok megeldzése, kezelése
rabies virus vakcina veszettség elleni véddoltas
relaxin vajudas segitése

szérum albumin vérplazma kiegészitése
szomatosztatin acromegalia kezelése

tumor nekrozis faktor

daganatos betegségek, arthritis kezelése

véralvadasi faktor VIII

hemofilia kezelése
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3.4. Mikrobak kozvetlen hasznositasa a fenntarthaté mezégazdasagi termelésben

A mikrobdkat tartalmazo, kereskedelemben is kaphatdé mezOgazdasdgi felhasznélasra

eléallitottkészitményeket altalaban komplex — tdpanyag-feltaro/mobilizalo, peszticid stb. —

hatdssal kinaljak, gyakran ,,névénykondiciondldé” megnevezéssel. A komposzt ¢és silo

oltdbanyagok, ndovényi maradvanyok lebontasat segitd készitmények specialis felhasznalasi

céljuknak megfelelden keriilnek forgalmazasra.

3.4.1. A novénykondicionalokban hasznalt legfontosabb mikroba csoportok és szerepiik

Novényi novekedést serkenté gyokérbaktériumok (Plant Growth Promoting

Rhizobacteria - PGPR):

asszociativ nitrogén-kotés (pl. Azotobacter, Azospirilllum, Klebsiella spp.)

szimbionta nitrogénkd&tés (pl. Rhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia spp.)

- tapanyagok (elsésorban P) oldhatova, hozzaférhetové tétele (pl. Pseudomonas,

Erwinia, Bacillus, Rhizobium spp.)

- mikorrhiza (gomba-ndvény szimbidzis) funkciok serkentése

- etiléntermelés szabalyozasa a gyokérben

- ndvényi hormonok (pl. indol-ecetsav) termelése

- szdrazsag-, sO-, nehézfém-stressz elleni tolerancia javitasa

- biopeszticid hatas:

kozvetlen kompeticid: ,,véddburok™ a gyokérzet koriil

antibidzis: antibiotikumok, toxinok termelése

szideroforok (Fe**-kotd kelatképzd) termelése, kompeticid a vasért (vas-elvonas)
a célszervezet megtamadasa ragadozoként

a célszervezet parazitalasa

indukalt szisztemikus rezisztencia (ISR) kialakitasa (sejtfalak megerdsitése;
kitindz, peroxidazok, polifenol-oxidaz, fitoalexinek termelése; SRG expresszioja

stb.)

- a gyakorlatban leggyakrabban alkalmazott PGPR fajok:

Bacillus subtilis- antibiotikum termelés, kortiinet-csokkentd hatasa (tobb
gombapatogén ellen a ndvény védettségének fokozasa)

Bacillus megaterium- foszfat-szolubilizalas, auxin-, sziderofor- €s
antibiotikum-termel6 képesség
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Novényi novekedést serkenté gombak (Plant Growth Promoting Fungi - PGPF):
- tapanyagok oldhatova, illetve hozzaférhetdvé tétele
- masodlagos metabolitok (ndvényi hormonok: auxinok, citokininek, gibberellinek,
etilén stb.) termelése
- biopeszticid hatés:
e antibidzis (antibiotikum termelés)
e sziderofor termelés
e mikoparazitizmus (gombafonalak parazitalasa)
e az ¢lettér kolonizalasa mas (korokozd) gombak eldl (szaprobionta kompeticid)
e kéaros hatast oxidativ anyagok, mas mikrobak altal termelt toxinok, enzimek
k6zombositése, lebontasa
¢ indukalt, szisztemikus szerzett rezisztenca (SAR- egyiittmiikodés a PGPR altal
indukalt ISR-rel), illetve nem specifikus immunvalasz kivaltasa
- a gyakorlatban leggyakrabban alkalmazott PGPF nemzetségek:
o Aspergillus

Penicillium

Fusarium

Phoma

Trichoderma

A PGPR ¢s PGPF biopeszticid alkalmazasanak fontosabb kérdései:
- célszervezet-spektrum
- kijuttatds utani tartos ¢letben maradas

s

- kompetici6 az antagonistak kdzott

Az indukalt szisztemikus rezisztencia (ISR) és a szisztemikus szerzett rezisztencia (SAR)
kozotti kiilonbség:
- ISR: novényi ndvekedést serkentd, nem patogén PGPR torzsekkel kivalthatd
szisztemikus (az egész ndvényre kiterjedd) rezisztencia; kozvetitésében elsddleges a
jazmonatok ¢€s az etilén szerepe
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- SAR: indukdlhatd rezisztencia-mechanizmus, amikor egy elsddleges fertézést
(immunizacid) kdvetden a ndvény (annak nem fertdzott részei is) rezisztenciat mutat a
korokozok széles korével szemben; az indukalt rezisztencidval rendelkezé novényi
szerv fokozott késziiltségi allapotban (,,priming”) van: gyorsabban és/vagy nagyobb
mértékben képes reagélni egy masodik fertdzésre; kozvetitésében a szalicilsav (SA)

szerepe elsddleges

3.4.2. Biotragyak

A kereskedelemben elterjedt biotragya készitmények tobbsége, a tapanyagokat mobilizald,
azok elérhetdségét javitd szerep mellett, biopeszticid és altalanos ,,névénykondicionélo”
hatdssal is rendelkezik. A biotragyak, az alkalmazott mikroorganizmusoktol fiiggden,

altalaban a nitrogén-¢és/vagy a foszfor-ellatottsag javitasdhoz jarulnak hozza.

Fontosabb, biotragyaként hasznosithato mikroorganizmusok

Mikroorganizmus Alkalmazas

Nitrogén biotragyak

Rhizobium spp. hiivelyesek, olajosmagva hiivelyesek,
(szimbionta N-kotd) takarmanypillangosok, fatermetii

pillangdsok:  arvamimoéza  (Leucaena
spp.) (0,026-20 kg N/ha/6ra)

Azotobacter spp. buza, kukorica, cirok, rizs, koles,
(nem szimbionta N-kot6) cukornad, gyapot, zoldségfelék
Azospirillum spp. rizs, buza, zoldségfélék, cukornad (10-
(asszociacio fiifélekkel) 20 kg N/ha/év)

Cianobaktériumok arasztott rizs (25 kg N/ha/év)

(kék-zold algak) (fototrofok)

Azolla spp. (moszatpafranyok) kizarolag arasztott rizs

(szimbiodzis Anabaena azollae-val) (30-100 kg N/ha/év)

Foszfat biotragyak

Foszfatot oldhatova tevd | minden novényfaj (a talajban kotott P
mikroorganizmusok (Pseudomonas, | 50-60%-anak oldhatova tétele)

Bacillus, Penicillium, Aspergillus spp.)

Foszfatot mobilizalo mikro- | minden novényfaj, kiilondsen
organizmusok (vezikulo-arbuszkulumos | mezdégazdasagi, erdészeti, kertészeti
mikorrhizdk — VAM: Glomus ¢és | fajok (a talajban kotott P 60%-anak
Gigaspora spp.) oldhatova tétele)
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3.4.3. Bioherbicidek
A bioherbicidek elényei:
- alacsony koltség
- gazdaspecifikus
- nem kornyezetszennyezd
- specialis alkalmazasi teriiletek (kémiai herbicidek helyett):
o diszndvények, zoldségfélek
o kozteriiletek
¢ hazikertek
e vizek
- fenntarthatd: 6kologiai egyensuly a korokozo és a gazdaszervezet kozott
- térben magatol terjedhet

- kémiai herbicidekhez hasonlo kijuttatdsi modok lehetségesek

A bioherbicidek hatranyai, alkalmazasuk korlatai, kockazatai:

- gazdaspecifikussdg miatt nem éri meg a gyartonak
megoldas: széles gazdaspektrumu korokozo nem szaporodo, auxotréf stb. mutansai
(pl. Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea)

- biztonsagossag tesztelése hosszu, koltséges

- specialis tarolasi feltételek sziikségesek (€16 szervezet!)

- technologiaba valo beilleszthetdség kérdéses

- mas herbiciddel egyiitt val6 alkalmazhatosag kérdéses

- jelenleg: természetellenesen magas inokulum dézisok
megoldas: dozisok csokkentése

- hosszabb id6 a vart hatés eléréséig

- hatasa erdsen fligg a kdrnyezeti tényezoktol

- horizontalis génatvitel a korokozok kozott

- virulencia elvesztése

- rezisztens gyom-biotipusok kialakulasa
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Bioherbicidek és alkalmazasuk

Bioagens

Célnovény, alkalmazas

Baktérium alapu bioherbicidek

Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola

Pueraria lobata

Pseudomonas syringae pv. tagetis

Cirsium arvense,
Ambrosia artemisiifolia

Xanthomonas campestris pv. poae

Poa annua

Xanthomonas campestris pv. poannua

Poa annua ssp. annua

Gomba alapu bioherbicidek

Phytopthora palmivora

Morrenia odorata
citrus iiltetvények (USA)

Colletotrichum gloeosporioides f. sp.
aeschynomene

Aeschynomene virginica
rizs, szoja (USA)

C. gloeosporioides f. sp. malvae

Malva pusilla
bliza, len, lencse (Kanada)

Puccinia canaliculata

Cyperus esculentus
(USA)

Chondrostereum purpureum

Prunus  és  Populus  spp.
ujrasarjadzasa ellen (Hollandia,
Kanada)

Cylindrobasidium laeve

Acacia mearnsii
ujrasarjadzasanak gatlasa (Dél-
Afrika)

Mycoleptodiscus terrestris Myriophyllum spicatum
csatornak gyommentesitése
(USA)

Alternaria cassiae Cassia obtusifolia, C.
occidentalis
szoja (USA)

3.4.4. Biobaktericidek és biofungicidek

A Dbiobaktericid mikrobatorzsek szdmos esetben komplex hatdssal rendelkeznek, a
baktériumok mellett gombdk ¢és nematdédak ellen is hatdsosak Ilehetnek, mig a
biofungicideknél is legtobbszor megjelenik a baktericid, €s esetleg nematicid hatas. A

biopeszticid hatasok kiegésziilhetnek tdpanyagfeltard és mobilizalo tulajdonsagokkal.
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Biobaktericid hatasi mikrobak (egyéb biopeszticid és biotragya hatasuk nincs

feltiintetve)

Biokontroll szervezet

Célszervezet

Alkalmazas

Agrobacterium radiobacter
K84 (K1026)

Agrobacterium tumefaciens

gytimolcsfak, diszfak

Pseudomonas fluorescens
A506

Erwinia amylovora

almatermésiick,
csonthéjasok, szamdca

Pseudomonas fluorescens
F113

Erwinia carotovora subsp.
atroseptica, Pectobacterium
caratovorum

burgonya, zoldségfélék

Bacillus subtilis QST 713

Pseudomonas syringae, P.
viridiflava, Xanthomonas
campestris, X. fragariae,
Erwinia spp.

z0ldség-,  gyiimdlcs-
felek, gyepfiivek,
disznévények, diszfak

Bacillus subtilis BD170

Erwinia amylovora

almatermésiiek

Biofungicid hatasu mikrobak (egyéb biopeszticid hatasuk nincs feltiintetve)

Biokontroll szervezet Célszervezet Alkalmazas
Baktériumok
Ampelomyces quisqualis alma-, tokfelek, sz616,
Q-ﬁ) yees quisq lisztharmat diszndvények,
paradicsom

Pythium spp., Rhizoctonia

diszndvények (viragos,

Bacillus subtilis GB03 SpP-» Phytophthora  spp., levél, fasszar)
Fusarium spp.
Fusarium spp., Alternaria

Streptomyces griseoviridis | brassicola, Phomopsis spp., | szantofoldi, disz-,

K61 Botrytis spp., Pythium spp., | zoldségndvények
Phytophthora spp.

Pseudomonas chlororaphis | Drechslera spp., Ustilago

MA342

spp., Tilletia caries

arpa, zab, buza

Pseudomonas putida Fusarium oxysporum f. sp. len
WCS358 lini
Pseudomonas fluorescens Fusarium oxysporum f. sp. retek

WCS417

raphani
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Streptomyces griseoviridis
K61

Fusarium spp., Alternaria
brassicola, Phomopsis spp.,
Botrytis spp., Pythium spp.,
Phytophthora spp.

szantofoldi,
z0ldségnovények

disz-,

Baktériumok

Coniothyrium minitans

Sclerotinia spp.

napraforgd, repce

hipovirulens torzs

Pythium spp, Rhizoctonia | , i

Trichoderma harzianum solani, Fusarium spp, fa}k, bf’kFOk’ palantik,
. disznévények,
T-22 Sclerotinia spp., . .
. S kaposzta, paradicsom

Thielaviopsis spp.
Gliocladium/Trichoderma | Pythium spp., Rhizoctonia | disz- és ¢élelmiszer-
virens GL -21 spp., Fusarium spp. novények

Pythium  spp.,  Fusarium | uborka,  paradicsom,
Pythium oligandrum culmorum, Verticillium | egyéb  zoldségfélék,

dahliae cukorrépa
Cryphonectria  parasitica . .

Cryphonectria parasitica gesztenye

3.4.5. Bioinszekticidek

Bacillus thiiringiensis

A bioinszekticidek koziil legnagyobb jelent6sége a Bacillus thiiringiensis endotoxinjaira
alapozott technologiaknak van. A baktérium spodrdit és toxinjait tartalmazo készitmények a
biogazdalkoddsban hasznalatosak, ugyanakkor a toxin génekkel transzformalt és azokat

kifejez6, rovarrezisztens novények a GMO-k fontos csoportjat alkotjak (1d. Novényi

géntechnolégia).

A Bacillus thiiringiensis altal termelt toxincsoportok:

- vizoldékony a-exotoxin (= lecitindz C): nem hdstabil

- B-exotoxin: hdstabil adenin-nukleotid, az RNS-polimerdz gatloja

- 9-endotoxinok (= MVP): Cry toxinok

A Cry toxinok hatdsmechanizmusa:

1. parasporalis test képzddése a sporulacio idején, kristalyosodasra képes fehérjékkel

2. kapcsolddas specialis fehérje-receptorokhoz a rovarok kdzépbelében

3. aktivalodas a gazdaszervezet proteazai altal
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A természetes eredetii Cry-toxinok

Cry toxin Aktivitasi teriilet Nagysag (kDa)
Cryl Lepidoptera 130-140
Cryll Lepidoptera és Diptera 70-73
Crylll Coleoptera 67-75
CrylV Diptera 70-140

A Cry toxinok szdma meghaladja a 70-et, tobb koziiliik transzgénikus eredetii. Néhany
transzgénikus torzs (helyspecifikus rekombinaciéval minden idegen elem eltavolitva, igy a
,végeredmény” mar nem tekinthetd transzgénikusnak):

- EG7673: cry3Bb és cry34a gén - burgonyabogar ellen is

- EG7841: mutans crylC gén - nagyobb toxicitds répamoly (Spodoptera exygua) ellen

- EG7826: kiméra crylAc/IF gén - nagyobb toxicitas 6szi moly (S. frugiperda) ellen

Beauveria bassiana

A Beauveria bassiana hiperparazita talajlaké gomba, ami az izeltldbuak széles korét tdmadja
meg, fehér mészkor betegséget okozva.

Mezogazdasagi hasznositasa soran elsdsorban rovarlarvak ritkitasara, irtasara alkalmazzak, pl.
a B.b. BBI (NCAIM 128/2010) torzset. A forgalmazott készitmények a gomba sporait és

micéliumait tartalmazzak.

3.4.6. A mikrobak tovabbi mezégazdasagi alkalmazasai

Tarlomaradvanyok bontasa mikrobakkal

A tarlobontd készitmények mikroba torzsei — egyebek mellett — eldsegitik a
tarlomaradvanyban 1évé tdpanyagok novény szdmara felvehetévé valasat ¢és a
humuszképzédés folyamatat, ezzel novelve a talaj szervesanyag-tartalmat, a
tarlomaradvanyok elbontdsa révén csokkentik az azokon atteleld korokozok és kartevok
mennyisé¢gét

Felhasznalt mikrobdk: pl. Bacillus circulans, Azotobacter chroococcum, Pseudomonas

putida, Bacillus megaterium torzsek optimalizalt ardnyu keveréke
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Komposztalas
A komposztalas Iényege a szerves hulladékok lebontasa, aminek eredménye szén-dioxid-, viz-
, ho- és humusztermelés.
A komposztalas harom szakasza:
1. mezofil fazis néhany napig
2. termofil fazis (el6szdr 80 °C-on baktériumok, gombak, majd 40-60 °C-on gombak),
néhany naptol tobb honapig

3. tobb honapos lehiilés, érés, masodlagos mezofil mikroorganizmusok mitkddése

Silé oltéanyagok

A silok erjedési folyamataba torténd beavatkozas tejsavtermeld baktériumokkal torténik, ami
altal a befolyasolhaté veszteségek (lécsurgds, erjedési hibak, utderjedés - 20-40%)
minimalisra csokkenhetnek.

Az oltéanyagok alkalmazasaval, példaul a kukoricaszildzs tobblet energiatartalma megnd
azaltal, hogy az erjedési folyamat lerdviditésével kevesebbaz energiafelhasznalés.

Felhasznalt mikrobdk: pl. Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus

plantarum

3.5. Kornyezetvédelem és energiatermelés biotechnologiai modszerekkel
E két alkalmazasi teriilet csak érintélegesen tartozik jelen jegyzet témakorei koz¢, ezért csak

vazlatoson targyaljuk.

Kornyezetvédelem biotechnologiai modszerekkel
Szennyviztisztitas

- aszennyviz masodlagos kezelése, anaerob és/vagy aerob lebontés utjan
Bioremediacio

- radioaktiv hulladék, kdolajszarmazékok, novényvéddszerek okozta szennyezddések

kdzOmbositése
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Energiatermelés biotechnologiai modszerekkel

Biogaz termelés

A biogaz-eldallitas fobb Iépései:

alapanyag: higtragya, szennyviz, mezdgazdasagi hulladékok stb.

vegyes mikroflora: polimerek apritasa hidrolizissel

acetogén aerob baktériumok: ecetsav eldallitasa

acetotrof baktériumok (Methanosarcina spp., Methanothrix spp.): metan eléallitasa

termék: metan

ipEEEEE)

(EEEmEE)

Ghztérolé

Erjesztési
L maradék téarolé

A biogaz elollitas folyamata
Forras: http://www.biogazunio.hu/a-biogaz-jelentosege-es-felhasznalasi-lehetosege/

A Dbiogdz termelés alapanyagai: dallati trdgyak, mezdgazdasdgi melléktermékek,

szennyviziszap, kommunalis hulladék stb.

A biogaz termelés hatékonysiga: 40-60 m>/tonna alapanyag

A biogaz dsszetétele: 55-60% metan, 40-45 % széndioxid

Bioetanol eléallitasa (etanol fermentacio)

A bioetanol-eldallitas fobb Iépései:

keményitd magvas vagy gumos terményekbdl (keményitd gélesitése, enzimes
lebontésa), illetve lignocelluldoz (lignin lebontdsa aerob tuton, oxidacidval, utana a

cellul6z bontasa) —termék: egyszerii cukrok
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- egyszeri cukrok kad- vagy folyamatos fermentacioja (Saccharomyces cerevisiae) —
termék: etanol (9-11%)

- desztillalas — termék: etanol >95%

57



4. ALGA BIOTECHNOLOGIA

Az alga biotechnologia a mikroalgék felhasznalasan alapul. A mikroalga megnevezés mogott
adott esetben a mikroszkopikus méretii eukariota algdk és az oxigéntermeld, fotoszintetikus
baktériumok, a cianobaktériumok egyarant értend6k. A mikroalgaktobbnyire vizben élnek, de
a biotechnoldgia szempontjabol figyelemre méltdoak a kiilonbozo talajtipusokfelszinén
megtaldlhatd talajalgak is.Utdbbiak, a vizi mikroalgakéhoz képest szélsOségesebb ¢és
gyorsanvaltozé kornyezet kinalta allando stresszhelyzethezanyagcseréjiikkel
alkalmazkodnakvagy bioaktiv anyagok termelésével valaszolnak, igya biotechnoldgia
szamara értékesebbek lehetnek, mint a vizi mikroalgak.A biotechnoldgiai hasznositas alapjat
jelenti, hogy a mikroalgdk szaporodasuk lassul6  szakaszdban  masodlagos
anyagcseretermékeket, tobbek kozott szerves savakat, szénhidratokat, aminosavakat,
peptideket, vitaminokat,ndvekedés-szabalyozo anyagokat, antibiotikumokat, enzimeket és

toxikus vegytileteket termelnek.

Az alga biotechnoldgidban napjainkban leggyakrabban alkalmazott fajok:
- Chlorella spp., Scenedesmus spp., Chlamydomonas spp., Botryococcus braunii,

Nannochloropsis oculata

Alga bioreaktor egysejt fehérje (SCP) eloallitasara
Forras: http://www.treehugger.com/200905 14-algae-bioreactor.jpg
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Az algak biotechnolodgiai jellegli hasznositasdnak fontosabb teriiletei:

novény-kondiciondlds: hormontermelés, biopeszticid hatdsok (elicitor, kozvetlen
karositas stb.), tdpanyag-ellatas

tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA), poliszacharidok, antioxidansok, természetes
szinanyagok, bioldgiailag aktiv anyagok, valamint kozmetikai, ¢lelmiszeripari ¢€s
gybdgyszeripari alapanyagok

COz-megkdétésre alapozott biomassza-produkcié: 100 t/év CO> megkotésével kb. 50 t
sz.a./ha/év termelése, ebbdl 10-15 t biolizemanyag ¢és 20-30% fehérjetartalmu
biomassza maradék kinyerése

biodizel (20-30%), biogaz eldallitas
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5. NOVENYI BIOTECHNOLOGIA

Novényi biotechnologia:
- a novények szaporodasanak (reprodukcié biotechnikai), valamint genetikai
programjanak (géntechnoldgia) megvaltoztatisa ¢s az igy kialakitott 0j vagy

modositott novényfajtak képességeinek technoldgiai alkalmazasa

Biologiai oldal:
- szaporodasbiologiai és/vagy genetikai modosités

Moédszerei, technikai:

ndvényi sejt- és szovettenyésztés

ivaros szaporodas biotechnikai

- 1vartalan szaporodas biotechnikai

- molekularis genetikai és genomikai modszerek

- molekularis ndvénynemesités modszerei

- molekularis transzformacidé modszerei (génsebészet, géntechnoldgia)

- transzgénikus novények, géntechnologiai stratégiak

Technoldgiai oldal:
- 1j fajtak eldallitasa és termesztése
Moédszerei, technikai:
- in vitro ndvénynemesiteés:
o klasszikus novénynemesités + in vitro sejt-/szovettenyésztési technikak
- transzgénikus ndvénynemesités:
e hagyomanyos fajta mddositasa géntechnologiai médszerekkel
- molekularis ndvénynemesités:

e klasszikus nemesités + molekularis modszerek, markerek

A ndvényi biotechnologia eredményeinek tovabbi felhasznalasi teriiletei:
- vetdmag és szaporitdanyag eldallitas

- ndvénytermelés
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- ndvényvédelem

- ndvényi sejtfermentacid

5.1. Novényi sejt- és szovettenyésztés

Az in vitrondvényi sejt- és szovettenyésztés sordn sterilizalt novényi részek (sejtek, szovetek,
szervek stb.) tenyésztése torténik steril koriilmények (taptalaj, tenyészedény stb.) kozott,
melynek eredménye — a tenyészet jellegétdl fliggben —egész ndvények, ndvényi szervek
regeneracidja, szovetek, sejtek (tomegének) eldallitasa.

A ndvényi sejt- €s szdvettenyésztési tevékenység magaban foglalja

- a steril szilard vagy folyékony taptalaj készitését, steril {iveg vagy milanyag
tenyészedénybe toltését,

- a kiinduld noévényi sejt/szovet (elnevezése: inokulum/explantatum/izolatum)
kipreparalasat, sterilizaldsat ¢és tdptalajra helyezését (a sterilizalas tOrténhet a
preparalas elott és/vagy utan)

- a taptalajon 1évo explantditum kontrollalt koriilmények (fény, hdméréklet stb.) kozott
torténd tenyésztését, illetve a fejlodo sejtek/szovetek/szervek rendszeres athelyezését
friss vagy mas Osszetételll (pl. regenerald) taptalajra.

A steril in vitro tenyésztés végén az eldallitott sejt, szdvet, szerv vagy novény tovabbi
felhasznalasra keriil, legtobb esetben mar nem steril koriilmények kozott. Legjellemzobb a
regeneralt novények Kkiiiltetése, melynek soran sziikséges egy akklimatizacios szakasz
beiktatdsa, a paraval teli tenyészedénybdl kikeriild, parologtatas elleni védelemmel nem

rendelkezd novény fokozatos (1-2 hét) szoktatasa a ,,szabad” levegOhoz.

A kiinduld novényanyagtél és a tenyésztés céljatol fliggben a ndvényi sejt- és

szovettenyészeteknek szamos formaja ismert, melyek harom f6 kategoridba sorolhatok.

5.1.1. Szomatikus sejttenyésztésen alapulo technikak

Az ¢lovilagban (szinte) egyediilalléan, a ndvények esetében lehetséges egyetlen sejtbdl intakt
szervezet regeneralasa. Ehhez altalaban sziikséges a kiinduld explantatum sejtjeiben (vagy a
merisztémak altal 1étrehozott utdodsejtekben) a totipotencia visszaallitdsa, ami alapjat jelenti a

sejtek, szovetek, szervek fokozatosan végbemend differencidlodasanak.
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A szomatikus sejttenyészetek alapja egy novény - sejt - novény rendszer kialakitasa:
1. Sejtkulturdk létesitése
Az izolalt, merisztémat tartalmazd novényi szovet (pl. éretlen embrid, levélnyél,
levélalap) differencialodott sejtjei totipotenssé valnak (dedifferencialéodnak) az
indukciés taptalajban 1évé ndvényi hormonok (auxinok, citokininek stb.;
leggyakrabban: auxin-hatastt 2,4-D) hatasara, kialakul a kallusz (osztodo
differencialatlan sejtek tomege).
A kalluszok foly¢kony tapoldatban torténd razatasaval kiilonallo totipotens sejtekbdl,
sejtaggregatumokbol allo sejtszuszpenzid jon létre. A kovetkezd pontban emlitett
protoplasztok mellett, a mesterséges mag-eldallitds és a novényi bioreaktorok alapjat
jelentik.
A szuszpenzios sejtek sejtfalanak eltavolitasa (enzimes emésztés: celluldz, pektinaz)
eredményeként jonnek létre a protoplasztok. Protoplasztok eldallithatok mas uton is,
példadul levél mezofillum sejtek falanak leemésztésével. A protoplasztokkal
kapcsolatos altalanos probléma a gyakran nehézkes ndvényregeneralas.
2. Sejt- és molekularis genetikai beavatkozasok (I1d. lent)
3. Novényregeneracid/Szerv-regeneracio
A sejtek ujra-differencialodasanak (és igy az egyedfejlodésnek) indukcidja a
hormon(ok) fokozatos megvonasaval, ami alacsonyabb hormon-koncentracioju
taptalaj(ok)ra torténd athelyezéssel érhetd el.
Az in vitro morfogenezis alternativ Utjai:

e organogenezis: szervek (pl. leveles hajtas) differencialédasa; hajtas
regeneracidja esetén gyokereztetd (pl. naftil-ecetsavat vagy indol-vajsavat
tartalmaz6) taptalajra helyezve teljes ndvényregeneralhatd; gydkerek
regeneracioja esetén hajtasfejlodés altalaban nem indukalhato

e cmbriogenezis: a tenyésztett sejtek zigétahoz hasonld osztodasanak eredményeként
- a kallusz feliiletén altalaban porcelanfehér, kemény strukturaként
megfigyelhetd, felépitésiikben a zigoéta-eredeti embridkhoz hasonld -
szomatikus embridok jonnek létre; a szomatikus embridk (embrioidok)

regeneralo taptalajon torténd ,,csiraztatasaval” intakt novények regeneralhatok
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Buza kalluszok, embrioidok és regeneralod6 novények
Forras: sajat

Novényi bioreaktorok
(Centro de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior, Castelo Branco, Portugalia)

Forras: sajat

A sejt- ¢és molekularis genetikai beavatkozdsok fontosabb lehetdségei szomatikus
sejttenyészetekben:
- szomaklon sejtek izolalasa, szomaklon novények eldallitasa
e szomaklonalis variabilitds: a ndvény testi sejtjeibdl 1étesitett in vitro kulturakbol
regeneralt novények ivaros utddai (szomaklonok) kozotti (genetikailag determinalt)
kiilonbség
- mutans sejtek izolaldsa, mutans novények eléallitasa
e a mutagenezis in vivo ¢és in vitrois torténhet, a mutans sejtek izolalasa, a keresett
mutansok jellegének megfeleld szelekcios koriilmények biztositasa mellett, in vitro
torténik
- protoplasztok izolalasa (Id. fent), protoklon (protoplaszt-eredetii szomaklon) novények
eldallitasa
e a protoplaszt-alapi moédszerek gyakorlati jelentésége az utdbbi évtizedekben

rendkiviili mértékben lecsokkent, részben a moédszer kidolgozatlansagai és
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nehézségei (pl. regeneracid), de elsésorban a géntechnoldgia el6torése ¢€s
rutinszeriivé valasa miatt
- protoplasztok fuzidja, hibrid sejtek, szomatikus hibrid ndvények eldallitasa

e jltalaban valamilyen biotikus vagy abiotikus rezisztencia tulajdonsag atvitelére
alkalmaztdk, a géntechnologia elterjedését megel6z6 idokben; alkalmazhatdsédga
korlatozott, azon fajok korére terjed ki, ahol a protoplaszt — névény rendszer jol
mikodik (pl. Nicotiana, Brassica, Solanum tajok)

e specialis esetet jelentenek a cibridek, melyek az egyik fuzids partner sejtmagjaval
és a partnerek kevert citoplazmdjaval, vagy a madsik sziild citoplazméjaval
rendelkeznek; eldallitasuk célja a citoplazmaban kodolt tulajdonsagok (pl. herbicid
rezisztencia, citoplazmas himsterilitas) atvitele (volt)

- szomatikus embriogenezis indukcidja sejtszuszpenzidban, szomatikusembriok,
mesterséges magvak eldallitdsa

e a szomatikus embriogenezis sejtszuszpenzioban nagy hatasfokkal indukalhato,
szinkronizalt tenyészetekben lehetséges azonos fejlettségli embrioidok tomeges
eldallitasa, melyek mesterséges magként kapszulazhatok (pl. Na-alginattal, Gelrite-
tal), vetdszalagra is helyezhetdk, tizemben tn. folyékony vetéssel is vethetok

- géntranszfer a szomatikus sejtekbe, transzgénikus novények eldallitasa

e napjainkban a szomatikus sejt- és szOvettenyészetek alkalmazasanak egyik
legjellemzdbb teriilete, részletes ismertetését 1d. a novényi géntechnologia
fejezetben

- szomatikus sejtek, embriok krioprezervacioja, genetikai tartalékok meg0Orzése

(genetikai valtozas nélkiil)

5.1.2. Az in vitro klonozas biotechnikai
Az in vitro klénozas ivartalan szaporitast jelent — az ) egyed nem zigo6tabol, hanem testi
(szomatikus) sejtekbdl alakul ki. Az utédok igy genetikailag azonosak (klonok), egymastol és
a kiindul6 novénytdl sem kiilonbdznek.
In vitro mikroszaporitas:
- a ndvény vegetativ szerveinek, szoveteinek, sejtjeinek tenyésztése steril, kontrollalt

kortilmények kozott
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a kiinduld ndvényanyag (pl. hajtdsok honaljriigyei) merisztémainak osztodasa
(megfeleld Osszetételii taptalajon) és a tovabbi tenyésztés eredményeként jarulékos
hajtasok, illetve ndvények regeneralhatok

a regeneransok tovabbosztasaval és tenyésztésével a kiinduld anyag gyakorlatilag

korlatlan mértékii felszaporitasa (klonozasa) lehetséges, in vitro koriilmények kozott

A mikroszaporitas f6bb modszerei:

hajtastenyészet:

merisztémak izolalasa és tenyésztése, tovabbszaporitas az in vitro fejlodo hajtasokkal,
illetve honaljriigyeikkel

jarulékos hajtastenyészet:

kallusztenyészet kialakitasa, tovabbszaporitas a differencialodé hajtasokkal vagy
oldalhajtasokkal

jarulékos szervtenyészet:

primer hajtastenyészetben a szaporitasban részt vevo jarulékos szervek (pl. hagyma,
gumo) differencialédasa

szomatikus sejtszuszpenzio:

szaporitas a sejtszuszpenzidban kialakult szomatikus embriokkal (I1d. fent)

Cereus jamacaru jarulékos hajtasfejlodése és kKiiiltetett regeneransok
Forras: sajat
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Edesburgonya (Ipomoea batatas) jarulékos hajtasfejlédése
Forras: sajat

Fo alkalmazasi teriiletek:

Hagyomanyosan vegetativ uton szaporitott ndovények nagy mennyiségben torténd
felszaporitasa:

Olyan, hagyomanyos vegetativ uton nehezen szaporithatd genotipusok klonozasa,
melyeknél fontos a genetikai valtozasok kizarasa (pl. kiilonleges diszndvény
valtozatok).

Korokozo- (altalaban virus-) mentes szaporitdanyag eldallitisa (pl. burgonya,
gerbera). A korokozd-mentesités torténhet in vivo, a tenyészetek inditasa eldtt, illetve
az in vitro szakaszban

In vitro génbank, vegetativ 1ton szaporitott novények korokozo-mentesitett

tenyészeteibol.

5.1.3. A szexualis reprodukci6 biotechnikai

A szexualis reprodukci6 biotechnikéiazok a sejt- és szovettenyésztési modszerek, melyekkel a

novények ivaros szaporodasi folyamatai befolyasolhatok vagy modosithatok.

Ivarszervekre és szovetekre alapozott technikak:

portok kultara
embrid tenyésztés
ovarium (maghéz) kultara
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- ovulum (magkezdemény) kultara

- viradg kultira

- endospermium kultara

- nucellus teny€sztés

- invitro megporzas/megtermékenyités

Ivarsejtekre alapozott technikak:

- mikrospora/pollen kultira

- 1zolalt gamétak tenyésztése

- 1varsejtek in vitro fuzioja

A felsorolt mddszerek koziil a gyakorlatban az in vitroandrogenezisen alapul6 portok és
mikrospoéra/pollen tenyészeteknek van a legnagyobb jelentOsége.
Androgenezis:

- az ¢retlen pollen (1 vagy 2 sejtmagvas mikrospora) fejlédése nem a himivarsejtek
kialakuldsa, majd a pollentomld hajtasa fel¢ halad tovabb, hanem embriogenezis utjan
haploid embridk (embrioidok), majd intakt ndvények kialakuldsahoz vezet; roviden: Gj
egyed kifejlédése him ivarsejtbol

- ajelenség alapja:
¢ a mikrosporogenezis meghatarozott szakaszaban (pazsitfiiféléknél altalaban az egy

sejtmagvas, vakudlumos, illetve a korai két sejtmagvas allapotban), a mikrosporak
tovabbfejlodése még nem determinalt, meghatarozott stresszek (hd, hormon, so,
¢heztetés stb.) hatasara a gametofitarol a sporofita fejlodésre atallithato
e androgenezis indukcidja esetén a mikrospora aszimmetrikus, mig a természetes
gametofita fejlodés esetén szimmetrikus tovabbi osztodast mutat
Az androgenezissel vagy egyéb eljarasokkal (pl. bulbosum technika) torténd haploid-eldallitas
menete, és felhasznalasa a nemesitésben:

- egy hasad6 nemesitési anyag (F2, illetve késobbi generacidk) kivalasztott vonalaiban
haploidok eldallitasa - a heterozigéta allélparokbol vagy csak a dominans vagy csak a
recessziv allél lesz jelen adott lokuszon

- a kromoszémaszam spontdn vagy kolchicin-kezelésre torténd megduplazodasa
homozigéta megkettézott haploid (doubled haploid, DH) vonalakat eredményez

- szelekcio és a (hagyomanyos)ndvénynemesités tovabbi 1épései
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- az egy nemzedék alatt homozigotava tett nemesitési anyagban a hasadas -elvileg -
megszlnik, igy a szelekcio leegyszerlisodik, a fajtaeléallitaishagyomanyosan hossza

(kb. 10 év) folyamata kb. 3-4 évvel lerdvidiil

A tritikale androgenezis fobb fazisai mikrospora tenyészetben
Balrdl jobbra: frissen izolaltmikrospérak; osztodd mikrosporak a 7. napon;

sejtaggregatumok a 14. napon; embrioidok a 35. napon
Forras: sajat

A nemesitdi gyakorlatban szintén jelentdséggel birnak az embrid tenyészetek:

- proembriokulturdk: altaldban tavoli (faj-, nemzetség- stb.) keresztezések utan a
fejlddésnek induld, de egyéb okok (pl. endospermium hidnya) miatt kifejlodésre
képtelen, elhald zigotikus proembridk izolalasa, komplex, a tovabbi fejlodést biztositd
taptalajon valo inkubalasa

- érett-embrié kultarak: teljesen kifejlett embridk izoldldsa a mag/termés beérése elott,

ezzel a generaciovaltas meggyorsitasa, a csiranyugalom megsziintetése

5.2. Novényi géntechnologia

»A géntechnologia az Orokité anyag kozvetlen molekularis moédositasat teszi lehetéveé, a
molekuléris bioldgia, sejtgenetika és szovettenyésztés kiilonbozé modszereit alkalmazza,
melyek lehetové teszik: a/ az egyestulajdonsagokeért felelés gének izolalasat, jellemzését és
felszaporitasat (klénozéasat); aa/ a gazdasagilag jelentésgén olyan vektorba épitését, mellyel
lehetévé valhat a gén atvitele a recipiens sejtbe, biztositja tovabba agenomba vald

crer

integracidjat ¢és milkdodését; aaa/ a genetikailag modositott sejtekbdl a  kifejlett

crer
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”or

5.2.1. A transzgénikus novények eléallitasa
Az idegen gén bevitelének modszerei:
- direkt génbevitel
e az idegen gént tartalmazo konstrukcidt (altalaban plazmid-vektor) kozvetleniil a
célszovet sejtjeibe juttatjadk be, stabil transzformacid esetén az beépiill a sejtmag
(esetleg kloroplasztisz, mitokondrium) DNS-ébe
Modszerek:
e protoplasztok transzformécioja:
polietilén-glikol (PEG) kezelés vagy elektroporacio; a génpuska elterjedése elbtt az
egyszikiieknél alkalmazott modszer arra az ismeretre alapozva, hogy természetes
koriilmények kozott az Agrobacterium nem fertdzi az egyszikiieket
e génbevitel génpuskaval (biolisztikus géntranszfer)
makrohordozéra felvitt arany (kordbban volfram) részecskék (mikrohordozdk)
feliiletére rogzitett vektor-konstrukciok felgyorsitasa hélium (esetleg nitrogén) gaz
makrohordozéra gyakorolt nyomasaval, belovésiik a vakuummal kitoltott térben
elhelyezett célszovetbe; nem igényli specidlis sejt- €s szovettenyésztési rendszerek
kidolgozésat, az idegen gén akdr intakt ndvényi szovetek, szervek sejtjeibe is

belShet6

Gas
acceleration
tube

) Macrocarrier

Rupture disk — as >

”

3 @

3 a7
Microcarrier Stopping

launch screen
assembly

DNA-coated
microcarriers

Target cells

Target
shelt

A PDS-1000/He génpuska és a biolisztikus génbevitel vazlata

Forras: sajat és http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_5443.pdf
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Agrobacterium
tumefaciens

c{% o a kivant tulajdonsag nGVénvi seit
\ =" génjét hordoz6 DNS Y__-__: J

‘\Q._a _H{,{- I' ._-' .* '\.\.:_.
e -.} . ]

A
gén bevitel i névény
beillesztése tenyész- < regeneracié
T DNA plazmidba T-DNS "te}'t _ * E : ‘
restrikcids novényi Uj tulajdonsagot

az uj gént

restrikcios  enzimekkel sejtekbe ) hordozé névény
hasitéhely és ligazzal hordo_;olT-D-NS
a novényi
kromoszémaban

Az Agrobacterium altal kozvetitett génbevitel vazlata
Forrés: http://www.anselm.edu/
indirekt génbevitel (Agrobacterium altal kozvetitett génbevitel):

e az Agrobacterium tumefaciens tumort indukdldo (Ti-) plazmidjaba beépitett
génkonstrukcid bevitele a (sok esetben intakt novényt jelentd) célszovetbe,az
Agrobacterium-mal torténd mesterséges fertézeés utjan

e a Ti-plazmid transzfer T-DNS-e (a hatarszekvenciai koz¢é foglalt génkonstrukcioval)
bejut a ndvényi sejtbe, €s beépiil a sejtmag DNS-Ebe

e az Agrobacterium altal kozvetitett transzformacidé napjainkban az egy- ¢és
kétszikiieknél egyarant a legelterjedtebb modszer a gyakorlati GMO-eldallitasban

HindIIT PstI Hindlll Pstl

! BamHI )
nos

BamHI

nos

pat pat

358 338

pUAOSsense pUAOSantisense

EcoRI \ nos Uhi-1

/\ EcoRI FeoRI
EcoRI  Spel NotT

Arpa és biiza tanszformaciéjaban hasznalt szensz (jobbra) és antiszensz (balra)
vektorok

Forras: sajat
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A transzformécids vektorkonstrukciokban felhasznalt promoterek fobb tipusai:

- konstitutiv

folyamatosan kifejez6d6 gének promoterei

e Altalanos
a szervezet minden sejtjében kifejezddik (pl. alapanyagcsere gének promoteret)

e specifikus
sejt- és szovetspecifikusan kifejez6dé gének promoterei

- induktiv

adott kiils6 hatasra (pl. biotikus, abiotikus stresszek, hormonok) bekapcsold gének

promoterei

e altalanos, 1d. fent

¢ specifikus, 1d. fent

A ndvényi transzformacio sordn hasznalt (gazdasagilag jelentds) gének csoportositasa:

- szarmazas

e prokariota - baktérium; virus

e cukariota - novény; allat (rovar, emlds stb.); gomba; ember

- tipus

e vad tipust gén

e mutans gén

e antiszensz gén

forditott helyzetli gén vagy annak egy részlete, adott gén ,,kikapcsolasara™ alkalmas:
mRNS terméke a célszervezetben tortént atiras utan hibridizal a normal, szensz
helyzeti génrdl atirt mRNS-sel, a kettds szalt mRNS nem tud részt venni a
transzlacidban, nem termelddik meg az adott fehérje

e szintetikus gén
-eredet

e DNS (genomialis DNS)

e RNS (cDNS)

o fehérje (szintetikus DNS)
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izolalasatol a koztermesztésbe

Egy transzgénikus (GM) novényfajta eloallitasanak fobb 1épései és modszerei a gén

keriilésig (Dudits és Heszky, 2014 nyoman)

Gén/cDNS izolalasa:

Az idegen gén eredete:
mikroorganizmus, gomba, ndvény, allat, ember,
szintetikus

Transzformacids vektorba €pités:

A transzformacios vektor alapja: altaldban plazmid
A transzformécios konstrukcio legfontosabb részei:
promoter (+ célbajuttatd szekvencidk)
idegen gén

termindtor szekvencia
Tovabbi elemek:

szelekciés  markergén
terminatorral)
riportergén

és

(promoterrel

Géntranszfer

A transzformacios vektor bejuttatisa a kivant
genotipus sejtjeibe:
direkt vagy indirekt génbevitel

Transzformans sejtek szelekcigja

A szelekcids marker (&ltalaban antibiotikum-vagy
herbicid rezisztencia) alapjan torténik.

Transzgénikus novények
regeneralasa
s o Integracio: PCR, Southern hibridizacio
A transzformacio  sikerének - o e g g
C e ... |Expresszio: RT-PCR, Northern hibridizacio,
molekularis és in situ bizonyitasa o e
Western hibridizacio

a ndévényben

Oroklédés: markergén, transzgén

. . Kornyezeti  rizikofaktorok  felmérése,  jogi

Transzgénikus novények . . . - .. :

- . ..>_ |szabdlyozas, engedélyezési kotelezettség
szantofoldi tesztelése, nemesitése .

figyelembevétele.

Transzgénikus novényfajtak . , , .,

anszg Y Jogi szabalyozas alapjan.
mindsitése
Transzgénikus ndvényfajtak

koztermesztésbe keriilése

Jogi szabalyozas alapjan.
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5.3. A GM novények
Az EU (2001/18/EG) ¢és a géntechnoldgiai tevékenységrol szo616 torvény (XX VIL/1998.)

szerint. ..

a GMO-k olyan ¢I6 szervezetek, amelyekben a genetikai 6rokitdanyagot (DNS) olyan

modon valtoztattak meg, ami a természetben nem fordul el6 a keresztezddés és a természetes

rekombinacid soran.

- GMO-k eldallitasat eredményezd modszerek, géntechnologiai modositasnak tekintendd
tevékenységek:

e rckombinans nukleinsav technikak,

e olyan technikak, amelyek magukban foglaljak olyan 6roklédd anyag kozvetlen

bejuttatasat egy szervezetbe, amelyet a szervezeten kiviil allitottak el

e asejtfuzids vagy hibridizalasi technikak egy része

Az els6 genetikailag modositott (GM) novények a kdztermesztésben
1994 - GM ‘Flavr Savr’ paradicsom: puhulas gatlasa (termesztésben 1997-ig)
1995 - GM Bt kukorica: rovarrezisztencia

1996 - GM ‘Roundup Ready’ szo6ja: herbicid (glifozat)-tolerancia

A kiilonb6z6 gazdasagi célok alapjan valo csoportositasnal hagyomanyosnak mondhaté a GM
novények generaciokba sorolasa (sajatos modon a Flavr-Savr paradicsom rogton masodik

generaciosnak tekinthetd).

5.3.1. Els6 generacios transzgénikus novények
Stratégia:
- a mezdgazdasagi termelés, az agrotechnika fejlesztése
- biotikus és abiotikus stressz-rezisztencia

Virusrezisztens transzgénikus novények:
- virus kopenyfehérje génjénekkifejeztetése

- pl. papaya gytriisfoltossag virus (PRSV), szilvahiml6 virus (PPV), burgonya Y mozaik
virus (PVY) ellen
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Papaya gyiiriisfoltossag virus ellen rezisztens és fogékony néovényallomanyok
Forras: http://www.agbioforum.org/v7n12/v7n12a07-gonsalves.htm#F3
Fot6:S. Ferreira

Rovarrezisztens transzgénikus novények:
Bacillus thiiringiensis delta-endotoxin (Bt toxin) génjének bevitele:

Cry gének - Cryl: Lepidoptera ellen, Cry3: Coleoptera ellen

pl. Bt kukorica, gyapot, burgonya, rizs, szdja
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Kukoricamoly-kartétel és csofuzarium hagyomanyos (bal) és Bt (jobb) hibridekben
Forras: https://www.apsnet.org/edcenter/intropp/topics/Mycotoxins/Pages/ManagementStrategies.aspx

Herbicid tolerans transzgénikus novények:
A kiilonb6z6 herbicid hatéanyagok elleni tolerancia kialakitasara kiilonboz6 stratégiak

hasznalatosak.
a herbicid altal karositott enzim mutans valtozatanak termeltetése:
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e glifozat tolerancia: mutans enol-piruvil-sikiminsav-5-foszfatszintaz (EPSPS) gén
kifejeztetése
¢ pl. Roundup Ready (RR) szoja, repce, kukorica, cukorrépa
e szulfonilurea tolerancia: herbicid tolerans acetolaktat-szintaz (ALS) enzim
termeltetése
e pl. szulfonilurea tolerans szegfi
- aherbicid hatéanyagat hatastalanitd, detoxifikalo gén:
e gliifozinat (PPT: a glutamin szintdz kompetitiv inhibitora) tolerancia;bar/pat gén
kifejeztetése
e pl. Liberty Link repce, kukorica, szoja, gyapot
- a herbicid aktivitas megsziintetése
e oxynil herbicidek (pl. bromoxynil) elleni tolerancia; bxn gén bevitele, nitrilaz
enzim termeltetése

e pl. gyapot, dohany, repce

EPSPS-1 EPSPS-2 WT EPSPS-3

Glifozat tolerans (EPSPS-1,2,3) és vad tipusti (WT) rizs novények Roundup-kezelés utan

Forras: https://www.researchgate.net/publication/274548563 Overproduction_of 5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate_synthase EPSPS_confers_resistance to_the herbicide glyphosate in_transgenic_rice/figures?lo=1

Szarazsagtlirés:
- hidegsokk fehérje (cold shock protein B - c¢spB) gén (Bacillus subtilis-bol)
kifejeztetése

e szarazsagtiird kukorica
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Drought 1=
CspB protein

CspB enhances

the way the
plant uses its
genetics
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e Better growth Stress
Y ~ leads to increased :
kernel number
T Under drought CspB
plants are less stressed
leading to enhanced
photosynthesis and
y T CspB plants development
adapt more
effectively to deal
with drought il q

Conirol Hybrid " With Gene
{76 BU/AC) {94 BU/AC)

Szarazsagtir6 kukorica
Forras: Monsanto

5.3.2.Masodik generacios transzgénikus novények

Stratégia:

specialis mindség eldallitasa

fogyasztoi és élelmiszeripari igények kielégitése

az anyagcsere ¢s a fejlddés modositasa

Anyagcsere modositasa:

laurinsav (C12:0) tartalom novelése az olajban

fitdz termelése

Umbellularia californica tioészteraz génjének bevitele

pl. nagy laurinsav tartalmu (45%) repce

fitdz enzim (Aspergillus niger var. van TieghemphyA) gén
kifejeztetése

pl. fitazt termeld repce - a foszfort megkdtd ndvényi fitinsav
lebontésa, foszfor hozzaférhetdvé tétele egygyomrt dllatok szamara

keményitd-Osszetétel modositasa

antiszensz GBSS (szemcséhez kotott keményitd szintdz) gén
kifejeztetése
100% amilopektint tartalmaz6 burgonya (‘Amflora’) - a feldolgozas
megkonnyités
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- viragszin (antocian bioszintézis) modositasa

e 1. épés: rozsa (voros/narancssarga szinért felelds) dihidroflavonol reduktaz (DFR)
gén kikapcsolasa RNS interferencia (RNAi1) modszerrel

e 2. Iépés: arvacska delfinidin (dihidrokempferol - DHK) gén bevitele

e 3. 1épés: irisz/petunia DFR gén bevitele ¢€s kifejeztetése pl. kék rozsa és szegfii

P17 A103uns / p17 2ubLIOj4 JO AS314N03 030Yd

The blue rose - developed using CSIRO’s hairpin RNAi

Transzgénikus kék rozsa és szegfii
Forras: Florigene Ltd. és Suntory Ltd.

Fejlodés modositasa:
- Az érés modositésa:
e antiszensz (forditott helyzetii) poligalakturonazgén bevitele
e késon puhuld gyiimolesok, pl. Flavr Savr paradicsom
e antiszensz ACC-oxidaz/-szintaz/-deamindz gén bevitele, etiléntermelés, érés gatlasa
e késon éré gyiimolcsok, pl. Endless Summer som, paradicsom

- Transzgénikus himsterilitas és hibrid eldallitas:

e Bacillus amyloliquefaciens barnase ribonukleaz (barnase) és barnase inhibitor
(barstar) gén

e hibrideldallitds: NMS (TA29-barnase) x Rf (TA29-barstar)

e pl. hibrid olajrepce, cikdria, kukorica

5.3.3. Harmadik generacios transzgénikus novények
Stratégia:

- GM novények, mint bioreaktorok specidlis molekulak eléallitasara a gyogyszer-,

mianyag- és takarmanyipar szamara
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- mérndkileg tervezett és bioreaktor GM ndvények

Diagnosztikumok termeltetése GM novényekkel:
- avidin termelés kukoricéban (raktéri rovarkartevok ellen)

- PB-gliikkoronidaz termelés kukoricaban

Ehetd vakcindk termeltetése GM ndvényekkel:
- Hepatitis B virus feliileti antigén (HBsAg) termeltetése burgonyaban, kukoricaban
- Dbakteridlis (E. coli, Shigella, Salmonella) enterotoxinok (LT, LT-B, CT, NVCP) és
kolera toxinok termeltetése burgonyaban, paradicsomban, bananban
- Norwalk virus kdpenyfehérje termeltetése burgonyaban, dohanyban
Gyobgyszerek termeltetése GM novényekkel (PMP):
- Gaucher-kor  enzim-helyettesitéses  kezeléséhez  fehérje  (gliikocerebrozidaz)
termeltetése sargarépa sejtkultiirdban
B-karotint (A provitamin) termeld rizs (,,Arany Rizs” - Golden Rice, Golden Rice 2):
- Golden Rice: narcisz fitoén szintaz (psy) €s Pantoea ananatiskarotin deszaturdz (crtl)
gén bevitele; 1,6 g sszes karotenoid/g sz.a.
- Golden Rice 2: kukorica fitoén szintdz (psy) és Pantoea ananatiskarotindeszaturaz

(crtl) gén bevitele; 37 g 6sszes karotenoid/g sz.a.

Normal rizs (balra lent), Golden Rice (balra fent) és Golden Rice 2 (jobbra)
Forras: ©2006 Thomson Higher Education

Az utdbbi évtized soran eldallitott GM ndvényeknél a kiilonbozé géntechnoldgiai titon

kialakitott tulajdonsagok rendszerint ,,halmozottan” jelennek meg (’stacked traits’), ami a
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felhasznalok szamara nagymértékii rugalmassagot jelent. Adott genotipusban egyszerre, akar
kiilonb6z6 tipustt herbicidekkel szembeni tolerancia, kiilonb6zé kartevokkel szembeni
rezisztencia és egyéb tulajdonsagok génjei is megtalalhatok. Eléallitasuk leggyakoribb modja
a kiilon-kiilon GM vonalakban rogzitett tulajdonsagok kombinaldsa hagyomanyos

keresztezéssel, de tobb példa talalhato a kiilonbozo idegen gének egyidejli bevitelére is.

5.4. A transzgénikus novényekkel kapcsolatos rizikéfaktorok
A novényi géntechnoldgiai tevékenységekkel kapcsolatos legfontosabb rizikdfaktorok

bioldgiai és gazdasagi tényezdkként csoportosithatok.

Biologiai (0kologiai) rizikofaktorok:
- A transzgén hatdsa

A transzgének felépitése, beépiilése a genomba és miikddése a ndvényi szervezetben

teljes mértékben megegyezik a természetes eredetli génekével. A ndvények

elfogyasztasa soran az emésztorendszerben a géneket alkotd6 DNS teljes mértékben

elbomlik, minden egyéb eredeti (allati, mikrobidlis) génhez hasonléan. Ez alapvetden

meghatdrozza a potencialis rizikofaktorok jelentdségét.

¢ Antibiotikum-rezisztencia kialakulasa
Egészségiigyi kockazattal jarna, ha a bélben €16 baktériumok, a GM taplalékbol
felvéve az antibiotikum rezisztencia (ABR) géneket, maguk is rezisztensekké valva
lehetetlenné tennék a kezelést egy késobbi fertdzés soran. Napjainkig, azonban
egyetlen kozvetlen bizonyiték sincs e jelenség lejatszodéasara. Bar az antibiotikum
rezisztencia baktériumokba valo sikeres atvitelének valosziniisége rendkiviil kicsi
(1:1013 - 1:1027), a markergénként leggyakrabban alkalmazott kanamycin és
ampicillin rezisztenciagének napjainkra mar széles korben elterjedtek mind a
korokozd mind a talajlakd baktériumok korében. A GMO-kbdl torténd atvitel csak
jelentéktelen mértékben novelné meg ardnyukat.
Az Eurdpai Elelmiszer-biztonsagi Hatosag (EFSA) GMO Paneljének szakértdi
2004-es jelentésiikben szilikségtelennek tartottdk az ABR  markergének

hasznalatanak altalanos betiltasat, ugyanakkor kiemelték az egyedi elbiralas
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jelentdségét: egyesek teljes tiltasat, masok korlatozott alkalmazasat tartottak
kovetendd stratégianak.

Az ABR gének alkalmazasaval kapcsolatos problémdk kikiiszobdlésére tobb
alternativ szelekcios rendszer all redelkezésre (1d. ott).

A transzgén megszokése pollennel, maggal, vegetativ részekkel

A transzgént tartalmazd pollen szél, rovarok kozvetitésével vagy egyéb uton
megtermékenyithet a GM novénnyel azonos faji nem GM termesztett
genotipusokat, illetve annak rokonsagi korébe tartozo vadon €16 fajokat.

Elébbi esetben komoly gazdasdgi karok jelentkeznek a nem transzgénikus fajtat
termeld gazdéanal, akinek GM-mentes termésébdl kimutatjdk az idegen gén
jelenlétét. Itt az ¢élelmiszerbiztonsagi kockazat is nagy a transzgénnek az
¢lelmiszerlancba valé nem kivant bekeriilése miatt.

A herbicid-toleranciat kodold gének kikeriilése a rokon gyomfajok kézé felgyorsitja
a herbicidrezisztens gyomvonalak - hagyomanyos termesztéstechnoldgia esetén is
tapasztalhatd - megjelenését. A herbicidrezisztens gyomok mas hatdéanyagu
készitménnyel gond nélkiil kiirthatok.

Legnagyobb problémat a transzgén maggal torténd kijutdsa jelenti, a gyakran
kiszamithatatlan ,,emberi tényez6” miatt. A transzgénikus mag a veto-, illetve a
betakaritogép nem megfeleld tisztitdsakor, illetve transzgénikus (pl. takarmany)
magtétel szandékolt vagy véletlen, nem GM-ként torténd elvetésével okozhat
keveredést. Bar a mindség-ellendrzés adott pontjan a transzgénikus jelleg
kimutatht6, a megtortént keveredés teljes kiszlirése altaladban mar nem lehetséges.
Ez alapvetd, de bizonyos keretek kozott kezelhetd problémat jelent a koegzisztencia
bevezetése esetén.

Uj virustorzsek megjelenése

A GM novényekbe bevitt virus-eredetli nukleinsav szekvencidk (pl. burokfehérje
gének) elméletileg rekombinalodhatnak a novényt fert6z6 virusok RNS-ével, ami ;)
virusformdk keletkezését eredményezheti. Ennek valoszintisége rendkiviil kicsi,
ennek ellenére jelentds mértékben hatraltatja a virusrezisztens GM nodvények

elterjedését a vilagban.

A géntermeék (fehérje) hatasa
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e Kornyezeti hatasok: a kornyezet novény és allatvilagara gyakorolt hatés, rezisztens
gyomok, korokozok, kartevok megjelenése
Az els6 generacios GM ndvények kozé tartozd Bt kukoricdk korében szamos
szempontbol vizsgaltdk a nem célzott kornyezeti hatasokat. A Cryl gén konstitutiv
promoter altali szabalyozasa miatt a Bt toxin a névény minden szervében, igy a
pollenben is megtermelddik. A kukorica genotipustdl fiiggd pollentermelése 20-120
kg/ha, a Bt kukoricdk pollenje pedig 40-160 ng/g toxint tartalmaz. Ez 1-20 g/ha
dozisnak felel meg, ami joval magasabb lehet a Dipel inszekticid 5 g/ha vegyes
Cry-toxin dozisanal. Mivel a pollenddzis a tablatol 20 m-re mar jelentds mértékben
csokken, a mérgezés a tabldban vagy az azt szegélyezd lagyszaruakon €16
lepkefajokat érinti. Hazai viszonylatban a csalanféléken €16 tarkalepkék
(Nimphelidae) a leginkdbb veszélyeztetettek. A védett pompas kirdlylepke (Danaus
plexippus) hernydinak nagyfoki mortalitasdt tapasztalhato a Bt-kukorica
pollenjének fogyasztadsat kovetden, ami bekdvetkezhet ha a szél atftjja a Bt-
kukorica pollenjét a kirdlylepke kizarolagos taplalékat jelentd selyemkord fajok
levelére. Hasonl6 a hazai tapasztalatok a nappali pavaszem (Inachis io) és a c-betiis
lepke (Polygonia c-album) esetében.
A probléma elsédleges oka, hogy ezek az elsd generaciés GM ndvények az
alkalmazott konstitutiv promoéter miatt pollenjiikben is termelik a Bt toxint. Ez
kortilbeliil 60 méteres korzetben terjed at a szomszédos ndvényekre.
A Bt kukoricak (MONS810 Cryl) kornyezeti hatasdnak magyarorszagi vizsgalatai
szamos nem célzott hatdst mutattak ki. A ndvényi maradvanyok lebontasaban
szerepet jatszo ugrovillasok felismerték a Cryl toxint tartalmazdé ndvényi
maradvanyokat és a nem transzgénikus izogén vonalakat valasztottdk. Ez is
hozzajarult a dekompozicios tendencia lassuldsahoz a hagyomanyos kukoricakhoz
képest.
vizsgalatakor, ugyanakkor, az egyes ndvényrészekre vonatkozoan nem, csak a
lebontds sebességében volt kiilonbség az izogén nem-GM  vonalakkal

Osszehasonlitva. Az ugrovillasok és egyéb talajlako allatfajok taplalék-preferenciaja
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valtoz6 volt, de altalaban nem volt jelentds kiilonbség a GM ¢és nem-GM anyagok
kozott.
Pozitiv nem célzott hatasként értékelhetd, hogy mivel a csépenész megjelenése
altalaban a kukoricamoly larvak kartételének kovetkezménye, a Bt kukoricakban a
fuzarium fertézés alacsonyabb szintje egylitt jar a fuzarium-toxinok (fumonizin,
DON, ZEA) szintjének jelentds csokkenésével. A Bt-hibrideknél az Aspergillus-ok
altal termelt aflatoxinok szintjének csokkenése is megfigyelhetd. Ezek alapjan, a Bt
kukoricak jelentésége nem kizardlag célzottan kialakitott 0j tulajdonsagukban, a
kukoricamoly-rezisztenciaban rejlik, hanem a mikotoxin-szint csokkentésében.
A herbicid-tolerans GM novények termesztése rezisztens gyomok kialakulasdhoz
jarul hozza. A glifozat-tolerans GM gazdasagi novények 1996-0s bevezetése oOta
szamos gyomnovény fajnal irtdk le a herbiciddel szembeni rezisztenciat. Tény,
azonban, hogy a rezisztencia hagyomanyos technoldgia alkalmazéisa esetén is
bizonyithatéan kialakulhat. A gyomirtoszer-rezisztencia kialakulasa ellen hatékony
eszkOz a vetésvaltas alkalmazasa, a talajmiivelés, tobbek kozott szantas rendszeres
alkalmazasa, a gyomirtoszerek valtakoz6 hasznalata, hiszen pont ezek
elhanyagolasa, a teljes mértékben a glifozatra ¢€piild6 monokultura vezetett a
probléma kialakulaséhoz.
Elelmiszerként kifejtett hatasok: toxicitas, allergén hatas
A GM novényekkel és a beldliik késziilt termékekkel kapcsolatban a mai napig nem
mutattak ki egyértelmiien a transzgén vagy terméke altal okozott toxikus vagy
allergizalo hatast. A kritikak fokuszaban, élelmezési és takarméanyozasi jelentsége
miatt egyarant a szoja all. Szamos vizsgalat kimutatta, azonban, hogy a transzgénikus
szdja genotipusokban nem nétt az allergizalo faktorok szama.
A GM élelmiszereket az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (European Food Safety
Authority, EFSA) filiggetlen szakért6kbdl allo bizottsaga, a GMO Panel vizsgilja
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol. A 2002-ben alapitott, parmai székhelyli EFSA az
(EG) 178/2002 ¢élelmiszertdrvényre vonatkozd szabalyozasanak megfelelden két 6
teriileten fejti ki tevékenységét: az €lelmiszer- és takarmanybiztonsaggal kapcsolatos
minden kérdés tudomanyos rizikd-elemzése, illetve a nagykozonség tajékoztatasa,

veszélyhelyzetek bejelentése. Minden j GM anyag felhasznalésra, termesztésre vald
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engedélyezését sz¢leskorii hatasvizsgélat el6zi meg, ami kiterjed az allergén-hatasokra
is.

Engedélyt kizardlag potencidlis allergén-rizikot nem jelenté GM anyagok kaphatnak.
Az allergia vizsgalat soran alkalmazott legfontosabb tesztek: ismert allergének
aminosav-szekvencidjahoz valdé hasonlosag mértéke, a fehérje stabilitasa az emésztés
sordn, allergias személyek vérszérumaval végzett teszt, allatokkal végzett tesztek. Az
uj allergének potencidlis forrasai nem csak GM novények lehetnek.

A hagyomanyos nemesités altal 1étrehozott kombinaciok, 1) feldolgozasi technoldgidk
is okozhatnak valtozasokat a fehérjeszerkezetben, ami allergén-forras lehet, illetve az
ujonnan behozott egzotikus gylimolcsok is szdmos, eddig nem ismert allergént
hordozhatnak. A géntechnologiai mddositas, ugyanakkor mindig csak néhany ) gén
bevitelét jelenti, melyek beépiilése és varhatdo hatdsa nagymértékben elore lathato és
jol nyomon kd&vethetd. Sok esetben (pl. antiszensz és RNS-interferencia technikdk)

nincs is ) gén bevitelérdl szo6, hanem az eredeti gének transzkripciojanak-

crer

Gazdasagi (szocialis) rizikéfaktorok:

Genetikai gyarmatositas és globalizacio

A (multinaciondlis) vallalatok mas orszagok vad- és kultarfloradjabol szarmazo géneket
szereznek meg ¢s hasznalnak fel géntechnoldgiai célokra az adott orszag kizarasaval.
Gazdasagi konfliktusok a globalis és a helyi, hagyomanyos modszereket alkalmazo
nemesito és vetdmag cégek kozott, ami altalaban utobbiak tonkremeneteléhez vezet.

A géntechnologiai szabadalmak monopol-helyzetével valo visszaélés eredményezheti,
hogy akar hagyomdanyos termesztés esetén is licenszdij fizetésére kotelezzenek egy
Oshonos novényfajt termesztd gazdalkodot. (A GMO-kat ellenz6 kampényok
allitasaival szemben, allitélag, ez még nem tortént meg.)

Nem célzott gazdasagi hatdsok

Piacvesztést eredményez, amikor mas, altalaban fejlddé orszagok fontos bevételi
forrasat jelenté termékek megtermelése a genetikai modositas (alkalmazkodoképesség

javitasa) kovetkeztében lehetévé valik a korabbi importdr orszagokban.
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A GM novények termesztdi, a hagyomanyos (kemikalidkat is alkalmazo6), illetve az
okologiai szemléletli (vegyszermentes) gazdalkodast folytatok érdekeinek {itkozése,
illetve azok egyeztetése (koegzisztencia) hosszan tartd konfliktusok forrasa lehet, ami

torvényi szabalyozassal kezelhetd.

5.5. A novényi géntechnoldgia j lehetéségei
A GM novényekkel kapcsolatos biologiai rizikofaktorok technoldgiai alapjai jelentds
mértékben kikiiszobolhetok lehetnek azokkal az Gj novénynemesitési modszerekkel, melyeket
Lusser és mtsai. (2011) foglaltak 6ssze:

- cink-ujj nukleaz (ZFN) technologia (ZFN-1, ZFN-2, ZFN-3)

- oligonukleotid altal irdnyitott mutagenezis (ODM)

- ciszgenezis ¢s intragenezis

- RNS-fiiggé DNS-metilacié (RADM)

- oltas (GM alanyra)

- forditott nemesités

- Agrobacterium-infiltracio (agro-infiltracid “sensu stricto”, agro-inokulacio, viragzat

bemerités)

- szintetikus genomika
Napjainkra a genetikai transzformdacio alternativajaként fokozott figyelem iranyul a genom-
szerkesztésre (’genome engineering’), ami altalaban nem igényli idegen gén bevitelét, igy az
ilyen tipust modositassal 1étrehozott szervezetek GMO-ként targyaldsa mar a torvényi
szabalyozas szintjén is kérdésessé valt. Viszonylagos egyszeriisége, sokoldalusaga (és kisebb
koltségei) miatt legperspektivikusabbnak a CRISPR/Cas9 rendszer (CRISPR — halmozottan
eléforduld, szabalyos kozokkel elvalasztott palindromikus ismétlédések) latszik, de ide
tartozik a TALEN-ek (transzkripcids aktivator-szerti effektor nukledzok) alkalmazésa, illetve

egyes szerzok a cink-ujj nukledzokon alapuld helyspecifikus transzforméaciot is ide soroljak.
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A CRISPR/Cas9 genomszerkesztési modszer vazlata
PAM: protospacer-associated motif; NHEJ: nonhomologous end joining;
HDR: homology-directed repair

Forras: https://rockland-inc.com/crispr-gene-editing.aspx
Charpentier és Doudna, 2013 alapjan

Specialis teriiletet jelentenek a ciszgénikus novények, melyekbe sajat faji vagy vele
keresztezhetd donor novénybdl szarmazo gén(eke)t iiltettek be géntechnologiai modszerekkel.
A gén(ek) altaldban az intronokat és a természetes promoéter- €s termindtor régiokat is
tartalmazzak. E novények esetében teljes mértékben megvaldsul a genetikai transzformacio
azon eldnye, hogy a hagyomanyos keresztezéssel szemben, itt csak a fontos tulajdonsagot
kodolo gén(ek) atvitele valosul meg. Napjainkig a legtobb ciszgénikus novényt burgonyaban
allitottak eld, kiilonb6zé Solanum fajokbdl Phytophthora infestans elleni rezisztanciagének
bevitelével.

A napjainkban koztermesztésben 1évé GM ndvények tobbségének eldallitasa soran szelekcids
markergének stabil beépitésére is sor keriilt. Ezek mikrobialis eredete, illetve a kifejezédésiik
altal megjelend tulajdonsag (pl. antibiotikum-rezisztencia) folyamatosan alapot szolgaltat a

GMO-k kritikusai szdmara. Fokozott figyelmet érdemelnek, tehat azok a modszerek, melyek
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markermentes szelekciot, a markerek és egyéb idegen szekvencidk eltavolitasat teszik
lehetdvé:
- szelekcid markergén beépitése nélkiil
e olyan fajoknal, ahol magas transzformacios rata varhato
e szelekcid PCR alapu technikakkal
- nem antibiotikum- vagy herbicid-rezisztenciat adé markergén
e Un. pozitiv szelekcios rendszerek
e pl. foszfomannoz izomeraz; xil6z izomeraz, ipt gén beépitése
- amarkergén kivagasa vagy szegregacioja
¢ kotranszformacio
a fontos transzgén ¢és a markergén kiilon vektoron
pl. pPCLEAN, pGreen/pSoup rendszerek
¢ helyspecifikus rekombinazok
pl.Cre/loxP, FLP/FRT, R/RS
rekombinaz-aktivatorok (pl. dexamethasone) hasznalata
e transzpozon alapu rendszerek
pl. Ac-transzpozon
e kromoszoman beliili rekombinacio

rekombinacios helyek (pl. attP, attB) beépitése, de rekombinaz nem sziikséges

5.6. A géntechnologia torvényi szabalyozasa

2017-ben a vilagon 189,8 millid6 hektaron termesztettek GM ndvényeket, ami novekedést
jelent a 2016 évi 185,1 millio hektarhoz képest. Az Osszes teriilet tobb mint 50%-an szdjat
termeltek. A négy legfontosabb GM nodvényfaj esetében a GM — nem-GM tertileti aranyok a
kovetkezoképp alakultak 2017-ben:

- aszobja vetésteriilet 77%-an,
- agyapot vetésteriilet 80%-an,
- akukorica vetésteriilet 32%-an,

- arepce vetésteriilet 30%-an termesztettek GM novényeket.
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GM no6vények az EU-ban:
EC 1829/2003 szabalyozas:

e a GM terményekre vonatkoz6 hatéves tilalom feloldasa
e szigoru engedélyezési €s cimkézési szabalyok meghatarozasa
- 2010. julius 13. Eurdpai Bizottsag ajanlésa:
a tagallamok szabadon donthessenek arrdl, hogy a teriiletiik egészén vagy egy részén
korlatozzak, illetve megtiltjdk-e a GMO-k termesztését
- 2015. marcius 11. Az Eurdpai Parlement €s a Tanacs 2015/412 iranyelve:
a tagdllamok maguk dontsenek a GM fajtdk felhasznaldsardl; a termesztés
elutasitdsanak okai lehetnek (26b. (3) cikk): kornyezetpolitikai célok, varos és vidéki
teriiletrendezés, fOldhasznalat, tarsadalmi ¢és gazdasagi hatdsok, mas termékek
szennyezése, agrarpolitikai célok, kozrend
- 2018. julius 25. Az Eurdpai Birosag a C-528/16. sz. ligyben hozott dontése:
a mutagenezis technikai, illetve modszerei utjan nyert szervezeteket géntechnologiaval
modositott szervezeteknek kell tekinteni (ezek szerint, a genomszerkesztés és a
géntechnoldgia kozott nincs 1ényegi kiilonbség)
Az EU-ban jelenleg termesztésre engedélyezett GM ndvények:

- kukorica: kukoricamoly-rezisztens (Bt) hibridek a MON 810 génkonstrukcidval

Korabban engedé¢lyezve volt:
- burgonya (modositott keményit6-Osszetétel): ‘Amflora’ (2013. marciusdban a BASF

visszavonta, és géntechnologiai tevékenységével kivonult Europabol)

Magyarorszdgon, az EU irdnyelvekhez igazodva, a géntechnoldgiai tevékenységrol szolo
XXVIL/1998. szdmu torvény (GMO-torvény) szabalyozza
- atermészetes szervezetek géntechnoldgiaval valdo modositasat, valamint
- a géntechnologiaval modositott szervezetek és az azokbol eldallitott termékek zart
rendszerben torténd felhasznalasat, a kornyezetbe vald kibocsatasat és forgalomba
hozatalat, az orszagba torténd behozatalat, kiilfoldre torténd kivitelét €s szallitasat.
Géntechnologiai modositasnak tekintendd tevékenységek:

- rekombinans nukleinsav technikak;
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- olyan technikdk, amelyek magukban foglaljadk olyan 6rokléd6 anyag kozvetlen

bejuttatasat egy szervezetbe, amelyet a szervezeten kiviil allitottak eld;

- asejtfuzios vagy hibridizalasi technikak egy része.
A géntechnoldgiai laboratoriumok létrehozasahoz, géntechnologiai tevékenység végzéséhez, a
GMO-k felhasznalasahoz, kibocsatasahoz, forgalmazasahoz, exportjdhoz és importjahoz
sziikséges engedélyeket a Géntechnolodgiai Bizottsag allasfoglalasa alapjan a Géntechnologiai

Hatosagok adjak meg.

A koegzisztencia szabalyozasa

Eurodpai Unid, 2003. julius 23. (2003/556/EC ajanlés), a koegzisztencia-elv bevezetése:
- akonvencionalis,
- az O0kologiai (bio) és
- a GM ndvénytermelési rendszerek

egylittélése

Magyarorszag:
- a géntechnologiai tevékenységrol szolo 1998. évi XXVIIL. térvény modositasa: a
,koegzisztencia torvény” (MK 2006/150. (XII. 7.))
A GM tartalmu ¢lelmiszerekre vonatkozo6 szabalyozas
1829/2003 EK rendelet 12. cikke:
azokat az ¢élelmiszereket, amelyek
- GMO-kat tartalmaznak, vagy azokbol allnak; vagy
- azokat GMO-kbdl allitottak eld, vagy GMO-kbol eldallitott dsszetevoket tartalmaznak
jelolni kell!
Jelolés (1830/2003 Rendelet 4. cikk B rész, 6. A), B) pont):
"Ez a termék géntechnologiaval modositott szervezetet/[szervezet(ek) neve]-t
tartalmaz”
Az EU-ban forgalmazasra engedélyezett GM-okndl, ha a GMO mennyisége <0,9%, nem kell
jelolés.

Nem engedélyezett GMO esetén a termék nem hozhat6 forgalomba!
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6. BIOTECHNIKA ES BIOTECHNOLOGIA AZ ALLATTENYESZTESBEN

6.1. Az allatbiotechnika fogalma

A biotechnikai eljardsok lényege, hogy az allati szervezet miikddésébe avatkozunk be
biologiai modszerekkel valamely olyan gazdasagi cél elérése érdekében, mint példaul a
termelési eredmények, vagy a szaporodasi mutatok javitdsa.

A beavatkozas makromanipulacios eljarasok esetében a szervezet szintjén, mikromanipulacios
eljaras esetében sejtszinten torténik.

Abban az esetben azonban, hogy ha a biologiai mddszerekkel torténd beavatkozas soran
megvaltoztatjuk az 6roklésmenetet az 6rokité anyag Osszetételének megvaltoztatasaval, akkor
mar biotechnologiai eljarasrol beszeliink.

Ezen eljarasok lényege, hogy ez mar a sejtek szintjén a sejten beliilli 6rokitdanyag

crer

6.2. A biotechnika és biotechnologia fogalma

Tagabb értelemben minden, az alap ¢és alkalmazott bioldgiai tudomanyagban

hasznalatostechnikat, technoldgiat biotechnikénak, illetve biotechnolégianak neveznek.

e
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Forras: http://users.atw.hu/gmora/alkalmazas.html

A biotechnikai és biotechnoldgiai eljarasok alkalmazisa nagyon sok esetben egyiittesen
torténik.
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Pl.: Egy biotechnologiai eljarassal eldallitott kimérat, vagy klonozassal eldallitott embriot
laparoszkdpos biotechnikai eljarassal iiltetnek be az anyaallatba. (Tehén esetében vértelen uton
katéterrel is megoldhatdé a beiiltetés, juh esetében viszont félsebészeti laparoszkopos, vagy

sebészeti eljarassal az embriot a petevezetdbe juttatjak.)

Cél

Az Aéllatbiotechnikai és biotechnolodgiai eljarasok mindig valamely konkrét gazdasagi cél
elérése érdekében torténnek.

Gazdasagi haszonallataink termelési eredményeinek fokozasat, optimalizalasat szolgélo

eljarasok.

Az allatbiotechnika/technologia alkalmazasi teriiletei
e Termelés biotechnologia
e A szaporités biotechnologidja
o Az allatnemesitést szolgald biotechnoldgiai eljarasok
o Az allategészségiigyet szolgald biotechnoldgiai eljarasok
e A gyodgyszeripar igényeit kiszolgald biotechnoldgiai eljarasok

e A kornyezetvédelmet szolgald biotechnolodgiai eljarasok

6.2.1. Biotechnikai eljarasok alkalmazasi terletei
e Az egyik legkordbban alkalmazott biotechnikai eljaras a mesterséges termékenyités
volt.
e A sperma és embrio mélyhfités torténete is a régmultra nyulik vissza.
e Kezdetben az allattenyésztok idegenkedtek ezektdl az eljarasoktol, azonban ma mar az
orvostudomany teriiletén is alkalmazzak.
6.2.2. Biotechnikai eljarasok
e Szaporitéanyag mélyhttés
e Mesterséges termékenyités
e Embriomélyhtités
e Embrio atiiltetés

e FEmbrio darabolas
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6.2.2.1.Higitott, tartdsitott szaporitoanyag eléallitasa

A mesterséges termékenyitéshez az eljards alapanyagaul szolgalé megfeleld mennyiségi,
mindségl, eltarthatd termékenyitdanyagra van sziikség.

Az eltarthatosag nagyban fiigg a tenyészallatoktdl vett ejakulatumok mindségétol, a higitas
modjatél, az alkalmazott hiitési eljarastol, a mélyhtitésre vald eldkészitéstol, az elOhiités és a
mélyhtités alkalmazott modszerétdl, a tarolds, visszaolvasztas, termékenyitési modszer helyes
megvalasztdsatol és alkalmazasatol, illetve a termékenyités id6pontjanak helyes

megvalasztasatol.

6.2.2.2. Kiilonboz6 allatfajok termékenyité anyaganak tartositasa sertés, szarvasmarha,
juh fajok esetében
e A szarvasmarha szaporitéanyaga az alacsony hdmérséklet tlirése szempontjabol a
legellenallobb, ezért is terjedhetett el olyan széles korben a -196°C-on folyékony
nitrogénben valo tarolasa, valamint ezen szaporitdoanyag felhasznalasa.
e A sertés szaporitbanyaganak hutétaroldsa 16°C-os homérsékleten 2-4 napig
lehetséges.
e A kossperma esetében megfeleld mindségli higitd hasznalata mellett a hiitétarolas 2-

4°C-on torténik. Ezen a hdmérsékleten akar 4-5 napig is tarolhato.

Spermiumsejtek mélyhiitése

A mélyhiités az ivarsejtekben zajlo folyamatokat atmenetileg sziinetelteti. A hatékony
mélyhiitési technologia kialakitasa eldsegiti az asszisztalt reprodukcids technikak
alkalmazasat, a gyorsabb genetikai eldrehaladast az allattenyésztésben, valamint lehetové
teszi a kiilonleges genetikai, bioldgiai anyag ritka fajok, fajtdk genetikai anyagédnak tartds
tarolasat, megdrzését (Cseh, 2009).

Az ivarsejtek és embriok mélyhiitésének gyakorlati eldnyei a genetikai anyag termékenyitési
szempontbol elényds tulajdonsdgainak cseréje egymadstdl tavol esd kontinensek, orszagok,

farmok kozott (Cseh, 2009).
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A modern kori kriobiologia kezdete

A glicerin védohatasat Chris Polge és mtsai 1949-ben publikaltdk eldszor. 1972-ben
Willadsen és munkatarsai publikéltdk az Un. ,,rovid protokoll”-t. Fahy és munkatdrsai 1984-
ben szamos mélyhiitési protokollt fejlesztettek ki és tobb emlds faj ivarsejtjét, embridjat

fagyasztottak sikeresen vitrifikacios eljarassal, beleértve emberét is.

Az ivarsejtek/embriok mélyhiitésének elméleti alapjai

Cseh 2009 szerint a sejt ozmotikus reakcidja/amikor behelyezziikk az intracellularis
novelése, amikor elkezdjiik a hémérséklet csokkentését és megkezdddik a vizmolekulak
kilépése az oldatbol a jégkristalyok képzddése, novekedése extracellularisan. A sejt

ozmotikus vizvesztése, dehidraticidja, az extracellularis teriilet koncentraciojanak

emelkedése.

A sejtek tulélését meghatarozo tényezok
e Hitési sebesség
e Téarolasi homérséklet, és tarolas alatti kezelés (koriiltekintd, biztonsagos)
e Felmelegitési sebesség

e A sejt ozmotikus vélasza a krioprotektiv anyag kivonasa (rehidratalas) (Cseh, 2009/b)

Els6 fazis: elokészités és hiités
o A sejtek gylijtése és mindsitése
e A sejtek equilibralasa a krioprotektiv anyagot tartalmazé higité oldatban
e A sejtek mélyhiitése (-196°C)
Masodik fazis: Tarolas a LN> homérsékleten (-196°C)

Harmadik fazis: Felmelegités és elokészités a felhasznalasra.
o A sejtek felmelegitése ellendrzott koriilmények kozott.
e A krioprotektiv anyagok kivonasa a sejtekbdl.

e Visszatérés a fiziologiai koriilményekhez, allapotokhoz.
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A mélyhités tipusai
Equilibrium hiités
A krioprotektiv anyag alacsony koncentracioban van jelen (C< 10%; 1,5 M)

Lassu sebességgel hiitlink (0,3°C — 2,0°C/min)

Nem equilibrium hiités
Tobb krioprotektiv anyag és nagy koncentracioban van jelen (> 40%; 6-8M)
Rovid equilibraltatési idd

Nagy sebességgel hiitiink (>500°C/perc; 15.000 °C/perc) (Cseh, 2009/b)

Mélyhiités torténete

Az elso feljegyzések szerint Breinstein és Petropavlovsky 1937-ben sikeresen alkalmaztak
IM-o0s 9,2%-0s glicerines oldatot nyul, tengerimalac, kos, bika, vaddiszno, csddor és kacsa
spermiumok tarolésara

Szmirnov 1949-50-ben és 1947-ben illetve 1950-ben vitrifikdcié nélkiil glicerinnel kis
kiszerelésben 0,05-0,1 ml mélyhiitott kos, illetve bika spermaval végzett termékenyitési
kisérleteket. 1949-ben 19 anyajuh haromszori termékenyitésben 15 percen at fagyasztott
spermat hasznaltak fel. A termékenyitések eredményeként 7 anyajuhtol 11 barany sziiletett.
Az 1951-ben végzett mesterséges termékenyitések eredményeképpen a kisérlet soran
termékenyitett 11 tehéntdl 5 borju sziiletett. Bebizonyosodott tehat, hogy a vizsgalatok soran
hasznalt higité krioprotektiv tulajdonsagat a glicerin okozta.

Az 1950-es években jelentds kisérlet zajlott a fagyasztva tarolasra vonatkozoéan. Kezdetben a
bikasperma mélyhtitéséhez hasznalt higitoval toértént kossperma mélyhiités eredményei, nem
voltak megfeleléek. Az ezzel az anyaggal végzett termékenyitések csupan 5%-os
termékenyitési eredményeket mutattak. 5%-os termékenyitési eredményeket mutatott.
Blackshaw és Emens, 1953, Dauizer, 1956 kutatasi eredményei nyilvanvalova tették, hogy a
bika spermara alkalmazott moédszer nem mikodik a kossperma esetében. Az évek soran
rengeteg kutatds zajlott, amelyek sordn rengeteg informdacio gyiilt Ossze a kossperma
mélyhiitésével, tarolasaval kapcsolatban, mind a kiilonb6z6 higitok, krioprotektiv anyagok, az
elokészités, feldolgozas, mélyhiités teriiletén, valamint a mélyhiités soran keletkezett karok ¢€s

a kos spermiumok termékenyitd képességére vonatkozdan.
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Pelletben torténo mélyhiités

Miiszalmaban torténé mélyhiités

Higitas
A kossperma tartositasara hasznalt higitd esetében sziikséges a megfelelé pH, pufferkapacitas,
ozmotikus nyomads és spermiumok védelme a legfontosabb kovetelmények, melyeknek egy

higitonak mindenképpen meg kell felelnie.

Lakto6z alapu higitok
A laktéz, mint a higitok f6 szénhidrat sszetevije, a bika sperma esetében jol bevalt, ezért

alkalmazzak a kosspermanal. A kezdeti in vitro vizsgalatoknal, ahol lakt6z alapu
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higitoszereket alkalmaztak ellentmonddsos eredmények jottek ki és a termékenyitési tesztek
sem hoztak meggy6z0 eredményt. Az ezt kovetd vizsgalatok ellési eredményei alacsonyak
29%-o0s, illetve 40-50% kozepes eredményliek voltak a laktozt €s tojassargajat tartalmazo
higitok esetében. Laktoz €s tojassargajat hasznaltak glicerinnel dusitott és glicerin nélkiili
kozegben, vagy glicerines INRA kozegben egyarant.

Diszacharidok koziil laktézt és szacharozt taldltdk hatékonynak, amelyek megfeleld
mértékben csokkentik a kristdlyosodasi homérsékletet a mélyhtités alatt, mint a
monoszacharidok. Ennek hatékonysagat novelte az EDTA-Na ¢és dietil-amin hozzaadésa.
(Platov, 1988)

Platov (1977) egy komplex poliszacharid, a gumiarabikum és a laktdz alapu higitok hatasat
vizsgalta. A gumiardbikum egy nagy molekulatomegii komplex poliszacharid. Az anyagot az
akac novények szekretaljak 1,5-15%-0s koncentracioban. A gumiardbikum haszndlata azért is
elényds a higitokban, mert jol tolerdljak a spermiumok és extracellularis krioprotektiv
tulajdonsaggal is rendelkezik.

A Platov (1977) altal végzett vizsgalatok a spermat 2 Iépésben higitjdk a begylijtés utan
eldszor nem glicerinezett laktozt és tojassargajat tartalmazo higitot, majd osszekeverés utan a
laktoz-gumiarabikum-tojassargéja-glicerin, vagy laktoz-tojassargaja-EDTA-Na-dietil-amin-
gumiarabikum-glicerin §sszetételli higitot adnak a higitand6 szaporit6é anyaghoz.

A tovabbi vizsgalatokban a gyakran alkalmaztdk a Platov ¢€s munkatarsai (1988) altal
kidolgozott az orosz Lesnie Poljanirdl elnevezett Allattudoméanyi Kutatointézet altal
kossperma feldolgozasra ¢és fagyasztasra ajanlott rendszert. E rendszer szerint a spermat 2
1épésben kell higitani elsd 1,5-2-szeres higitas glicerinmentes higitoval, a masodik a 2-szeres
higitast alkalmaztak glicerines kozegben. Az 1. kisérlet soran hasznalt higitd6 mindkét
1épésben az alabbi anyagokat tartalmazata: 9%-dextran, 5% EDTA-Na, 0,105 — 0,135 % trisz-
tojassargaja, 20% antibiotikum, 14% glicerin. A masodik kisérlet sordn hasznalt 1-es higito
12% laktozt, 20% tojasargajat tartalmazott, a masodik lépésben hozzaadott higitd egy
glicerintartalmu higitd, amelynek Osszetétele: 17% laktoz, 14,5% gumiardbikum, 6% trisz,
0,6% citrat, 0,27% tojassargaja, 20% antibiotikum. Az equilibréltatasi id6 1 6ra. Majd 0,2 ml
kiszerelésben granulaltdk szarazjéggel, vagy polimer lemezzel. A termékenységi vizsgéalatok
Osszehasonlitdsakor a higitd Osszetételének megvaltoztatdsa hatdsdra a Platov vizsgalatai

soran kapott ellési % eredmények 26%-rol 60%-ra valtoztak (Platov, 1988).
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Zeltobjuk ¢és mtsai. (1981) megallapitottdk, hogy 5-6% poliglukin, illetve a nagy
molekulatdomegli 10% recpolyglukine gliik6z polimereket tartalmazo tojassargaja alapa higitd
nem ad jobb eredményt, mint a Platov féle higit6. Azonban a fagyasztott spermaval valo
termékenyités esetében a laktdoz-dextran alapu olddszerek hasznélata hozott elfogadhat6

eredményt.

Glicerin, mint krioprotektiv anyag

A glicerin a higitokban leggyakrabban hasznalt véddanyag, amelyet kossperma mélyhiitésére
haszndlnak. A kutatok megallapitottdk, hogy fagyasztott sperma hagyomanyos lassu
mélyhiitési moddszerek hasznalata mellett az optimalis glicerin koncentracié 6-8%-0s
tartomanyban van. A lefagyasztott spermiumsejtek pelletalt formdban 3-4%-os glicerin
koncentracio mellett €lik tal legnagyobb eséllyel a mélyhiitést.

Graham ¢és mtsai szerint (1978) a glicerin 6%-nal magasabb koncentracidoban karos a
felolvasztds utani t0lélés szempontjabol. Az ezen eljards sordn alkalmazott glicerin
koncentracio attdl fiigg, hogy a mélyhtitésre szant szaporitd anyag bikasperma, vagy
kossperma, ugyanis a kos spermiumsejtjeibe a glicerin kdnnyebben behatol.

Fahy (1986) szerint a hozzdadott glicerin mennyisége és a hozzdadas moddja fiigg a hiités
fagyasztas sebességétdl, a higitd Osszetételétdl, a hozzdadott glicerin mennyiségétdl és a
hozzdadas modjatol. A vizsgalat egylittes hatasat a glicerin koncentracid (0-8%) és a hiités
sebessége hatarozzak meg a pelletdlas soran. Ezt kovetdéen a széraz jégen, folyékony
nitrogénben torténd hiités.

Visser és Salamon (1974c) 0-16%-os krioprotektiv anyag koncentracio mellett a 1-100°C/min
hitési sebességgel torténd mélyhutést alkalmaztak.

Fisher és Fairful 1984-ben kimutattdk, hogy a magasabb hiitési sebesség €s az optimalis
glicerin koncentraci6 csokkentése mutat a legjobb a felolvasztds utdn éldsejtszamot.
Vizsgéalataik sordn 4-6% glicerin koncentraciot ¢és 10-100°C/min hiitési sebességet
alkalmaztak.

Voltak azonban olyan kisérletek is, ahol a kutatok, mint példaul Varnvszkij és Varnavszkaja,
(1976), Milovanov ¢és mtsai (1985) viszonylag kis 2,0-3,5%-os glicerin koncentracidval
dolgoztak. A glicerintartalmt higitd az eldkészités soran egy-, illetve kétlépéses modszerrel

adhat6 az ejakulatumhoz a mélyhftitésre torténd eldkészités soran. Kezdetben a
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glicerintartalm® higitot 29°C-on, majd 5°C-on adtdk az ejakulatumhoz a mélyhiitésre torténd
elokészités soran. A vizsgalatok sordn egyértelmiien az 5°C-on torténd hozzaadast talaltdk
legalkalmasabbnak.

Francia kutatok Colas €és Brice (1975) megallapitottdk, hogy a laktdz és tojassargaja tartalmu
higitoban az INRA glicerol (analitikai tisztasagu glicerol) hasznalata 6rzi meg legjobban az
ejakulatum termékenyitd képességét. A 4% glicerin hozzdadasanak, pedig 4 és nem 30°C-on
kell torténnie. Vizsgalataik sordn azt talaltdk, hogy a kétlépéses higitas soran hozzaadott
glicerines rész egy lépésben torténd hozzdadasa legaldbb ugyanolyan, vagy még jobb
eredményeket adott, mint a glicerintartalmtl higit6 tobb 1épésben torténd hozzaadasa estén.
(Colas és Brice, 1975)

Salamon (1968), illetve Salamon és Lightfoot (1969) kutatasi eredményeik alapjan arrol
szamoltak be, hogy az egy 1€pésben torténd higitas soran kapott eredmények is voltak olyan
jok, mint a kétlépéses higitds sordn kapott eredmények, de a kordbbi higitdsos modszer
hatékonységa fligg a higitoban hasznalt szénhidrat komponenstdl.

Lopatko (1976), valamint Abdelhakeam és mtsai. (1991) vizsgalataik soran, 26%, 52% ellési
% eredményeket kaptak a glicerin nélkiili higitoval torténd mélyhfitésre torténd elokészitéssel,
3 oraval a spermavétel utdn torténd 5°C-on 25-30%-os tojassargdjat, puffert, illetve 10%
maltdzt tartalmazo higitoval végzett higitdst utani mélyhtitésbdl szarmazo szaporitdbanyaggal
torténd termékenyités eredményeként. A glicerint mellett szdmos egyéb higité alapanyagaul
szolgald szert is megvizsgaltak. Krioprotektiv anyagként példaul dimetil, DMSO, etilén-
glikol, albumin, kis molekulatomegii poliolok, polimer vegyiiletek, feliiletaktiv anyagok, a
cukrok magas koncentracigja, kiilonbozd tipust kompatibilis oldott anyagok, mint példaul a
prolin, glicin-betain, taurin és fagyallo fehérjék. Azonban egyik vizsgalt szer sem bizonyult

jobbnak, mint a glicerin (Salamon és Maxwell, 1995).

Tojassargaja, mint 6sszetevo

A tojassargdja gyakori alkotorésze a sperma higitoknak, mivel védi a spermiumokat a
mélyhtités és visszamelegités hatdsara bekovetkezd sokk ellen védi a sejtmembranokat. A
korai kutatasok sordn 30-50%-ot hasznaltak, a késobbi vizsgalatok legtobbjében azonban
ennél alacsonyabb koncentraciot alkalmaztak a higitokban. Az ampullas fagyasztas soran 3-

6%-nyi mennyiséget alkalmaztak, a pelletben torténd fagyasztasra azonban 15%-o0s

99



mennyiség volt az optimalis bar a hatas fligg a higitd dsszetételétdl is. (Salamon és Lightfoot,
1969)

Abdelhakeam ¢és mtsai (1991) szerint a kossperma glicerin nélkiili fagyasztisa esetén a
tojassargaja 25-30%-o0s koncentraciora torténd novelése valik sziikségessé a plazma membran

védelme.

A mélyhités és felolvasztas

A mélyhtités eldtti higitasra kezdetben a kutatok 11-26-szoros, a késdbbiekben viszont 2-6-
szoros higitasi aranyokat alkalmaztak. Mivel a higitét nem igazitottdk a kiilonbozé mértéka
higitds hatasat nem lehetett meghatarozni. Manapsdg 2-5-szords higitdsi aranyokat
alkalmaznak a mélyhiités soran és a higitd készitmény korrigalt mértékét Salamon (1976),
Evans és Maxwell (1987) hataroztak meg. A higitas utan a sperma hdmérsékletét 0°C koriili
homérsékletre hiitotték ezzel csokkentve a metabolizmust. A mélyhités eldtt a cél egy
kiegyenstlyozott intra- és extracelluldris koncentracio. A kétlépéses partner bizonyos higitasi
partnerhez. Optimalis esetben a glicerin hozzaadasa 2-5 °C-on torténik. Azonban, ha a higitas
egy lépésben torténik akkor 30°C-on kell végezni. Mindkét mddszernél az equilibraltalés
id6tartama 1-3 6ra kozott valtozik.

Raffindztartalmu higité esetében 1-2,5 equilibraltatasi id6 az optimalis. Salamon (1976),
Evans ¢s Maxell (1987) egy 1épésben ¢és glicerines tapkozegben torténd higitast és 1,5-2 ora
equilbraltatasi 1d6t javasol.

A hiités mértéke jelentdsen befolyasolja a higitott sperma fagyasztds utani talélését. Az
ampulldkban mélyhlitott sperma hiitése lassit hagyomanyos modszerrel torténik. Ezt a
modszert ritkdn hasznaljak PVC minitube és pellet formaban torténé mélyhttésre. (Salamon,
2000)

Colas ¢és mtsai (1975) a miiszalmdban torténd mélyhttést folyékony nitrogén gdézben
végezték. A hiités sebességét a nitrogén goztdl vald tavolsaggal szabalyoztdk. Ha a
miiszalmékat a nitrogéngdz felett felfliggesztve elohltést végeztek, akkor a nitrogéngdz
csokkentette a tulélé spermiumok aranyat. (Colas, 1975)

Visser és Salamon (1974), Fisher és Fairfull (1984) vizsgalataik eredményeképpen arra
jutottak, hogy a hiitési sebesség Osszefiiggésében van a glicerin koncentracidval. 10-

100°C/min hiitési sebesség esetén a tulélés ardnya csokkent.
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A miiszalmaban torténd mélyhiités szempontjabdl a hdmérsékleti gorbe alakja is fontos lehet.
A homérsékleti gorbe linedris csokkenése helyett egy parabola alakti gorbe, ami elérhetd.
(Salamon, 2000)

Rey (1957) megfigyelései szerint, ha a folyékony spermat kozvetlen folyékony nitrogénbe
helyezték, az azt eredményezte, hogy az Osszes spermiumsejt elpusztult. Ennek oka, hogy a
folyékony nitrogénbe merités esetén nagyon gyors a mélyhiités sebessége.

Azonban amikor szarazjég feliiletére higitott sperma cseppeket pipettdztak, vagy fiolaba
toltott higitott spermat 5-7s-re folyékony nitrogénbe meritenek ezutdn néhany percig
folyékony nitrogén gdzben tartottdk, végiil folyékony nitrogénben keriilt mélyhiitésre. A
kutatok azt tapasztaltdk, hogy igy a felolvasztas utdn a sperma motilitdsa és termékenyitési

eredményei megfeleldek voltak (Visser és Salamon, 1974).

A mélyhiitott sperma felolvasztasa

A mélyhiités-visszaolvasztasi eljards ¢és inkubdlds fazisa egyarant fontosak a tulélés
szempontjabol. A spermiumoknak, amelyek talélték a -196°C-ot még mindig meg kell
kiizdenie a kiolvasztas soran a szamara kedvezdtlen hdmérséklettel.

A hiitési sebesség ¢és felolvasztas egyarant negativ hatést fejtenek ki a spermiumok tulélésére
(Mazur, 1985). A hatds attol fiigg, hogy a hiitési sebesség mar elég, az intracellularis
fagyasztashoz, vagy elég alacsony ahhoz, hogy a sejt kiszdradjon a mélyhlités soran. Az
elobbi eset a gyors felolvasztds megakadalyozasa érdekében kotelezd, ha jelen van az
atkristalyosodas a spermiumok belsejében. A spermiumok gyors iitemben torténd felengedése
esetén sziikség van a egy krioprotektiv anyagra, amely jelen esetben a glicerin.

A korai kutaték kozott nem volt egyetértés az optimalis visszaolvasztasi homérseklet
tekintetében. Néhany kutatd ugy latja, hogy az ampulldkban torténd mélyhiités a bikaknal
alkalmazott mddszer alkalmazasa a jobb megoldéds. Ebben az esetben a visszaolvasztas 40-
43°C-on torténik. Mas kutatok a felengedett ampulldkat jeges -, 2-5°C-os, illetve 6-8°C-o0s
vizben, vagy szobahdmérsékleten 18-20°C javasoljak. A legtobb kutatasrol szo6lo
publikacidban a gyorsfagyasztott 37°C-os vizfiirdében felolvasztott kossperma eredményei
szerepelnek. A mélyhiitott kosspermat 38-42°C-on engedik fel. Egyes kutatok ennél
magasabb hdmérsékleten torténd felolvasztast javasolnak. Véleményiik szerint a 60-75 °C-on

felolvasztott kossperma eredményei hasonloak voltak a 38-42°C-on torténd felolvasztas utan
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kapott motilitasi, akroszoma integritdsi és termékenyitési eredményekhez. A pelletben
mélyhiitott sperma felolvasztdsa torténhet akar nedves, vagy szdraz kiolvasztassal is. E16bbi
esetben nem csupan a jelenlét, hanem a készitmény felolvasztisat az oldat Osszetétele
befolyasolta. A spermiumok motilitdsa nagyban fligg a higité Osszetételétdl. A szacharoz-
citrat-tojassargaja Osszetételli higitd inozit-citrat, gliikoz és fruktéz oldatok a legjobbak.
Visszaolvasztasi homérsékletként 37°C javasolhatd. (Salamon ¢s Maxwell, 2000)

Salamon ¢s Visser (1972) szerint nincs 0sszefliggés a mélyhltés eldtti higitdshoz hasznalt
higitd Osszetétele és a szaraz, vagy nedves visszaolvasztas kozott. A kiilonb6zo kutatok altal
alkalmazott visszamelegitési hdmérséklet a nedves ¢s szaraz felolvasztas esetén egyarant a

37°C és 75°C kozotti hdmérséklet.

Spermiumsejtek karosodasa a mélyhiités utani felolvasztast kovetéen

M¢élyhiités utani visszamelegitést kdvetden a spermiumsejtek 40-60%-a 6rzi meg motilitasat,
ezen sejtek 20-30%-a, amely bioldgiai értelemben (funkciondlisan) is sértetlen marad. Ha a
spermium motilis, de bioldgiai értelemben sériilt, akkor kétségessé valik, hogy alkalmas e a
petesejt megtermékenyitésére.

Kérdéses, hogy a spermiumok motilitdsa és szerkezeti valtozasai milyen mértékben érintettek
a termékenyitoképesség szempontjabol és hogy a valtozasok egyidejlileg, vagy a mélyhiités-
visszaolvasztas mely szakaszaiban torténtek.

A mélyhiités soran elszenvedett kriogén karosodas strukturalis fizikai, vagy biokémiai és
funkcionalis. Strukturalis kar keletkezhet a sejtplazmédban (plazmamembranban), az
akroszoémdban, vagy a mitokondriumban. A mélyhtités soran elszenvedett strukturalis kar a
kossperma esetében altalaban sulyosabb, mint a bikaspermanal. Mind az alacsony, mind a
magas hiitési sebességgel mélyhtitétt kossperma jobban megdrizte motilitasat €s morfologiai
integritasat. A spermiumsejt plazmamembranja ¢és akroszémaja sokkal érzékenyebben, mint a
sejtmag ¢és a farokrész kozépdarabja. A kiils6 membran és az akroszoma sokkal
sériilékenyebbek, mint a sejt bels6 membranrendszere. Megfigyelték, hogy a mitokondrium
karosodott a mélyhtités-felolvasztas soran, azonban a farokrészban nem mutatkozott jelentds
valtozas (Salamon és Maxwell, 2000).

A mélyhiités soran elszenvedett strukturalis karosodast biokémiai valtozasok (karosodasok) is

kisérik. A valtozasok soran a glutamin, oxalecetsav, transzamilaz, valamint lipoprotein,
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aminosav veszteség kovetkezik be a sejtekben, csokken a foszfatdz aktivitas, illetve a
koleszterin, amely noveli a natrium és kalium tartalom csokkenését, inaktivalja a hialuronidaz
¢s akrozin enzimeket, a sejt elvesziti prosztaglandin tartalmat, csokken az ATP és ADP
szintézis, valamint az akroszoma proteolitikus aktivitasa (Salamon és Maxwell, 1995).

A valtozasok kozott emlitendd, hogy a mélyhiités soran a DNS denaturécioja is eléfordulhat,
ami a kromatin szerkezetének valtozasdban nyilvanul meg. Ezt a fajta valtozast bika,
vaddisznd, macska, ember, valamint kos spermiumok esetében is észlelték (Maxwell, 1999).
A fentiekben emlitett mélyhtités hatasara bekovetkezd strukturalis, illetve biokémiai
valtozasok a spermiumok néi nemi utakban spermiumtranszport sordn vald talélési arany
csokkenéséért, a funkcionalis mikodési zavarokért, valamint termékenyitd képesség

csokkenéséért feleldsek. (Salamon és Maxwell, 2000)

Mélyhiités és visszaolvasztas kovetkeztében bekovetkezo motilitas csokkenés

A spermiumok ¢életképességét és termékenyitOképességét a ndi nemi utakban szamos kutatd
vizsgalta. Az éltaluk kapott eredmények és megfigyelések széleskorii attekintését, 6sszegzését
¢és értekelését Salamon és Maxwell (1995b) végezte el. K6z6s munkdjuk eredményeképpen
megallapitottak, hogy a mélyhiités utan felmelegitett spermiumsejtek esetében csokkent az
¢letképesség. Az anyajuhok genitalis traktusédba jutva ugyanis nincs megfeleld motilitasuk,
amely cervikalis termékenyités esetén a termékenyitési eredmények jelentds csokkenéséhez
vezet. Cervikalis termékenyités esetén ugyanis a mélyhtités utan visszaolvasztott spermiumok
pusztuldsa nagyobb ardnyu, mint a friss spermiumok esetében (Maxwell és Gillian, 1999).
Amikor azonban a mélyhiités utan felolvasztott spermiumokat kozvetleniil a méhszarvakba,
vagy a petevezetobe helyezik, akkor akdr 85-95%-os termékenyitési eredményeket is
elérhetnek, ez azt mutatja, hogy a biologiailag ép spermiumok megdrzik termékenyitd

képességliket a mélyhtités-felolvasztas soran (Salamon, Maxwell, 2000).

6.2.2.3. Szedimentalas, szexalas

A kiilonb6z0 nemek oOrokitéséért felelés kromoszémaékat tartalmazd spermiumsejtek
szétvalasztasat jelenti, igy eldsegiti, hogy az utdédok nemének ardnya megfeleld legyen.
Gazdasagi allatok esetében ugyanis a ndivaru allatok ,.eldallitasa” nagyobb ardnyban

szlikséges, mint a himivart allatoké. Himivaru allatokbol kisebb 1étszdm sziikséges. Ez a
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kiilonb6z6 nemi kromoszémékat tartalmazod spermiumsejtek szétvalasztasaval, tigynevezett
szedimentalassal lehetséges.

A mesterségesen biotechnikai eljarassal eldallitott embriok nemének elézetes meghatarozasa
is lehetséges. Ezt az eljarast embrio szexaldsnak nevezziik. Segitségével a kivant nemi

embriok lltethetok be a vemhességet kihordo recipiens anyaallatba.

A szedimentalas hagyomanyos mddszere

A modszer 1ényege, hogy a sparmiumsejteket 2-4°C-ra hiitik leallitva ezzel a mozgasukat.
Ennek kovetkeztében a nagyobb fajsullyal rendelkezé x kromoszomat tartalmazo
spermiumsejtek lelilepednek, igy az alsd fazisban nagyobb szdmban lesznek jelen,
amennyiben ezt az alsé fazist haszndljuk mesterséges termékenyitésre, akkor nagyobb
aranyban fogunk ndéivart utédokat kapni. (ndivart utdodok aranya kb. 60-63%). A modszer
hatékonysdga termékenyitési eredmények nélkiil a kiilonb6zé6 nemi kromoszémakat
tovabborokitd spermiumsejtek festésével is ellendrizhetd. (Ez esetben a zold szintire festodott
Y kromoszomaval rendelkezd, him ivari jelleget tovabborokité spermiumsejtek, valamint a
piros szintire festddé X kromoszémaval rendelkezd ndivari jelleget tovabborokitd
spermiumsejtek ardnya meghatarozhatd a szedimentacio segitségével.) Az iilepitést kovetden
a felsé fazisban a fajstlyukndl fogva a himivart tovabborokitd nemi kromoszémaval
rendelkezd spermiumsejtek keriilnek tilstlyba. A kozépsé fazis az indiferens fazis. Az also
fazis pedig a termékenyitésre alkalmas fazis, amelyben a ndivart tovabborokitd X

kromoszomaval rendelkezé himivarsejteket tartalmazza nagyobb aranyban.

Szexalas, szedimentalas flow-citometer segitségével

Néhany faj spermiumsejtjeinek ivari dimorfizmusa lehetévé teszi azt is, hogy flow-
citometrids modszerekkel a kiilonb6z6 spermiumsejtek méreteit, valamint DNS tartalmat
kontrollaljak és ezek alapjan szelektdljon a gép.Gondot okozhat, hogy ezen eljaras soran a

spermiumsejtek egy része megsériil.

6.2.2.4. Mesterséges termékenyités alkalmazasa a kiillonbo6zo allatfajok esetében
e Szarvasmarhanal és sertésnél a legelterjedtebb.

e Hideghatast a szarvasmarha sperimumsejtjei tlirik legjobban, a sertés¢ a legkevésbé.
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o A6 és akiskérddzok esetében ez a tolerancia a kettd kozott helyezkedik el.

o Kiskérddzok esetében a mélyhiités helyes technologidjanak kidolgozasa még sok

feladatot allit a kutatok elé.

Mesterséges termékenyités

A kifejezés a II. vilaghdbort utan jelent meg. Valosziniileg maga a elnevezés eredményezte a
modszertdl vald idegenkedést. A masodik vilaghabori utan szamos mesterséges anyag jelent
meg az ipar fejlddésének kovetkezményeként. Ez okozta az idegenkedést a mesterséges
termékenyités kifejezéstdl.Lényege, hogy a himivarsejteket a megfeleld idében iranyitottan
juttassak a néi nemi utakba és kozelebb juttassdk a megtermékenyités helyéhez.A modszer
allatfajonként valtozo ¢és fligg a termékenyité anyag mindségétdl is. Amennyiben a modszert
természetes ivarzasban alkalmazzak, akkor csak a termékenyité anyag ndi nemi utakba

juttatasaban tér el a természetes paroztatastol.

Kiilonb6zo6 mddszerekkel tartésitott mélyhiitott szaporitoanyag cervikouterinalis
termékenyitéssel torténo felhasznalas eredményei

Salamon és Maxwell 1995-ben irt ,,Frozen storage of ram semen I. Processing, freezing,
thawing and fertility after cervical insemination” cimi cikkében szdmos kutatdé kossperma
mélyhiitési és termékenyitési eredményeit foglalta 6ssze. Az aldbbi tdblazatban fetlintetett
szerzOk kossperma mélyhiitési kisérleteik soran lakt6z €s tojassargaja alapti higitot hasznaltak.
Ehhez majdnem minden esetben, kisebb-nagyobb aranyban krioprotektiv anyagként glicerolt,
illetve INRA-glicerolt adtak. Az el6készités sordn nem mindegy azonban a higitas aranya és
az, hogy a glicerinnel torténd higitas egy-, illetve két-, vagy akar tobb 1épésben torténik-e,
illetve hany °C-on kertiil hozzéadasra.

A szerzOk kozott eléfordulnak még olyanok is nevezetesen Colas és Guérin (1981), akik a
mélyhiités utani visszaolvasztast kovetden centrifugalast és f616z6tt tejjel torténd ujrahigitast,
majd ezt kdvetden ismételt miiszalmaba toltést javasolnak. A fenti procedira utan a
szaporitdanyagot termékenyités eldtt 2-6 6ran keresztiil 15°C-on taroltak. Eredménytil azt
kaptak, hogy a centrifugalt, majd 0jra higitott kossperma jobb eredményeket mutatott, mint a
kontrol minta. A termékenyitési eredmények fiiggenek a spermavétel és termékenyités

1dejétdl is. Ez utdbbi foleg természetes ivarzasban torténd termékenyités esetén meghatarozo
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tényez0. A termékenyitd anyag kezelésén til a termékenyités modja, a természetes ivarzdsban
torténd, illetve prosztaglandin, PMSG, valamint FGA kezelés mellett torténd termékenyités
eredményességébe mar az anyai hatés is beleszol.

A termékenyitési kisérletek soran nem elég ugyanis a termékenyitéanyag mindségének
vizsgélata. Az ellési %-ba és a non-return indexbe mar az anyai hatds is beleszol. A két
mutatd koziil természetesen az ellési % a megbizhatobb, mivel a non-return indexet
torzithatjak a cikluszavaros, nem idében visszaivarzo anyak ¢és a vetélések.

Természetesen a valodi termékenyitések mellett a Volkov (1968) altal végzett in vitro
kisérletek is megjelennek. Ezek eredményei még a non-return indexnél is rosszabb
hatasfoktiak. Ez azonban az anyai hatéast zarja ki els6sorban, mert ez esetben a beadgyazddas,

illetve az 5 honapos vemhesség teljes mértékben kimarad a vizsgalati eredményekbdl.
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Mélyhiitott szaporitoanyag el

”wor

oallitas szakirodalomban eloforduléo modszerei és

a termékenyito anyaggal végzetttermékenyités eredményei

INRA-glicerol

Motilis
spermiumok
szama az Inszeminalésok Inszeminalt | Fertilitasi %
Higito Mélyhiités modszere | inszeminalaskor széma jerkék/anya- | (baranyozas, Egyéb megjegyzés
(X10%), vagy juhok visszaivarzas)
motilis sejtek
aranya 1ml-ben
lakiéz-tojassargéja Pelletben NS NS 56 21,4  |AKosoknem kaptak
szojazsirtatakarmanyban
lakiéz-tojassargéja Pelletben NS NS 61 344 | Kosokkaptak szGjazsir
a takarmanyban
laktoz-tojassargéia Pelletben NS NS 30 33,3 A kosok kaptak szojazsit
a takarmanyban
Pelletben, gyors
laktoz (13,3%)- | mélyhiités (20s)-150°C Az ejakulatum tisztitva
tojassargaja és -160°Ckozotti 150-180 2 2 38 volt a higitas el6tt
hémérsékleten
lakt6z-tojassargaja+ 30°C-on hozzéadoft
Ojassargel miiszalmaban 180 2 23 35 glicerines higité (4%
laktdz glicerol - s
glicerinkoncentracio)
laktoz-toidssaradia+ 4°C-on hozzaadott
Ojassargal miiszalmaban 180 2 23 46 glicerines higitd (4%
laktdz glicerol - S
glicerinkoncentracio)
Iak}gitgﬁa;?:é?;]ﬁ miszalmaban 180 2 91 34 :-hglta5|arany900x10 mi
'ak}gﬁ;}ga;fé‘e’?jﬂ“ miiszalmaban 180 2 101 25 Higitasi arany 1:4
laktdz-tojassargaja+ o . A végleges higitas 2%
laktoz glicerol miiszalmaban 180 2 91 38,5 glicerolt tarataimaz.
laktéz-tojassargaja + . . A végleges higitas 4%
INRA glicerol miiszalmaban 180 2 7 55,7 glicerolt tartalmaz.
laktdz-tojassargaja + o . A végleges higitas 4%
laktéz glicerol miszalmaban 180 2 34 735 glicerolt tartalmaz.
oG o985 | miszamatan 2 5 | w2 [l
Termékenyités
laktdz-tojassargaja + p . természetesivarzasban,a
INRA glicerol méiszalmaban 180 2 60 8.3 |Legleges higitésban 4%-
os glicerinkoncentracio
Termékenyités ivarzas
laktoz-tojassargaja + . . szinkronizaltallatoknal, a
INRA glicerol miszalmaban 180 2 ot 5 |vegleges higitasban 4%
glicerin koncentracié
Progesztagénnal
Iaktoz-tojass_argaja + miiszalmaban 180 2 131 20,6 szmlfronlz'allt allatok
INRA glicerol termékenyitése, amelyek
PMSG-t nem kaptak.
Progesztagénnel kezelt
laki6z-toldssAradia + allatok termékenyitése,
INRL ”Cgri) | miiszalmaban 180 2 133 436  |amelyek a kezelést
g kovetden 400 NE PMSG-
kaptak.
laktéz-tojassargaja + Termékenyitési
INR,JL\ I 9 JI miiszalmaban 180 2 145 59,2 szezonban indukalt
glicero ivarzas (FGA+PMSG)
laktéz-tojassargaja + . . Anodsztruszban indukalt
INRA glicerol miiszalméban 180 2 108 537 |ivarzés (FGA+PMSG)
Iaktoz-;{z::glrgaja + miiszalméaban 180 2 99 343 EGPA'\V-IVSa(I;ndukaItosztrusz
Iakt%;‘_\t’%a;ﬁger?glja + miiszalmaban 180 2 71 63,4 E(};D/'Xv-lvsaclgndukaltosztrusz
laktdz-tojassargaja+
laktoz- tojassargaja- miiszalmaban 180 2 45 42,2 21épésben térténd higitas
glicerol
A orargal?* | miszaimaban 180 2 35 735 |2lépésbentsrténs higitas
lakidz Keeare ™" | miszaimaban 180 2 15 333 |2lépésben térténs higitds
laktoz és tojassargaja pellet NS 1 15,2 30napos non-returnindex
JSN Spermium mélyhiités
laki6z-tojassargaja + miiszalmaban 800 2 56 41 tavasszal, termékenyités

Osszel.
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Juh mélyhiitott termékenyité anyaganak gyakorlatban végzett eloallitasi és ellendrzési

modszerei

Ondovétel
A torzstenyészetekben, ahol szaporatdé anyag tartdsitast (2-4°C-on végzett hiitést, illetve -
196°C-on végzett mélyhtitést) végeznek a szezonalisan polidsztuszos juhok esetében, mivel a
himivaru allatoknal isi megfigyelhetd egyfajta szezonalitds az ondovételt elsdsorban az 0szi
foszezonban, masodsorban pedig a tavaszi potszezonban végzik. A szaporitdanyag
feldolgozasa (elOkészitése, higitasa) a késObbi felhasznalas modjatol fligg. Lehetséges
ugyanis a frissen vett higitott ondoval, illetve a néhany napig 2-4°C-on hiitétt, valamint a
196°C-on mélyhttést kovetden visszaolvasztott szaporitdanyaggal valo termékenyités.
Az 0szi 10, illetve tavaszi pdtszezon eldtti idoszakban a szaporitoanyag termelése céljabol
tartott tenyészkosokat felkészitik az intenziv szaporitdéanyagtermelés iddszakara, annak
érdekében, hogy ebben az iddszakban a lehetd legjobb mindségii €s elegendd mennyiségi
szaporitdanyagot termeljenek. Erre az energidban ¢s fehérjében gazdag lucerna ¢és
abraktakarmanyok, valamint az ezek mell¢ adagolt vitamin és asvanyi anyag kiegészitok
alkalmasak. Mindemellett a tenyészkosok szédmara ajanlott kiegészitéséként naponta egy
tyuktojast is adni, amely kivalo fehérjeforrasként szolgal.
A tenyészkosokat nemcsak takarmdnyozéssal kell felkésziteni. Az aktiv onddvételi iddszak
elétt minimum 2 héttel 2-3 naponta ugratni kell dket, a megfeleld szaporitd6 anyag mindség
eléréséhez. Ennek az a célja, hogy a feldolgozasra, illetve felhasznalasra széant
ejakulatumokba mar megfelelden érett és nem eldregedett spermiumsejtek kertiljenek, illetve
az allatok ugratasra, miithiivelyre szoktatasa is fontos.
Az ondovételhez sziikséges eszkdzok az alabbiak:

Termosztat (kb.40 °C-ra beallitva)

Mihiively (39°C)

Vazelin

Duplafalu spermavételi pohar (39°C)

Kaloda

Kos, vagy ivarzo anyajuh (amelyre ugratnak)

Alkoholos filctoll
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Az eszkdzoket mar el6zé nap esete el kell késziteni. A termosztatot és benne a tisztitott

fertdtlenitett, vizzel feltdltott mithiivelyeket pedig el6 kell melegiteni.

Elokészitésésondovételmenete

Az ondovételt megel6z6 napon az eldkészitett spermavételi poharral felszerelt vizzel
feltoltott miihiivelyeket 40 °C-os termosztatba helyezziik.

Masnap reggel a kalodaba befogunk egy kost, vagy ivarzo anyat.

Kivissziik a tdlcan a mithiivelyeket és egy alkoholos filctollat

Sorban leugratjuk a kosokat

A leugratast kovetden szétszedjiik a miihiivelyt

Alkoholos filctollal rairjuk a spermavételi poharra a kos fiilszamat és a datumot
A spermavételi pohar oldalan leolvassuk az ejakuldtum mennyiségét
Szemrevételezziik az ejakulatumot, hogy nincs e benne szennyezddés, vér, genny,
szine, szaga rendben van-e

Ha rendben, akkor azonnal vigytiik a laborba

Majd kovetkezhet az jabb spermavétel a kovetkezo tenyészkostol

Vizsgalatok modszere

Fénymikroszkopos vizsgalat alkalmazasa

A fénymikroszkopos vizsgalatok kiskérédzok szaporité anyagat eldallito torzstenyészetekben

alkalmazott rutinszertien alkalmazott ellendrz6 vizsgalatok, amelynek soran a levett mintak

stirliségét, tomegmozgasat, illetve a higitott szaporitdanyagban az €16 és szabalyosan mozgd

sejtek aranyat hatdrozzdk meg. Ezen el6zetes biralat sordan do6l el az, hogy a vizsgalt

ejakulatum alkalmas- e tovabbi feldolgozasra, tartésitdsra, termékenyitésre. A vizsgalat

adatait a spermavételi naploba negativeredmény esetében is a helyszinen rogzitjiik.

Vizsgalati adatok rogzitése

A spermavételi naploba az alabbi adatokat kell feljegyezni:

- spermavétel datuma
- kos fiilszama

- ejakulatum mennyisége
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- Tomegmozgas

- Stiriség

- Higitas aranya

- Higitott szaporitdanyag mennyisége

- Higitott szaporitdbanyag mindsége (tomegmozgas, stirtiség, €16 és jol mozgod sejtek
aranya 60-90%-ig valtozhat)

- Mélyhttés esetén pelletek, vagy miiszalmak szama, tarolas helye

- Ha gyenge mindségli volt a szaporito anyag ¢s kidobtuk, akkor a feljegyzett adatokat

at kell huzni.

A fénymikroszkopos vizsgalatok menete

A vizsgalatok soran elsé 1épésként fénymikroszkop segitségével a friss ejakulatum
tomegmozgasat S M —4 M -3 M-2 M — 1 M jelzéssel osztalyozzuk.

Az ejakulatum siirliségét ugyancsak kis nagyitassal biraljuk, 5S-4S-3S—-2 S -1 S jelzéssel
osztalyozzuk.

Az egyes ejakulatumok tdmegmozgasanak és stiriiségének birdlata igy 6sszbenyomas alapjan
kb. 6-10 masodperc id6t vesz igénybe. (Gergatz, 2007)

Stirtiség fénymikroszkopos meghatarozasa és az ejakuldtum mennyiségének meghatarozasa

utan a higitas kovetkezik.

Majd a visszaolvasztas utani él6sejtszam meghatirozas.

| \

Fénymikroszkop Vizfiirdé

Tartositasra, termékenyitésre valo elokészités
A tartositasra, termékenyitésre vald elokészitése soran, illetve a mélyhiitést kovetd kiilonbozo

Osszetételli oldatokban torténd visszaolvasztas sordn torténd fluoreszcens festési eljarassal
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torténd ép membrannal rendelkezd, kapacitacidszerl elvaltozason, illetve akroszéma-reakcion
atesett sejtek aranyanak meghatarozéasa is elvégezhetd Olympus BHS mikroszkoppal és

Hamupipdke nevii sejtszamlalé program segitségével.

Pelletben mélyhiitésre valo elokészités menete
A mélyhiitésre vald eldkészitéshez kétféle higitot kell alkalmazni. Az elsd higitd, melyet
spermavételt kovetden rovid idon beliil hozza kell adni a sperimiumsejtek hidratalasat,
taplalasat és védelmét biztositja, a masodik higitdé az ugynevezett krioprotektiv, azaz
fagyasvédd anyagokat tartalmazo higitd, amelyet a 2-4°C-ra valo lehiitést kdvetden kell
szakaszosan a szaporitdanyaghoz adagolni. Ezt kdvetden az tigynevezett equilibraltatasi id6
kovetkezik, amely sordn a spermiumsejtek felveszik a krioprotektiv anyagot tartalmazo
higitot, amely a mélyhtités soran megvédi a spermiumsejtek kiilso, illetve belsé sejthartyait a
fagyas soran keletkezd jégkristalyok okozta sériilések ellen.
A pelletben torténé mélyhiités esetén a higitas 2 lépésben torténik

-I. higito: laktoz- tojassargaja

-I1. higité: laktoz-tojassargaja-glicerin (5 °C-on hozzaadva, szakaszosan adagolva)
El6hiités, elokészités, mélyhiités fazisai:

- Testhdmérsékleten higitas I-es higitoval

- 20 oC-ra hiités 1 ora alatt

- 5 oC-ra hiités 1,5 ora alatt

- [I-es higit6 hozzaadasa

- Equilibraltatas (1-2 ora)

2-4°C-ra torténo hiités
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-Pelletalas szarazjégen

Szarazjég a feliiletébe vajt mélyedésekkel

-Folyékony N»-be helyezés

Folyékony N»-t tartalmazo tartaly

Hiitési sebesség

Srakaszos hités diagrammja
Hitsst sebessiz ("C/min)
5“;:?0,317 °Cimin
0.178 °C/mi -
m4 0 °C/min IS
4 . 4
I 82 °Cfmin _|
I
3
.78
\E i~
ki)
o
EE)
156 alkd
0 0 100 150 200 250 300
Id& {min}

Hiitési sebesség valtozasa a mélyhiitésre valo elokészités soran

A fentiek alapjan megallapithatd, hogy az atlagos hiitési sebesség: kb. 1 °C/min kortili.
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A mélyhiutést kovetoen a pelletek visszaolvasztasa tobbféle osszetételii oldatban
lehetséges

- PBS oldatban (foszfat puffer oldat)

- PBS + spermaplazma (dekapacitalé faktorokat tartalmazé foszfat puffer oldat)

- PBS + vérsavo (dekapacitald faktorokat tartalmazé foszat puffer oldat)

Kapacitacioszeri elvaltozason és akroszoma-reakcion atesett sejtek aranyanak
meghatarozasa CTC fluorescens festési eljarassal

A klor-tetraciklin-hidroklorid (CTC) fluoreszcens festési eljarassal végzett eljards megmutatja
a sejtmembran ¢és akroszoma azon elvaltozasait, amelyek a termékenyités soran annak
kiilonb6z06 szakaszaiban természetes uton is bekovetkeznek, mindezen elvaltozasok feltétleniil
sziikségesek a termékenyités végbemeneteléhez, azonban a szaporitdanyag, vagy higitd nem
megfeleld mindsége, vagy akar a mélyhiitési és visszaolvasztasi procedura kovetkeztében 1d6
elotti  bekovetkezésiikkel az  érett  petesejtet elérve a  spermiumsejtek = mar
termékenyitOképtelenné valnak. Amennyiben ezen valtozasokon (kapacitacidszera elvaltozas,
akroszdma-reakcid) atesett sejtek aranya tul magas a termékenyitésre szant szaporitéanyagban
akkor mindsége nem megfeleld, termékenyitésre nem, vagy csak korlatozottan (laparoszkopos

termékenyitéssel a méhszarvba juttatva) alkalmas.

A CTC fluoreszcens festési eljaras menete

A spermiumsejtek  akroszoma reakcidjanak és  kapacitacidoszerli  elvaltozasanak
meghatarozasara a Gillian és munkatarsai (1997) altal publikalt festési eljards az alabbiak
szerint zajlik:

Gillian és mtsai. (1997) tanulményaban a CTC fluorescens festési eljarast alkalmaztak a kos
sperma kapacitacios allapotanak meghatarozasara. A modszert mar 1979-ben Sailing és Storey
publikaltak, 1984-ben Wand és Storey specializaltak egér spermara.

A CTC festési eljarashoz frissen elkészitett festékoldat sziikséges. A festékoldat 750 pmol
CTC-HCI-t tartalmazott. Egy adag puffer Trist, NaCl-t, alfa-ciszteint is tartalmazott, amely
szliréshez 0,2 mikrométeres szlird(filtert) hasznaltak és a pH-jat 7,8-ra allitottak be. Az oldatot

4°C-on taroltak.
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Szobahémérsékleten 45 mikroliter higitott spermamintat fényt6l védett kiivettaba helyezték,
majd ugyanannyi térfogatt CTC fest6 oldatot adtak hozzd. Ezutan 30s alatt tokéletesen
Osszeraztak. Végiil 10 mikroliter gluaraldehidet adtak hozza.

A 10 mikroliter homogenizalt szuszpenziot tiszta mikroszkdp targylemezre helyezték és 10
mikroliter 1,4-diazabiciclo-oktant oldottak glicerinben sétartalmu foszfat puffer jelenlétében
(1:9 aranyban, 0°C alatt tarolva), hogy megvédje a fény kéros hatasatol. Végiil feddlemezeket
helyeztek a mintara, a felesleges folyadék a targylemez ¢és feddlemez Osszenyoméasaval
eltavolithato és a feddlemez sz¢élét szintelen lakkal lezartdk. Az Osszes targylemezen 3 cseppet
helyeztek el. A vizsgalatokat 4-szer ismételték meg. Targylemezenként Osszesen 200
spermiumsejt membran ¢és akroszoma allapotat hataroztdk meg. A vizsgalatot 100-szoros

nagyitassal fluoreszcens fényforrassal ellatott Olympus BHS mikroszkop alatt végezték.

A biralat soran a spermiumsejteket 3 kategoériaba soroltak:

. ,F: azonos fej fluoreszkalas, amely a nem kapacitalt, sértetlen akroszémaju
spermiumsejtekre jellemzd

. ,»B”’: halvanyan fluoreszkalo fej és a rendhagyd savos mintdzat a kapacitacidszera
valtozason atesett sejtekre jellemzd

. ,»AR”: fluoreszkdl6 akroszéma az akroszoma-reakcion atesett spermiumsejtekre

jellemzd

A spermiumsejt kozépsé része barmely kategéridban megtartja fényesen fluoreszkalo
(vilagito) képességét.
Az aldbbiakban a CTC fluoreszcens festési eljaras segitségével elkiilonithetd 3 kategoria

lathato.

Ep membrannal rendelkezé spermiumsejtek
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Kapacitacioszeri elvaltozason atesett spermiumsejtek

Akroszoma-reakcion atesett spermiumsejtek

Mélyhiités soran, valamint a néi nemi utakban bekovetkezé valtozasok

M¢lyhiités hatasara a spermiumok egy része atesik a kapacitacidszerli elvaltozason és az
akroszoma-reakcion, amelynek id6 eldtti (a ndivaru allatok ivarutjaiba keriilése el6tti)
elvaltozasa kedvezdtlen hatast gyakorol azok termékenyitd képességére. A kapacitacidszeri
reakcid egy a visszaolvasztas soran dekapacitalo faktorokkal visszafordithaté folyamat, az
akroszoma-reakcid  viszont  visszafordithatatlan. Természetesen a két folyamat
elengedhetetleniil sziikséges a megtermékenyitéshez, de fontos, hogy azok megfeleld helyen
¢s idOben torténjenek, ezért sziikkséges a mélyhiitési eljaras sordn a kapacitacioszert elvaltozas
¢s akroszoma-reakcio lehetd legkisebb meértékiire csokkentése, illetve a visszaolvasztast
kovetden a dekapacitald oldatok hasznélata, hogy ennek segitségével a kapacitacioszerii

elvaltozasokat visszafordithassuk.

Kapacitacio
A kapacitaci6 folyamata a néi ivarutakban torténik. Iddtartama 5 — 8 6ra. Osszetett folyamat,

mely elengedhetetlen a spermiumok megtermékenyitd képességének kialakuldsahoz.
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Kapacitacié hianyaban az akroszéma-reakcié nem vélthato ki. A kapacitacid egy reverzibilis
folyamat. A spermium plazmamembranjat maszkirozo glikoprotein, az. un. antikapacitacids
faktor eltdvolitdsa. A sejtbe hidrogénkarbonat ionok vandorolnak, s aktivaljak az
adenilciklazt. A  plazmamembran lipid- ¢és glikoprotein  Gsszetétele modosul,
hiperpolarizaloédik. Fokozodik a sejt anyageseréje, €s mozgékonysdga (hipermotilitas);

hiperpolarizalédik. (Dobozy, 2007)

Ep membrénnal rendelkezé sejtek Kapacitacioszerii valtozasos atesett sejtek

Akroszoma-reakcio

A zona pellucida ZP3 molekulaja (az un. spermium-receptor) felelés az azonos faji
spermiumok megkotodéséért, és ezzel az akroszoma-reakcid kivaltdsaért. A spermium a
plazmamembranjadban talalhatd galaktozil-transzferdzzal kapcsolodik a ZP3-hoz. Az
akroszdma-reakciot a spermiumsejtek a ZP3-hoz valo kétddése valtja ki. A kapcsolat hatasara
a spermium sejten beliili Ca?"-koncentracidja megnd (a Ca>"-ionok részben a sejten beliili
raktarakbol szabadulnak fel, részben pedig az extracellularis térbdl aramlanak a sejtbe). A
Ca?"-koncentraci6 novekedése kivaltja az akroszoma vezikulum exocitdzisat. Az
akroszomabol kiilonbozdé enzimek, elsdésorban protedzok szabadulnak fel, melyek a zona
pellucida anyagait elbontjak, lehetévé téve ezzel, hogy a spermium koézelebb keriiljon a
petesejt plazmamembranjahoz. Az akroszoma-reakcié révén az akroszoma eredeti belsd
membranfelszine a sejt felszinére kertil, ezzel 1) membranfehérjék valnak hozzaférhetové. Az
igy felszinre keriilt membranfehérjék specifikusan kapcsolodnak a zona pellucida ZP2
glikoproteinjadhoz. Ez a kapcsolat eldfeltétele a petesejt €s a spermium plazmammembranja

kozotti fuzionak (Dobozy, 2007).
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AKroszoma-reakcion atesett spermiumsejtek

A kapacitacio és az akroszoma-reakcio szerepe a megtermékenyités folyamataban

Dobozy (2007) szerint

A megtermékenyités folyamata

1.) A spermiumok kapacitacioja

2.) Athatolas a corona radiatan

3.) A spermium kapcsolddésa a petesejt zona pelluciddjahoz.
4.) Az akroszoma-reakcio kialakuldsa

5.) A spermium athaladasa a zona pellucidan

6.) A spermium ¢és a petesejt plazmamembranjanak fuzidja.

7.) Polispermia (t0bbszords megtermékenyités) gatlasa (Dobozy, 2007)

A mélyhiités hatasara Kkiilonbo6zo elvaltozason atesett sejtek aranyanak meghatarozasa
Hamupipoéke szamlalo program segitségével

A CTC fluoreszcens festési eljardssal festett kiilonb6zd elvaltozasokon atesett sejtek (ép
membrannal rendelkezd, kapacitacioszerii elvaltozason, illetve akroszoma-reakcion atesett
sejtek szamlaldsdhoz a Hamupipdke szamlaloprogrammal lehetséges. A programot egyébként
mikroszkdopos szamlalas megkonnyitése érdekében hoztak 1étre. Amikor egy adott idében
tobb kategoriaba kell besorolni a mikroszkopos képen latott sejteket, mint példaul a Kovacs-
Foote festés esetén (amely hét festddési kategoriat kiilonboztet meg az akroszoma, illetve a
sejt ¢lé/holt allapota alapjan) a szamlalést jelentésen megkonnyiti, a sejtszamlald berendezés
hasznalata. A program alkalmas a CTC fluoreszcens festési eljarassal festett 3 kategoriaba

sorolhat6 spermiumsejtek szamlaldsara is. A program a klaviatira Num Pad billentytiinek
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paraméterezésével teszik lehetdvé a festés értékelésénél a kategdriankénti manudlis
adatbevitelt. A szamitogép minden kategoria esetén a billentyli lenyomasakor mas és mas
hangot ad, igy a szamlalas alatt az operator folyamatosan végezheti a mikroszkopos
megfigyelést. A program szamara a futtatds elott meghatarozhatod, hogy adott sejtszamot
rendezzen-e a kategdridkba (ez esetben az adott sejtszam elérésekor a szdmlalas befejezddik),
vagy az operator allitsa-e le a szamlalast. Az ismétlések szama szintén elére megadhato. Az
adatbevitel a képernyon megfigyelhetd, a szamldlok minden egyes adat bevitele esetén
kategérianként valtoznak. A szamlalds befejeztével a program a kategoridk szerinti
atlageredményeket szazalékban a szorassal egyiitt olyan output formdban menti el, ami az
Excel tablazatkezelé program szamara konnyen konvertdlhatd, és lehetévé teszi a tovabbi

statisztikai elemzést.

Mélyhiitott szaporitéanyag eldallitaisanak modszerei ¢és méhszarvakba torténo
mesterséges termékenyitéshez torténo felhasznalas soran kapott termékenyités

eredményei

Salamon ¢és Maxwell (1995) ,,Frozen storage of ram semen II. Causes of low fertility after
cervical insemination and methods of improvement” cimii Osszefoglald tudomanyos
munkdjaban kiemelten foglalkozik a sebészeti, vagy félsebészeti uton méhszarvakba torténd
mesterséges termékenyitéshez felhasznalhatdé mélyhlitott kossperma eldkészitésével,
mélyhiitésével, termékenyités elotti kezelésével, illetve a szaporitéanyag adagolasaval.
Mindezen paraméterek hatékonysagat a termékenyitési eredményeken keresztiil értékelik a
szerzOk. Az emlitett szerzOk kozil a cikk Maxwell munkéssagaval foglalkozik a
legrészletesebben. Maxwell jelen tudomanyos munkajaban az inszeminalas utani vemhesiilést,
illetve az ellési %-ot vizsgalta a mélyhiitott spermaval sebészeti, illetve félsebészeti eljarassal
torténd meéhszarvakba végzett termékenyités esetében.

Az eredmények értékelésekor el kell azonban kiiloniteni a termékenyiilt allatok-, illetve a
ténylegesen ellett allatok aranyat, azaz az ellési %-ot. Hozza kell azonban azt is tenni, hogy ez
esetben mar az anyai hatés is er0sen kozrejatszik. Egyes eredmények esetében megfigyelhetd,

hogy a termékenyitett anyajuhok a termékenyitést kovetden, 100 nap mulva vagasra kertiltek.
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Ez azt jelenti, hogy a kisérletben selejtes, vagy eloregedett allomanyt hasznéltak. Jelen
koriilmény szintén nem a legoptimalisabb. Erdsen torzithatja az eredmények alakuldsat.

Az esetben, ha nem selejtes, illetve eloregedett allomanyrol van sz6 az anyai hatés tényezdi a
fentiekben mar emlitett szabalytalan ciklus, késdi visszaivarzas, ivarzas elmaradasa (féleg a
szezon végén végzett termékenyitéseknél), valamint a vetélések, amelyek torzithatjdk az
eredményeket. Azonban hozza kell tenni azt is, hogy ha normal kort ¢és atlagosan
termékenyithetd allomanyrol van sz6 akkor ezzel a hatassal normalis esetben is szamolni kell
a felhasznaléas sordn. Lehetdség szerint ehhez kell igazodni €s anyai oldalrol is kell javitani a
termékenyitési eredményeket.

Termékenyitési eredmények: A termékenyitési eredményekre jellemz6, hogy akar 70%
feletti eredmények is elérhetdek. Ez lenne az optimalis, annak érdekében, hogy az ellési % is
megfeleld legyen.

Ellési %: Az ellési % értékei altaldban alacsonyabbak az elfogadhato értékek 55-60%-o0s
eredmények voltak. Azonban el6fordulnak kimagasld 60, sét 70% feletti eredmények is. A
legmagasabb értek, még a termékenyitési eredmények 76%-os eredményénél is magasabb
76,8%.

Ezek az eredmények jonak mondhatéak, azonban a sebészeti, illetve félsebészeti
méhszarvakba torténd termékenyités koltséges €s bonyolult és munkaigényes, igy kizardlag
kutatasi célbol, vagy kimondottan értékes tenyészallatok szaporitdsahoz, illetve értékes
tulajdonsagok tovabborokitéséhez, illetve génmegodrzés céljabol alkalmazhatd. A folyamat
egyszerlsitésének okan a valodi cél olyan mindségli mélyhiitott kossperma eléallitdsa, amely
alkalmas cervikouterinalis termékenyitésre és a fenti eredményekhez hasonl6d eredményt hoz.
A mélyhiitott sperma javithaté ugyanis a higitas-, elokészités modszerének javitasaval,
optimalis hiitési sebesség meghatarozasaval, krioprotektiv anyagok hozzéadasaval,
visszamelegités hdmérsékletével és koriilményeivel, dekapacitald faktorok hasznalataval stb.
Tovébbi szerzdk eredményeirdl és munkassagarol az alabbiakban szamolok be.

Quintana Casares ¢s munkatarsai (1990) 50 napos NR indexet vizsgaltak, melynek soran
40,5-58,1%-0s termékenyitési eredményeket kaptak.

Findlater és mtsai (1991) az ejakulatum kiilonboz6 higitasi aranyaival (2-4-szeres higitds),
illetve a termékenyité anyag kiilonb6zé adagokban torténd haszndlataval (40-160ul)

kisérleteztek. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a nagyobb inszemindl6 adag, kisebb
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higitas Osszességében jobb eredményeket ad, mivel nagyobb a termékenyités soran hasznalt
motilis spermiumok szama. Kovetkeztetésként levonhatjuk, hogy a spermaadag
modositasaval (novelésével) novekszik a termékenyités hatékonysaga.

Jabbour és Avans (1991) a termékenyitési arannyal foglalkoztak szuperovulaltatott allatok

esetében. Eredményeik nagy szorast mutatnak 26,1% - 98,2%.

Mélyhiitott szaporitéanyag méhszarvakba torténé termékenyitésre eloallitott szaporito

anyag és azzal végzett termékenyités eredményei

Inszeminalt
Szerz6 Higits Higitas aranya | Mélyhatés medszere Egyéb megjegyzés
Jjuhok
Maxwell (1984) 3 pelletben 40 837 507 A termékenyitéseket 17 killonb6z6 nyajban végeztek
Maxwell és Buttler
3 Pelletben 40 365 52,9 Vemhesilés és ellési %
(1984)
61 8.8-25.9
Maxwell 65 mtsal. 56 17,6-54,4 Anyajuhok termékenyitésre alkalmas petesejtekkel (2-3 nap)
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6.2.2.5. Ivarzas indukalas, ivarzas szinkronizalas

Ivarzas startoltatas

A gyakorlatban tobb allatfaj esetében alkalmazzak. Leggyakoribb alkalmazasi teriilete a
sertéstenyésztésben a kocdk tenyésztésbe vételénél torténik, illetve a leellett kocak ujra
termékenyitése elétt, amennyiben a kocdk spontdn ivarzasa nem torténik meg a levalasztast

kovetd 10. napig, abban az esetben ivarzasstartoltatas céljabol hormonkezelést alkalmaznak.
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Juhok esetében az eljardst decemberi pecsenyebarany eldallitas esetében alkalmazzdk a

gyakorlatban, amikor méjusi andsztruszban végzett ivarzasstartoltatast végeznek.

Ivarzasindukalas
Ez esetben az allatok ivarzasat egy elézetes hormonkezeléssel valtjak ki, majd ezt kdvetden,

amennyiben az allatok ivarzani kezdenek, torténik a termékenyités.

Ivarzasszinkronizalas

Egy allatallomanyt, vagy allatcsoportot azonos id6ben torténd ivarzasra késztetnek. Célja az
ivarzasok egy id0szakra iddzitése, annak érdekében, hogy a kezelt csoport termékenyitése €s
ellése idozithetd legyen egy adott idOszakra. Az eljaras alkalmazasanak eldnyei kozott
szerepelnek a munkaszervezési, és gazdasagi szempontok (idében, j6 aron értékesitheto,
homogén allomany), sajatteljesitmény vizsgalatok végzése, illetve a kutatasi célu kisérletek

beallitasanak lehetdsége.

Ellés szinkronizalas

Posztaglandin F2-alfa hormon injekcidban vald beadasa segitségével biztosithatd, hogy az
ellések 2 napon beliil beinduljanak. Ezzel szinkronizélhaté egy id6szakra hozhaté a vemhes
anyajuhok ellésének iddpontja. Ez munkaszerevezési, értékesitési, valamint kutatasi

szempontbol lehet fontos.

A mesterséges termékenyités torténete

Az eljarast kezdetben lovaknal alkalmaztik, majd késObb szarvasmarhéanal, juhnal, végiil
sertésnél. Dél-Nyugat Eurdpa, majd Kelet-Eurdpa utan végil Kozép-Eurdpaban, igy
Magyarorszadgon is bevalt eljaras lett els6sorban a szarvasmarha- és sertés fajok esetében
elterjedt. Lovak esetében a mesterséges termékenyitést kezdetben a tenyésztok
konzervativizmusa miatt kétkedve fogadtak. A l16allomany hirtelen csokkenése miatt a
mesterséges termékenyitések szama visszaesett. Napjainkban azonban az é4gazat allamilag
tamogatotta valt és ismételten kezd eldtérbe keriilni. A sertések mesterséges termékenyitését

az 1970-es évek elején kezdték el a nagylizemekben, majd ezt kdvetden kdzponti
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spermaellatassal az orszadg egész teriiletén. A nagyiizemek egy részénél kezdetben csak
rapszodikusan alkalmaztak.

A mesterséges termékenyités 1étjogosultsagat elsdsorban a vagodallat eldallitasban elért
sikerek bizonyitottak. A kivalé mindségli vagoallat eldallitas érdekében ugyanis lehetdve valt
olyan tenyészkanok hasznalata, amelyek segitségével hustermelés szempontjabol a husipar
szamara kivalo mindségli vagoallatok allithatok eld.

A juhok mesterséges termékenyitését az 1950-es években nagy aranyban kezdték meg.

Sajnalatos médon ezt kovetdn a mesterséges termékenyités alkalmazésa visszaszorult.

A mesterséges termékenyités elsé6 magyarorszagi alkalmazasanak évforduléja
2017-ben mar a magyarorszagi mesterséges termékenyités 70. évfordulojat linnepeltiik,

amelynek az Allatorvostudomanyi-Egyetem adott otthont.

A mesterséges termékenyités alkalmazasanak fobb okai
Harom csoportra oszthatok:

o Allategészségiigyi okok

e Tenyésztési okok

e (Gazdasagi okok

Allategészségiigyi szempontok
e Megszakithatd a paroztatassal torténd betegségek fert6zési lanca
e Apadllatok alland6 éllatorvosi feliigyelet ald keriilnek
e Az egyes apaallatok altal termelt termékenyitéanyag rendszeres ellendrzésre keriil, a
kapott eredményeket regisztraljak

e termékenyitésre szant ndivara allatok ivari miikodését szakemberek ellendrzik

Tenyésztési szempontok
e Termékenyitd anyag hosszu idére tarolhatova valik. (Génmegdrzés szempontjabol
nagyon elényos.)
e A termékenyitd anyag szallitasa és foldrajzi korlatok nélkiili felhasznélasa is lehetdvé

valik.
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e Tenyésztés szempontjabol egy gyorsabb genetikai elérehaladas érhetd el

e Tenyésztési cél rovidebb ido alatt elérhetd

o Az egy kedvezd tulajdonsagu apaallattol szarmazo utddok szama magasabb.
e Termékenyitési adatok pontos regisztralasa valik lehetdvé.

e Kiszlirhetdvé valnak a genetikai terheltségek

¢ Folyamatos tenyésztéshigiéniai ellendrzés

Gazdasagi okok
o Kevesebb apaallatot kell felnevelni, felvasarolni, tartani, takarményozni
e (Gyorsan igazithatova valik az dllomény a piaci igények valtozasdhoz

e A javité hatasu apaallatok termékenyitd anyaga a vilag barmely pontjara értékesithetd

Mesterséges termékenyités

A mesterséges termékenyités 1ényege a fertilis termékenyitdanyagot kozel optimalis idében
kell a nemi utakba juttatni, a jobb helyre, mint ejakuldtumat természetes paroztatisra a
himivaru allat juttatja. Ezt célozzdk a termékenyitési technoldgidk allatfajonként kiilonb6zo

modszerei (Gergatz, 1998).

Termékenyitési technologiak

L6 esetében alkalmazott termékenyitési technologia

Lovak mesterséges termékenyitésének kezdete

Magyarorszdgon a mesterséges termékenyités a kancak vemhesitésével kezd6dott. Kezdetben
az allatorvosok késobb a kiképzett inszeminatorok a termékenyitd katétert a hiivelybe vezetett
kézfejiik segitségével a nyitott méhszajon, majd a nyakcsatornadn keresztiill a méhtestbe
vezették. Igy a higitott sperma ugyanigy a méhtestbe jutott, mint az ejakulatum a csddor
fedezésekor (Gergatz, 1998).

Szarvasmarha esetében alkalmazott termékenyitési technologia

A szarvasmarha-inszeminalast végzd szakember a méh nyakcsatornajat a végbélbe vezetett
kezével rogziti, a spermat tartalmazé katétert a hiively fels6 fala mellett a kiilsé méhszajig
(nyakcsatorna bejaratdig) vezeti. Megkeresi a méhszajat, majd ezt kovetéen finom

mozdulatokkal a termékenyitd katétert a kiilsé méhszajon 4t a méh nyakcsatornajanak eliilsd
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harmadaba, vagy a méhtestbe esetleg méhszarvba vezeti és e feliiletre fecskendezi a
folyékony higitott spermat. A miiszalmaban mélyhtittt sperma bejuttatasara az inszeminator
egy specialis katétert, ugynevezett ,,inszeminald pisztolyt” hasznal, amellyel a mélyhiités utan
felolvasztott higitott spermat a megfeleld helyre a néi nemi utakba vezeti (Gergatz, 1998).
A szarmazés igazolasa céljabol a feliratozott miiszalmat a termékenyitési jegyhez tlizik. A
miiszalmén feltiintetett adatok az alabbiak:

e bikaneve

o fililszdma

e spermavétel ideje

e atermékenyitéanyagot feldolgozd laboratérium neve.

Sertés esetében alkalmazott termékenyités technologia

A sertések mesterséges termékenyitésekor is természetes modon torténd termékenyitéshez
hasonléan jarnak el. A nyakcsatornaba vezetett milanyag, vagy gumikatéteren at nagy
mennyiségl, 50-80 ml higitott spermat juttatnak a méhtest iiregébe. Az ivarzé koca méhszaja
gyakorlatilag nyitott igy a katéter bevezetése viszonylag konnyen kivitelezhets. A kocak
mesterséges termékenyitéséhez hasznalt katéter vége specidlis formara alakitott. A
termékenyitéshez hasznalt higitott kanspermat 16°C-on taroljak, mivel az érzékeny az

alacsonyabb homérsékletre (Gergatz, 1998).

Juh mesterséges termékenyitése
A juhok termékenyitésére sok helyen higitatlan, vagy f6l6zott tejjel higitott spermat
hasznaltak. Ezen hagyomanyosnak mondhat6 termékenyitési modszer alkalmazasa soran a

katéterrel a kiils6 méhszajra nyomtak a termékenyitd anyagot (Gergatz, 1998).

Juh fajnal alkalmazott cervikouternalis termékenyités

A cervikouterinalis termékenyités soran a szaporitdanyag kiilsé méhszajon keresztiili
nyakcsatornaba minél mélyebbre torténd bejuttatdsa a cél. Az eljardshoz a nyakcsatornaba
juttathatd  Milovanov-katétert haszndlnak, amely eldsegiti a termékenyitéanyag

nyakcsatornaba valo lehetd legmélyebbre torténd bejuttatasat. A bejuttathatésag mélysége
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fligg az ndivara allat ciklusatol, az ellések szamatol, valamint a kiils6 méhszdj alakjatol,
amely a juh fajnal négy kategoridba sorolhato. (kacsacsor, rozetta, vitorla, spiralis) Szabados
¢s mtsai. 2008-ban publikalt eredményei szerint a rozetta formaval rendelkezd kiils6 méhsza;j
a legoptimalisabb, a kacsacsor pedig a legkedvezdtlenebb mkiilsé méhszdj alakulas a katéter
bejuttathatosdga szempontjabol. Szabados (2005) és Gergatz (2007) kutatdsai azt is
pozitiv korrelacio volt kimutathato. Tehat a termékenyitd anyag lehetds legmélyebbre
juttatasa javitja a fertilitdsi eredményeket. Optimalis esetben, amennyiben a felhasznalt
termékenyitd anyag 60% feletti ¢l6sejtszammal rendelkezik a cervikouterinalis termékenyitési

eljaras sikeresen alkalmazhato.

Cervikouterinalis termékenyités bemutatasa

Laparoszkopos termékenyités

Amennyiben azonban az €16 és jol mozgo sejtek aranya ennél alacsonyabb (30-45%), abban
az esetben a laparoszkopos termékenyitési eljaras javasolhatd, amelyet az aldbbiak szerint
végeznek. A miitéagyon fixalt juh hasfalan harom helyen metszést ejtenek. Az egyik nyilason
leveg6t, vagy CO»-t fujnak a hasiiregbe, a mdasik nyilason a fogét vezetik be, mig a
harmadikon a szaloptika fényforrasait, valamint a higitott spermat bejuttatd katétert. Az
eljarads soran lehetdleg mindkét méhszarv falat atszarva a higitott termékenyitdanyagot a

méhszarvak lumenébe juttatjak (Gergatz, 1998).
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6.2.2.6.Embrioatiiltetés

Az embridatiiltetés hdrom munkafolyamatot foglal magaban, melyek az aldbbiak
embridtermelés, embridgylijtés és birdlat, betiltetés recipiens allatba.

Az embriodonor allatndl hormonkezeléssel szuperovulaciot valtanak ki. Ezen kezelés hatasara
az allat petefészkein egyszerre tobb tiisz6 érik meg. Ezaltal tobb érett petesejt termelddik. Az
in vivo mddszer alkalmazadsa soran a donor allat megtermékenyitése a tiiszOrepedés elott
torténik. Ezt kdvetéen néhany nap varakozasi idé kovetkezik, amikor a fejlddd zigotdk mar
megfeleld érettségi és fejlettségi allapotba keriilnek. Ekkor mar embrionak nevezziik dket.
Kovetkezd 1épéként kimossak oket a petevezetobdl és a méhszarvakbol. Az embriokat az

adott fajnak megfelel6 modszerrel 6sszegytjtik.

Juhembrio kinyerése (embriomosas)

Juh fajnal az embridmosés sordn a petevezetObe egy steril katétert vezetnek a méhszarvba
pedig fecskendd segitségével egy un. PBS (foszfatpuffer oldatot) fecskendeznek. A
petevezetObe vezetett vékony katéter végén iilepitdcsészét helyeznek el, amelybe a
méhszarvak végének bélfogoval torténd lefogasat, majd PBS (foszfatpuffer oldat)
befecskendezését kovetden kimossak az embridkat. Az embriogylijtés (embridmosas)

végezhetd laparoszkdpos, félsebészeti, vagy sebészeti eljarassal.

Embriomosas a mosonmagyarévari Pharmagene-Farm Kft. biotechnikai allomasan
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Az embridgylijtést (embridmosast) megelézden az iilepitd csészéket termosztatba helyezik,
majd ott testhdmérsékletiire melegitik, a szennyezddések elkeriilése végett pedig parafilmmel
fedik. Az embridmosast kdvetden az iilepitd csészéket megjeldlik, parafilmmel fedik, majd

visszahelyezik a termosztatba.

A termosztatos inkubalast kovetéen az embriok egy steril szobaba kerililnek, ahol

mikromanipulatorral felszerelt mikroszkdppal biraljak oket.

Olympus IX71 mverz mikroszkop és Narishige mikromanipuldtorok

Mikromanipulatorral felszerelt mikroszkop

A megfeleld fejlettségi allapota, €p embriokat fagyasvédd oldattal egyiitt elére feliratozott
miszalméba szivjdk fel. Egy miiszalmaba két embri6 keriil. Ezt kdvetden az embriok
mélyhtitését -196°C-os folyékony nitrogénben végzik vitrifikator segitségével. A tarolas

ugyanezen a hdmérsékleten folyékony nitrogénnel t61tott tartdlyokban torténik.
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Juhembridk tarolasara alkalmas 0,25 ml-es miiszalmak és -196°C-on végzett folyékony

nitrogénben torténo tarolasra alkalmas tartalyok

Ezt kovetden az embriobeiiltetés soran az embridkat egy elézetes hormonkezelésen atesett
recipiens anyaallatba tltetik &t a legtobb esetben laparoszkopos eljarassal. Azonban mindez

miitéti, sebészeti eljarassal is lehetséges.

Sertésembrio kinyerése

Setés faj esetében a méhszarv és a petevezetd a juh fajnal alkalmazott elézdekben leirt
modszerrel a sertés anatomiai felépitése miatt nem kivitelezhetd. Ez esetben a katétert a
méhszarv faldn keresztiil juttatjuk 4t annak lumenébe. Ezen a katéteren keresztiil juttatjuk be
az embriomosashoz hasznalt folyadékot, illetve ezen keresztiil torténik az embriok leszivasa

18.

Szarvasmarha embriok kinyerése

Szarvasmarhdk esetében erre a célra egy kettds, vagy harmasfali katétert alkalmaznak,
amelyet a hiivelyen, kiils6 méhszajon, nyakcsatorndn, méhtesten at vezetnek be a
méhszarvakba. A bevezetett katéter végétol 8-12 cm-re 1évo vékony falu gumigytiriibe levegdt
préselnek, ugy hogy a méhtest felé elzarja a méhszarv lumenét, majd ezt kdvetden a
méhszarvakat a katéteren keresztiil bejuttatott specialis folyadékkal atoblitik. A katéter masik

jaratan visszafolyé embriokat tartalmazo folyadékot felfogjak.
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Embridbeiiltetés

Az embridbeiiltetési modszerek sebészeti, vagy félsebészeti modszerekkel juh, kecske, sertés
embriok esetében lehetséges, melynek sordn az embridt katéterrel a hasfalon keresztiil, vagy a
hiively falan keresztiil ejtett nyilason keresztiil a méhszarv falat atszirva annak iiregébe
injektaljak, ezzel kozvetleniil a méhnyalkahartya feliiletére helyezik.

Szarvasmarhdk esetében a mddszer ennél egyszeriibb. Az embridbeiiltetési eljaras soran az
embridt tartalmazo folyadékot egy inszeminald katéter segitségével a méhszarv iiregébe, a
kozvetleniill a nyalkahartya feliiletére helyezik. A fentiekben ismertetett eljards a
szarvasmarha esetében olyan egyszerli, hogy inszeminator, vagy akar maga az allattart6 gazda

is elvégezheti (Gergatz, 1998).

6.3.Biotechnologiai eljarasok

Biotechnologiai eljarasokrol akkor beszélhetiink, ha a sejtszinten elvégzett beavatkozassal
megvaltoztatjak az 6roklésmenetet, és/vagy az orokitdanyag Osszetételét. A sejtszinten végzett
biotechnologiai eljarassal eldallitott, vagy kezelt sejtekbdl egy uj allatot, vagy genetikai

anyagukban modositott sejtpopuléacidt allitanak el €s azt liltetik be mas szervezetekbe.

6.3.1. Makromanipulacios biotechnologiai eljarasok

A sejtcsoportok manipulacidja, példaul az embridmanipulécid esetében is megkiilonboztetiink
sejtmembranon kiviili fizikalis beavatkozasokat, amelyeket makromanipulacios eljarasoknak
neveziink. Ilyen eljarasok az embridfelezés, embriodarabolés, valamint az ezzel a mddszerrel

1étrehozott monozigotikus, identikus ikrek 1étrehozasa, illetve a kiméra eldallités.

6.3.1.1.Embriofelezés, embriodarabolas

Az embriofelezés, vagy embriddarabolds hasonléan zajlik az egypetéjli, momzigotikus,
identikus ikrek természetes uton torténd kifejlddéséhez, amely soran az zona pellucidaval
koriilvett expandalt blasztociszta sejtjei (bardzdalodasi golyoi) osztodasuk soran egyre jobban
felszaporodnak. A felszaporodott sejtek (bardzdalodéasi golydk) egy része az embridt
koriilvevd fényes sejthartyat, az in. zona pellucidat atszakitva kibujik a zona pellucidan kiviili

teriiletre. Ez a folyamat az Gigynevezett hatching, azaz kibujas. Az embri6 ezen fejléddési
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fazisaban el6fordulhat, hogy a zona pellucida repedésén keresztiil kibujt sejtcsoport lehasad €s
abbol egy kiilon él6lény fejlédik ki, amelynek genetikai allomdnya megegyezik a zona
pellucidan beliil marad sejtekbdl kifejlodott éldlényével. Természetes uton igy jonnek 1étre az
ugynevezett egypetéjli, masnéven monozigotikus, identikus ikrek.

Az embriofelezést, embriodaraboldst az embrid expandalodott blasztociszta hatching, azaz
kibujas szakaszaban végzik. Ezen eljards soran a sejtosztodas eredményeképpen kirepedt falu
zona pellucidan kiviilre keriilt sejtcsomot mikrokéssel levalasztjak, majd egy masik erre a
célra eldkészitett ,,iires” zona pelluciddba csomagoljak. A két kiilonvalasztott embridfelet
specidlis erre a célra kifejlesztett folyadékban taroljadk, majd ezt kdvetden recipiens
anyaallatba iiltetik be.

Az embriddarabolds sordn azonban az embriok sériilnek, egyes barazdalédasi golyok
funkcioképtelenné valhatnak, sok el is pusztul koziiliik. gy ezen eljarasrél elmondhatd, hogy
jelentds veszteségekkel jar.

Szarvasmarhdak esetében az embriddarabolas soran mar nemcsak felezést, hanem negyedelést
is végeztek, melynek eredményeképpen négy identikus ikerborju sziiletett, amelybdl egy az

ellést kovetden rovid idon beliil elpusztult. Tovabbi hdrom viszont életben maradt.

6.3.1.2. Kiméra eldallitas

Kiméra allatok eldallitasakor két (akar kiilon fajhoz tartozd) egyed embrionalis sejtjeit
Osszekeverve allitanak elé egy ivadékot, amely mindkét fajta sejtet tartalmazza. A gyakorlati
felhasznalds szempontjabol a legfontosabb az, hogy az ivarsejtek esetében melyik (esetleg
mindkét) egyed genetikai anyaga Orokloédik tovabb. Hazankban juh- és kecskesejtek
keverésével ,, juhkecs ” utddot hoztak 1étre.

Dr. Gergatz Elemér 1986-ban munkatarsaival Mosonmagyarovaron juh- és kecskeembrid
részeket egyesitett, amelyeket recipiens anyajuhba iiltettek be. Az egyik utédbarany mekegett,
¢s bizonyos kiils6 jegyeiben (fej, labak) is kecskére emlékeztetett. A kecske—birka kiméra az
ugynevezett ,,jukecs” fertilis, himivaru allat volt. Két és fél év mulva tiidégyulladasban

pusztult el, utédai juhok lettek.
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,Juhkecs” kiméra embriofelezéssel hoztak létre 1986-ban

6.3.2.Mikromanipulaciés biotechnolégiai eljarasok

Mikromanipulacidés biotechnoldgiai eljarasoknak, azon sejten beliili beavatkozasokat
nevezziik, amelyek megvaltoztatjak az 6roklésmenetet.

A mikromanipulécios eljardsok soran bizonyos anyagokat tavolitanak el a sejt belsejébdl,
illetve idegen anyagokat juttatnak be, amely altal megvaltoztatjuk annak genetikai anyagat és
miukddését. (pl. fehérjeszintézist)

Ilyen eljarasok a klonozas €s a génatiiltetés, amelyek 1ényege az alabbi fejezetek, illetve képek

segitségével kerlil bemutatésra.

6.3.2.1. Klonozas

A klonozas torténete

Csaknem 90 évvel ezel6tt kezdtek el foglalkozni a tuddsok a kldénozéssal. El6szor a német
Hans Spemann hajtott végre sikeres sejtmagatiiltetést 1928-ban - ezért Nobel-dijat is kapott.
De ez a sejt egy kétéltii sejtje volt. Ezek a kisérletek sikeresek is voltak, de az emldsokon
végzett probalkozasok rendre kudarcot vallottak. (HTMLT1)

Elsoként 1986-ban sikeriilt emldst klonozni. Steen Willadsen dan kutat6 Cambridge-ben
juhembridk sejtmagjanak atiiltetésével hozott 1étre Uj egyedet. Az Edinburghi Egyetem
allatkutatdsokra specializalodott Roslin Intézetében az 6 modszerének alkalmazéisaval jott
vilagra 1995-ben Megan ¢és Morag, két embriondlis sejttenyé€szetbdl sejtmagatiiltetéssel
1étrehozott juh.

A kezdeti sikereket kovetéen a Roslin Intézetben folytatott klonozési kisérletsorozat egy

kovetkezo szintre 1épett. lan Wilmut kutatocsoportja egy 26 napos embridobol kinyert sejtek
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magjaval végzett klonozassal folytatta kisérleteit, amelynek sordn szerzett tapasztalatok
segitségével sikeriilt egy kovetkezd szintre 1épniiik és sikeriilt megvalositaniuk a szomatikus

sejtekbdl nyert sejtmagok genetikai anyagaval végzett klonozast (HTML1).

Dolly barany a vilag elsé sikeresen szomatikus sejtek genetikai anyagabdl

sejtmagatiiltetéssel klonozott emlése

Késobb Ian Wilmut és Keith Campbell vezetésével a legszigorubb titoktartas mellett folytatott

kutatasok 1996-ban hoztak attorést. Julius 5-én megsziiletett az els6 felndtt egyed testi

sejtjebdl sejtmagatiiltetéssel 1étrehozott, genetikailag azonos utod, Dolly barany, azonban a

hirt csak késébb, 1997. februar 22-én hoztak nyilvanossagra (HTMLI).

Forras: Science Photo Library/Mopic Forras: Colin McPherson / AFP

(Forras:https://mno.hu/tudomany/husz-eve-ismertuk-meg-dolly-t-a-klonozot baranyt1387406)

Dolly klonozasa

Ahhoz, hogy Dollyt megalkossak, harom anyajuhra volt sziikség. A klonozni kivant, finn
dorset fajtaji ndstény hazi juh emlOmirigyébdl kivett sejt magjat egy masik ndstény
sejtmagjatol megfosztott, nem megtermékenyitett, de érett petesejtjébe juttattdk. A petesejtet
egy skot blackface juhtdl vették, hogy a laikusok szamara is szemmel lathato legyen majd a
klonozds eredménye. A petesejt természetes megtermékenyitésekor megfigyelhetd

energiavaltozast elektromos aramlokéssel szimulaltdk. Az osztodasnak indult petesejtbdl
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fejlodott embridt egy harmadik anyajuh méhébe {iltették be, amely kihordta a vemhességet

(HTML1).

Dolly élete és utodai

Dollyt egy anyajuh tédgyének sejtjeibdl vett sejtmag felhasznéaldsaval allitottdk el a skociai
Roslin Intézetben. Ian Willmuth és munkatarsai e testi sejt (a tégy egyik sejtje) genetikai
anyagat egy Kkiliresitett petesejtbe juttattdk (nukledris transzfer, azaz ,,maganyag-atviteli”
technoldgia), s ebbdl indult fejlodésnek az embrid. A sikeres embriot 276 cs6dét mondott
tarsa eldzte meg, am igy is Oriasi lépést jelentett a biotechnoldgidban. Dolly sziiletését

kovetden az egész €letét a Roslin Intézetben toltotte (HTML1).

Dolly a Roslin Intézetben Ian Wilmuttal
(Forras: https://index.hu/tudomany/2016/07/05/dolly_birka_klon/)

1998 ¢és 2001 kozott hat utédot hozott a vilagra, 1998 aprilisdban Bonnie-t, utdna ikreket,
majd harmas ikreket ellett (HTML1).

Egészségi allapota

2003 februarjdban Dollyt elaltattdk, hogy megszabaditsdk azoktol a szenvedésektol,
amelyeket egy eldrehaladott, birkdknal gyakori tiidébetegség okozott nala, mindemellett
iziileti gyulladasban is szenvedett. Dolly 6sszesen 6,5 évet ¢lt (HTMLI).
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Dolly a mizeumban

Dolly testét tartositottdk, majd a Roslin Intézet atadta a Skot Nemzeti Muzeumnak. A
klénozasban mérfoldkovet jelentd allat igy Orizték meg a jovo generacidi szamara.

Dolly egyik ,,elédje”, egy Morag nevii, 2000-ben elpusztult birka mellett kapott helyet.
Moragot embrionalis sejtbdl klonoztadk — ugyancsak a Roslin Intézetben -, s az itt hasznalt

technikdk nyitottdk meg az utat a felnott testi sejtbdl torténd klonozas felé (HTML1).

A kitomott Dolly
Forras: https://hu.wikipedia.org/wiki/Dolly (birka)

A klonozas modszerei

A klénozas legegyszerlibb modja a korai stddiumban 1évé embriok darabolasa, embriofelezés
amellyel tulajdonképpen genetikailag tokéletesen megegyezd, monozigotikus identikus
ikreket, valodi klonokat hozunk 1étre. Gergatz (1998) szerint a valodi klon alatt ugyanis az

egyetlen sejtbdl, a megtermékenyitett petesejtbol 1étrehozott allatok csoportjat értjiik.

A klonozés ennél fejlettebb modszere a kimérikus klénozas, amelynek soran létrehozott
embriddarabok blasztomerjeit fiatalabb embridkba iiltetését végzik. Ezen eljaras
kovetkeztében az idésebb embridodarab barazdalodasi golydi fejlédnek tovabb. A fiatalabb
embrid sejtjeibél csupan magzatburkok fejloddnek ki. ezzel a moddszerrel sikeriilt o6t

baranyklont 1étrehozni.

Az ennél fejlettebb klonozasi technikak a sejtmagatiiltetéses klonozasi technologiak, melynek
soran kétféle sejtbdl lehetséges klonok 1étrehozéasa. Az egyszeriibb modszer szerint 8-16 sejtes

embridbarazdalddasi golyoit, a fejlettebb modszer szerint pedig szomatikus testi sejtek
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sejtmagjat iltetik 4t sejtmagjatdol megfosztott érett petesejtek citoplazmajaba. A betiltetési
eljarast megel6zden a petesejtek citoplazméjat enzimekkel kezelik annak érdekében, hogy a
sejtmag citoplazma fuzidja végbemehessen. A mikromanipuldcion atesett petesejtek
sejtosztodasat és fejlodését az oOrokitd anyagot tartalmazd sejtmag atiiltetését kovetden
elektromos impulzussal inditjdk be. Ezt kovetden tapoldatban tenyésztik (amelynek soran
végbemennek a sejtosztodasi €és érési folyamatok), majd a kész embridkat vemhességet

kihord6 recipiens anyaallatokba iiltetik be.

— & e
1 \i o r
g S
Pa‘!esiiimnmi Seil done
&) T
=
@a.imﬂbﬂhiﬂl

Tnekedits :-.“-,/ Saltnjerdolc

L=

|
b
I H\A 3
I ]
Fiid &5 aldivacia
| Embio betstes
i . j’/‘ —
LR ek £
N P |
Kionozott uted Recipiens anya

Sejtmagatiiltetéssel végzett klonozas sematikus abraja

Forras: Polgar, 2012

Magyarorszagon végzett klonozasi kisérletek

Gazdasagi allatokkal végzett klonozasi kisérletek Magyarorszagon

Magyarorszagon is végeztek gazdasagi allatok klonozasat célzo kutatasokat. Az elsé ilyen
kutatdst Magyarorszagon 1983-ban a mosonmagyardvari agrartudomanyi egyetem
biotechnikai alloméason végezték. A kutatocsoportban résztvevd tovabbi intézmények a
budapesti, valamint a bécsi allatorvostudomanyi egyetemek. A kisérletsorozat eredményeként
embriodfelezéssel 1étrehozott monozigotikus, identikus ikerbardnyok sziilettek, amelyek
egymas tokéletes klonjai voltak. 1992-1994 kozott szamos sejtmaggal és karioplaszttal

végzett klonozasi kisérletet végeztek a mosonmagyardvari biotechnologiai allomason. A
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kisérletsorozat egyik legfontosabb eredményeként 1993 marciusaban sziiletett meg az elsé 8-
16 sejtes embriobol kinyert embriondlis sejtek maganyagaval végzett klonozas

eredményeként létrehozott klonozott barany.

Kisérleti allatokkal végzett klonozasi kisérletek Magyarorszagon

Hazankban elséként sikerrel allitott eld testi sejtbdl klonozott allatot egy godolldi
kutatdcsoport. A kutatadsok sordn a petesejt magjat egy masik egyed petesejtje koriil talalhato,
ugynevezett kumulusz sejtjbdl szarmazoé sejtmaggal helyettesitve ) egér sziiletett. A Dinnyés
Andras altal vezetett kutatocsoport az elso testi sejtekbdl eldallitott klonozott egeret Klonilla
névre keresztelte. Az egér 2006. november 6-4n latta meg a napvilagot. O volt az elsd
hazéankban klonozés Gtjan fogant és ¢letben maradt allat (MTIL, 2006).

Ez az eredmény a professzor elmondasa szerint fontos 1€pés a mesterséges ton, sorozatban
"gyarthatd" transzgenikus egerek, nyulak ¢és mas Aallatfajok eldallitasa technologiai
rendszerének kimunkalasara, amely nagy segitségiil szolgdlhat az orvostudomanynak a
kiilonféle betegségek gyogyitdsa érdekében végzett kutatomunkdhoz. A kisérleti alanyként
felhasznalt klonozott allatok sokasagandl egy-egy gén célzott megvaltoztatasaval a kutatok
kozelebb keriilhetnek a kiilonféle betegségeket kivaltdo genetikai okok jobb megértéséhez -
mutatott r4 Dinnyés Andras. A gddolléi intézet kutatocsoportja tervbe vette, hogy 2008-ig
klénozott nyulat is eldallit. A tovabbiakban esetleg patkany, sertés, vagy szarvasmarha
klonozésara is kiterjed majd a tudomanyos munka, és a klonozas a veszélyeztetett fajok

megmentésében is szerepet jatszhat (MTI, 2006).

Forras: www.index.hu
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Forras: www.index.hu

6.3.2.2. Génatiiltetés

A génatiiltetési technika nagyon sokféle, gyors valtozason megy at. Eredményes
alkalmazasadhoz alapvetden sziikséges a kivant gén azonositasa, identifikalasa, klénozasa. A
gének valamilyen alkalmas vektorhoz (vivéanyaghoz) kapcsolasa igy, hogy a gén a sejtbe
bejuthasson, illetve, hogy bevihetd legyen. Ehhez megfeleld beviteli modszert kell taldlni,
majd ezt kovetden biztositani a gén beépiilését a kromoszomaba. A beépiilésen tul a kivant
hatds a gén mikodése is elengedhetetleniil sziikséges. A gének beviteléhez alkalmazhatoak
olyan kiilonb6z6 vektorok, mint példaul virusok, bakteriofagok, amelyek bejuttatjak a gént az
adott sejtbe. A késdbbiekben a génbevitelhez plazmid vektorokat alkalmaztak. A génbeviteli
technologidk koziil a mikroinjektalasos technika bizonyult a legalkalmasabbnak. Ezzel a
modszerrel lehetdség szerint a zigdta egyik eldmagjaba kell bevinni a gént. A génbeliltetés
sikeressége tobbféle modszerrel ellendrizhetd. Egyik ilyen modszer, hogy a bevinni kivant
génre ugynevezett jelzégént épitenek, amely példaul egyszerli szinreakcidovak kimutatja az
atiiltetni kivant gén beépiilését.

A génbeiiltetés sikeressége az ugynevezett PCR-al is ellendrizhetd, azonban az igy kapott
pozitiv eredmény még nem jelenti azt, hogy a bevitt gén funkcional is. A génbevitellel elérni

kivant hatés kivaltasa szolgalhat ennek bizonyitékaul.
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Génatiiltetést embridba, vagy akar testi sejtbe is végezhetiink. Az eldbbi eljaras szerepe, hogy
az igy létrehozott sziiletendd utdd, valamely kedvezd tulajdonsaggal rendelkezzen, utdbbi

eljarasnak pedig példaul a génterdpiaban van szerepe.

Génatiiltetési kisérletek

A skociai Roslin Intézetben 1997 nyaran létrehoztak egy Polly névre hallgatd transzgénikus
baranyt, amelynél az emberi IX. véralvadasi faktor génje miikodik, s tejébe is ezt a fehérjét
valasztja ki. A génatiiltetés és a klonozéds segitségével tehat szamos human betegség

kezelésére alkalmas gyodgyszert lehet az eddiginél joval olcsobban eldallitani. (Gergatz, 2003)

6.3.2.3. Géntérképezés

Az éllatok és az ember géntérképének elkészitése e szdzad genetikai kutatasai kozo alapvetd
jelentdségti.

Miért van sziikség géntérképekre?

e A kromoszémak megismerése utan a kutatok egyszeriien tudni akartak, hogy az egyes
tulajdonsagokat kodold gének melyik kromoszoman és hol helyezkednek el.

e E modszer segitségével szeretnék megbecsiilni a genetikai tavolsagot a fajok ¢€s fajtak
kozott.

e Vannak olyan jelzdgének, amelyek fontos mennyiségi tulajdonsagokat kodold
génekhez kotottek. Ezek megismerése, majd jelentése alapjan bizonyos szelekciot
lehet végezni, a géntérképezés adataira egzakt tenyésztési programot lehet felépiteni.

o Fel akarjak ismerni a genetikai defektusokért felelds géneket ugyanugy, mint pl.
virusos betegségek elleni Un. rezisztenciagéneket.

e Meg akarjak oldani a géntérképen alapuld klonozast. (Gergatz, 1998)

6.4. A termelés biotechnologiaja
A gazdasagi allatok nemesitését szolgald modszerek fejlodésével az 10) biotechnologiai
eljarasok ,,forradalmi” lehetdségeket nyitnak meg a tenyésztok szamara, lehetové téve a

termék-eldallitas hatékonysaganak tovabbi fokozasat. A jovo allattenyésztdi szamara
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meghatdroz6 a modszerek Iényegének megértéséhez sziikséges biotechnoldgiai és molekularis
biologiai alapismeretek elsajatitasa (Szabd és mtsai., 2004).

A mezdgazdasagi, ezen beliil az allattenyésztési biotechnoldgiai modszerek vilagszerte
nagyon gyors iitemben fejlddnek, a gyakorlati felhasznalasban azonban a transzgenikus
haszonallatok termékei még csak nagyon kis szdmban vannak jelen. Véralvadasi faktort és
mas orvosi fehérjéket mar termelnek tejben, de a szabalyozasok szigorusaga és a technikai
nehézségek lassitjak a tovabbi eldrelépést és a reprodukcio teriiletén, illetve a taplalkozasi
lancban val6 felhaszndldsokat. A forradalmian ) modszerek elterjedése a XXI. szdzadban
mar nem csak gazdasagi kérdés. A kozvélemény és a média a torvényalkotokra gyakran a
gazdasagi lobbiknal is erdsebb nyomast gyakorol. A biotechnoldgia tarsadalmi fogadtatasa
vegyes. Mikozben a kozvélemény jelentOs része aggddik a Fold talnépesedése, a genetikai
betegségek terjedése ¢€s a kornyezetszennyezés miatt, ugyanezen emberek félelemmel
tekintenek a ,nem természetes” moddon eldallitott novények, allatok, élelmiszerek
megjelenésére, az 01 terapids modszerekre, és gyakran a kornyezetszennyezést is csokkentd uj
technologidkra (Szabo és mtsai., 2004).

A biotechnologiai modszerek gyakorlatba torténd fokozatos, atgondolt €s biztonsagos
bevezetése jogos igény (amely szdmos ,hagyomanyos” tenyésztési moddszer esetében is
hasznos lett volna). Més ellenérvek, gyakran a kozvélemény és média hidnyos ismereteit
kihasznalva, az 1) moddszereket kovetni nem tudo, és igy leszakadasra karhoztatott
érdekcsoportoktol szdrmaznak, a valtozasok elodazasat remélve. Hosszl tdvon azonban nem
kétséges, hogy a mddszerek tobbsége gyakorlati jelentdségli lesz,mivel csak igy érhetd el a
termelést magas szinten biztositd, egyben kornyezeti terhelést csokkentd, a maindl joval tobb

ember ellatasat biztositd, fenntarthaté mezégazdasagi rendszer (Szabo €és mtsai., 2004).

6.4.1. A szaporodoképességet befolyasolo nagyhatasu gének

Zoldag (2008) szerint az emlds haziallatokban feltart fontosabb genetikai hattér szaporasagi
gének és ezek markerei. A loban, els6sorban egyes telivér kancavonalakban 6roklédik az
ikererellés. A lo6tenyésztésben azonban ez nem kivénatos, koéros jellegnek mindsiil. A
szarvasmarha ikerellése a husmarha eléallitasban gazdasagilag hatékony értékmérd lehet. Az
ovulécios ratara végzett szelekcid ezért eredményes, és a modszerrel az dllomanyok ikerellési

gyakorisaga akar 35%-ra is novelhetd. Szarvasmarhéaban, tobb kromoszoman is (BTA1,
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BTAS, BTA7, BTA9, BTA10, BTA11, BTA12, BTA15, BTA19, BTA23), génmiikodéseket

(IGF1 lokusz polimorf alléljei) és mikroszatellitakat lokalizéltak az ikerovulacioval és a
szaporasaggal kapcsolatban. Juhokban az iker és a tobbes ellésekért autoszomalis (6-os
kromoszoéman) és X-hez kotott oroklédésti nagyhatasu polimorf génmutdciok (BMPIS,
BMPR-1B) a feleldsek. A szaporasagi géneket eredményesen alkalmazzdk az 0j szapora
juhtipusok és fajtdk eldallitasdban. Sertésben az alomszam sokgénes mennyiségi jelleg,
amelyre a gyenge Oroklodhetdség miatt a szelekcid csak kis hatékonysaggal miikodik. A
sertés szamos kromoszomajan a nagyobb alomszdmmal Osszefliggésben tobb DNS-markert
(SSC4, SSC8, SSC13, SSC15) és nagyhatasti szaporasagi gént (0sztrogén-ESR, prolaktin-
PRLR, GnRHR receptor, eritropoetinlokuszokat, SSC1, SSC16) mutattak ki (Zéldag, 2008).
Zoldag (2008) szerint X-kromoszomahoz kotdtt szaporasagi gének (FecX, BMP15, vagy
GDF9B, growth differentiation factor). Szapora romney juhfajtdtol szarmazd inverdale
allomanyban (Fec®) figyeltek fel el8szor a kiilonleges szaporasagra, ahol a heterozigotak
szaporak (mintegy 0,6-tal tobb barany), a homozigotak a tiiszéfejlodés teljes blokkolasaval,
negativ dézishatds miatt terméketlenek és ovaridlis medddek (10, 18). Mas ir és 0j-zélandi
juhfajtak (ir belclare és galway, 0j-zealandi inverdale, romney ¢és hanna) szaporasaganak és
ikerellési hajlaméanak vizsgalatakor kideriilt, hogy az X-hez kotott BMP15 génnek a Fec®
mellett, tovabbi alternativ mutdnsai (FecX®, FecX®, FecX! allélek) is léteznek, amelyek
hasonlé6 modon fejtik ki hatdsukat. A BMP15-6s génre kezdetben 80-90%-ban megbizhato
markerteszteket, majd 100%-os pontossagu kozvetlen DNS-teszteket dolgoztak ki. A mutans
allélek kombinacioi alapjan a , kettds heterozigotak™ is meddéek. A BMP15-6s és a BMPR-158
génkombinacioju, két eltérd génhelyen valddi kettds heterozigota anyajuhok viszont nagyon
jO szaporasagot, négy folotti ovulacidés szamot mutatnak (Davis, 2005, Hanrahan és mtsai.,

2004, Zldag, 2008).

6.4.2. Histermelést befolyasolé nagyhatasi gének juh és szarvasmarha fajban

A callipyge gén (CLPG)

1983-ban egy farmon az Amerikai Egyesiilt Allamok Oklahoma allamaban sziiletett egy
rendkiviili izmoltsagot mutatdé dorset fajtaji kosbarany. Az izom hipertrofia kiilondsen a
farizmok esetén volt szembetind, de kisebb mértékben a hatizmokban is. Amikor a kossal

normalis izomzati anyajuhokat termékenyitettek, az izomhipertrofia szamos ivadékban
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kimutathaté volt. Késébb igazoltdk ebben egyetlen autoszomalis gén szerepét. Az
izomhipertrofia kialakitdsdban szerepet jatszo gén elnevezése callipyge (calli = (csoda)szép,
pyge = far), jelolése CLPG. A gén két allélja a CLPG (mutans) és a clpg (normalis). (Szabd és
mtsai., 2004)

COCKETT ¢és mtsai. (1994) a CLPG gént a juh 18. kromoszoéma telometrids szakaszara (a
termindlis régidhoz kozel) lokalizaltdk a szarvasmarha 21. kromoszomdjan taldlhato
mikroszatellitek segitségével.

COCKETT ¢és mtsai. (1996) a CLPG gén 6roklédését tovabb vizsgalva juh és szarvasmarha

mikroszatellitek felhasznalasaval négy genotipus, illetve két fenotipus 1étezését igazoltak:

genotipus fenotipus
CLPGP/clpgM (CN) callipyge
CLPGP/CLPGM (CCO) normalis
clpgP/clpgM (NN)
clpgP/CLPGM (NC)

P = apai allél, M = anyai allél,

C = mutans allél, N = normalis allél

(Cockett és mtsai., 1996)
Az anyai (M) mutéans allél (CLPGM) inaktiv, jelenlétében az apai mutans allél (CLPGP) is
inaktivalodik. Ez a jelenség a polaris overdominancia. (Cockett és mtsai., 1996)
A feltételezett CLPG gén eddig nem keriilt azonositasra, igy 1. tipusu marker sem all
rendelkezésre a konnyli és gyors in vitro diagnosztizalds céljara (génteszt), ami a gén
tenyésztési felhasznalasat megkonnyitené. A 18. kromoszéman a CLPG gén feltételezett
mikroszatellitet lokalizaltak. (Szab6 és mtsai., 2004)
Legujabban, az eddigi eredményeket is felhasznalva, LIEN és mtsai. (1999) publikaltak a juh
18. kromoszéma érintett teriiletének kapcsoltsagi térképét, amely magaba foglalja a CLPG
gént is. A bemutatott kapcsoltsagi térkép birtokdban a CLPG génhordoz6 juhok
azonosithatok, de nem 100%-os pontossdggal. Tovabbi, a CLPG génhez kdozelebbi
markerekre van sziikség a lokusz pontos lokalizalasdhoz ¢és a PCRRFLP génteszt

kidolgozasahoz. (Szabo és mtsai., 2004)
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A 18. juhkromoszoma callipyge szakaszanak kapcsoltsagi térképe. A térképen hat

mikroszatellit 10kusz lathaté (LIEN és mtsai. nyoman, 1998)

A far és a hossz hatizom hipertrofiaja eredményeként a callipyge fenotipussal rendelkezd
juhok hustermelési mutatdi Iényegesen jobbak, mint normalis tarsaiké. Callipyge fenotipusu
baranyok vagott testében a combizmok mennyisége atlagosan mintegy 15%-kal, a karaj és
lapocka mennyisége pedig mintegy 5, illetve 3%-kal nagyobb. A vagott felek zsirtartalma kb.
4 sz4zalékkal kisebb. A vagasi hozam atlagosan 5%-kal jobb. (Szab6 és mtsai., 2004)
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6.4.3. Tejtermelést befolyasolo nagyhatasu gének juh fajban

Tejtermeldképesség Lokalizacio, hatds DNS

QTL-ek kilénb6zd kromoszoman térkepezve, NINCS

TEJMENNYISEG kutatasi stadium

TEJFEHERJE
GENEK
Kappa-kazein 3 k‘L‘ifIt‘Jni}QZé pontmuté?ié, egyik sem bgfolyésolja a
ehérjeszerkezetet; alacsony a mutansok
gyakorisaga, nem egyertelm(i hatas
Van
5allél (A, B, C.D, E)
- a D allél negativ hatassal van a tejfehérje, tejzsir
tartalomra, és sajtkihozatalra) — hazankban
nagyon ritka az eléfordulasa, csak merindban
talaltak D allélt
CC genotipusuak esetén nagyobb a tej kazein Van
tartalma

asl-kazein

i 3 allel (A, B, C), nincsenek egyértelmdi
as2-kazein eredmények a tejiermelésre, tejbeltartalomra
vonatkozéan Van

- 3 allélja ismert (A, B, C); a C allél gyakorisaga
[-kazein nagyon kicsi i
- hatasa a tejhozamra, tej0sszetetelre és
sajtgyartasra nem egyértelmii

(Forréas: www.coursehero.hu)
Tejtermelést befolyasolo nagyhatasa gének juh fajban

Tejtermeloképess Lokalizacio, hatas DNS
eg teszt

a-laktalbumin o 5 =
- a 3-as kromoszoman talalhato, ket

allélja ismert (A, B) Van

3 allelja ismert (A, B, C); a C allel
gyakorisaga nagyon kicsi

- hatasa a tejhozamra, tejosszetételre
€s sajtgyartasra nem egyértelmd

B-laktoglobulin gén

Van

(Forréas: www.coursehero.hu)
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