Fajhibridek — a keresztezés révén nagyobb genetikai valtozatossag

sites.google.com/site/rareanimalspage/zebroids -
> Egyma,shoz,kozel aI,Io faJo,k kepesgk Grizzly + jegesmedve hibrid
Iehetnek’eletkepes utédot Ietrehoznll. By Corradox - Own work, CC BY-SA 3.0,
» Az utdd rendelkezhet sziileihez képest https://commons.wikimedia.org/w/index.ph

elényos tulajdonsagokkal (pl. a 16 8szvér szivésabb, p?curid=63796271

ellenallobb a betegségekkel szemben és tovabb él).

- - »

» Viszont a hibridek sokszor
nem szaporododképesek a
szul6kétdl eltér6 kromoszéma
szam miatt. (A kromoszéma szam

jellemz6 egy adott fajra.) 8 L6” 6szvér




N6vényi hibridek

a keresztezes réven nagyobb genetikai valtozatossag

Kiralybuza [2]

Varga Frigyes kutato —
nemesité nevéhez flizédik a
kifejlesztése

» kiralybuza — a kozonsées buza és a tonkolybuza
mesterségesen |étrehozott fajhibridje

» A legnagyobb szemU, tomeg( és s(irliség(
buzafaj [1].

» kedvez6 tulajdonsagok a nagyobb genetikai
valtozatossag révén =» heterdzis

» Heterdzis: bizonyos sziil6i tulajdonsagok
hatvanyozott mértékd megjelenése az utdodokban.

Minél kilonboz6bbek voltak egymastdl a szlilok egy adott
hataron - a szaporithatdsag hataran — beldl,

annal hatvanyozottabban er6so6dnek fel a szul6i
tulajdonsagok.

A keresztezéssel torténd hibrid létrehozas hosszadalmas munka, mert meg

kell varni, ameddig felnbnek az utodok, és ivaréretté valnak.
(A kirdlybuza 30 éves fejlesztés eredménye.)

[1] https://hu.wikipedia.org/wiki/Kir%eC3%Allyb%C3%BAza

[2] Készitette: Godlikezaza - A feltolté sajat munkaja, CC BY-SA 4.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=50452122



Protoplaszt fuzid (szomatikus fuzio)
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Az ivaros szaporodast “kikerul6” génmaddositas, el6sorban novényeken alkalmazhato
Két testi sejt (nem ivarsejt!) mesterséges egyesitését jelenti
Célja a faj vagy fajta genetikai megvaltoztatasa,
szamunkra el6ny06s tulajdonsagok |étrehozasa érdekében. = heterodzis létrehozasa
Miért van |étjogosultsaga a hagyomanyos novénynemesités (ivaros szaporitas)
mellett?
l‘
1. Leroviditi az idejét. o
2. Konnyebben atléphetbk a fajok kozotti =
korlatok. e N
3. Avegetativan szaporitott novények L R -
(pl. krumpli) génallomanyanak frissitésére - 'f A ‘
is lehet8séget nyujt. f; oo 4 £
4 a0 3
Mit jelent a protoplaszt kifejezes?
Mi jellemzé egy protoplaszt allapotu sejtre? v
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Protoplaszt fuzio

>

Protoplaszt: Sejtfalatdél megfosztott, kivulrdl
csak sejtmembrannal boritott sejt.
Mestersegesen hozzuk letre a sejtfal »g\
eltavolitasaval. b % _
Elveszti az alakjat, gombolyd citoplazma Mel ™ f~\
cseppeé valik. (A fellleti feszlltség gémb “- . PN
alakdra rantja 0ssze.) A ‘“f
Nagyon sérilékeny, érzékeny a: m

— mechanikai hatasokra (kevereés, razas,

pipettazas) .

— 0zmozis nyomasra (csak tomeny | ~

cukoroldatokban tarthato) £EN -
Sejtfal, sejtembran, ozmaozis...
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Sejtmembran (sejthartya)

Kiilsé oldal \ o
o ! .|[| 0—CH
*
Wy B+ i
L) III/MM I n|’.1|r H.C —0 H
Kty o

V4 ‘ D-

Belso oldal iinid molekul «
zsirszer( anyagok = lipidek (sarga) molekula szerkezete

Membranfeherjek (lila) (/ ‘
felszini cukor egysegek (kék) /,,-,,-,/——% ) |

Apolaris lanc és polaris ,fej”
Membran nélkll a sejt elpusztul
mert ,egyensulyba kerul” a kornyezetével.
A membran tehat egy hatarolo felllet.

A sejtfal a sejtmembranon kivul elhelyezkedd tobblet hatarolo felulet.
5

Hosszu apolaris szénlanc
Ro6vid polaris csoport
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kiilso oldal

membran [TITRTTT /1T UWW" . -
' ' TRogionins sejtfal
S eJ tf al N ~ Peptidoglycan -~
membran Ll L cyroplasmic membran

belso oldal |

' Lipopolysaccharides (/(\ Porin ) Protein
)

Gram-negativ (balra) és gram-pozitiv (jobbra) baktériumok sejtfala

> A sejtfal a sejtmembranon kivil elhelyezkedd tobblet hatarold felllet.

> Felépllhet pl. szén-hidrat polimerekbdél vagy cukor-aminosav
oriasmolekulakbal.

» Novényeknek, gombaknak, a legtobb baktériumnak, algaknak van...

» De az allatoknak és allati egysejtiieknek (protista-k) nincsen sejtfaluk.

» Szilardit, mechanikai védelmet ad, durva szlréként mikodik,

» Veéd az ozmotikus stressz ellen.=» sejt+sejtfal ~ ,nyomastarté edény”
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a folyamat eldtt a folyamat utan

Az ozm()zis

Fia Paa Fib Fan
T
AH
= i, % |
Na*® S Na* H‘,JO E
4 -
(& Cl ‘-"’CD(_
Na+ l.!:" ’ » féligateresztd hargya #®  oldatary ag
> ! | T © Hans Hillewaert, osmosis,
e & o & Q wikipedia.org
or or H,0 | Pozmoézis = p*g*AH
Na' Na*

Negyzet: feligatereszto hartya

(pl. sejthartya)
© Dr. Bader Imre, ozmoazis,
wikipedia. hu

» Az oldoszer (itt a viz) atjut a sejthartyan

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

» kulonbség) kiegyenlitbdésére.

» Ozmaozis nyomas fogalma
#m
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“Milyen sejtekbdl lehet protoplasztot csinalni?
Sejtfal

SRR R A sejtfaluktol megfosztott
T N5 eitoplazmd < - &y, sejtek gémb alakuak, mert a
: ’# plazma S D feliileti fesziiltség

’ dsszehuzza bket.

Sejtmag @W N

*
L e -

C Q@IS Kloroplasztisgfes 2 ey
DNS RS —

Mitokondriun} > Mindenféle sejtbél (baktérium, élesztd,

DNS novény) lehet protoplasztot csinalni, de a
* O . tipikus alkalmazasa a névények genetikai
1. ibra. A ndvényi seit (A) és az abbsl iroldlt protoplaszt {B) vaz ma nipu Iarcio’ja

tekintette! az Grbkito- (genetikai) anyag lokauzdlasira

» Ennek az az oka, hogy a novényi sejtekre jellemz6 a totipotencia, vagyis
egyetlen novényi sejtbdl lehetbség van egy egész novényt regeneralni.

» Megj.: allati sejtekbSl nem sziikséges protoplasztot csinalni, mert az allati

sejteknek nincs vagy csak alig van sejtfaluk.
» Masrészt az allati sejtek nem totipotensek, beldliik jelenlegi tuddsunk szerint

nem regeneralhato egy teljes, €16 allat.




A protoplaszt el6allitas (izolalas) 1épései

Sejtfal lebontasa:

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

2. Steril kértilmenyek biztositasa:
Steril edények, taptalaj (a mikrobak ellen antibiotikum)
Manipulacio steril leveg6jl térben

3. A sejtfal leemésztese megfelelé enzimekkel.
pl. cellulaz — a cellulozt bontd enzim
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A protoplaszt el6allitas (izolalas) 1épései

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

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

egy keveset.

10
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Protoplaszt eloallitas

Centrifugalas: BABCOCK-CSOBEN, ,felfugalas”

A protoplasztok slrisége kisebb, mint a cukor oldaté, ezért
feljonnek felszinre. A ndvényi maradek pedig lellepszik.

| @ TR (b)
at start M after low-speed
centrifugation

/

<= constriction ;hrf:‘o:é"sfs"f
suspension cf
prctoplasts in almost clear
sucrose soluticn < suspension
just filled to the fluid
mid peint of

the constriction

\'L———-— debris
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A protoplasztok tenyésztése

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

A sikeres tenyesztéshez kellenek =»
Szenhidratok:

— bonthato cukrok — tapanyag (glikéz, szacharoz, maltoz v. ezek
keveréke) 1-2%

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

Modszer: mikroszkop alatt, targylemezen, néhany cseppnyi
folyadekban

12
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Hogyan vehetlnk ra két testi sejtet, hogy egyesuljenek?
Protoplaszt fuzios mddszerek

> Elektromos és/vagy vegyszeres technikak allnak rendelkezésre. Py W
» Mikroszkop alatt, specialis targylemezen, folyadékban végzik. 1 1?;77”;);,
» A sejtmembran felépitése az egymastol tavol allo fajokban is v, M "
alapvet6en azonos. Ha megzavarjuk a lipid molekulak egymassal " t!ff,/

kialakitott kolcsbnhatasait, azok ravehetdk, hogy egymassal egyesiiljenek.
» Megj.: ha egymasnak fujunk két szappanbuborékot, azok idénként 6ssze-
olvadnak egyetlen nagy buborékka.




De mi lesz a hibrid sejttel a fuziot kovetéen?

» A protoplaszt fuzié soran két protoplaszt beltartalma egyesil, fuzional.

» Eukariotdk esetében a hibridnek két kilonb6z6 sejtmagja lesz (heterokarion), és

tartalmazza mindkét fél szintestjeit és mitokondriumait is (amelyek szintén
tartalmaznak DNS-t).

» Egyid6 utdn a protoplaszton belil a sejtmagok is talalkozhatnak és fuzionalhatnak.
» A fuzié utan a hibrid sejt a kovetkez6 osztédasok sordn a folos szamu kromoszémak

nagy részét elveszti, és valamelyik szul6 félhez valik hasonldova, csak néhany Uj
gén/tulajdonsag stabilizalodik.

» Ez a génmanipulacidés mddszer sem célzott, iranyitott, a létrejové utddok
tulajdonsagai véletlenszerlen alakulnak ki.

» Emiatt mesterséges szelekcidval kell az

életképesnek bizonyuldé hibrid
génallomanyu sejtek kozil a szamunkra igéretes tulajdonsagokkal redelkezbket
kivalasztani.

Heterokarion: (atmenetileg) egynél tdbb sejtmagot tartalmazo sejt
—y V.
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NOveéenyek regeneralasa protoplasztbol

Mai tudasunk szerint az allati sejtek nem totipotensek, igy allatot nem
tudunk “regeneralni” (klonozni) protoplasztbal.

Az novényi sejtek kulonleges tulajdonsaga a totipotencia =
egyetlen sejtb6l regeneralhatd a teljes ndoveny, ami azutan
kitltethetd, szaporithatd. -

Egy megvaltoztatott tulajdonsagu sejtbdl teljes, életképes névényt
fejleszthetiink, amelynek minden sejtje hordozza az U] géneket.
Az ivarsejtek is, azaz a valtozas oroklodik.

A megfelel6 novényi hormonok megfelelé idében torténd
adagolasanak segitségevel tudjuk a totipotens sejteket a

szoveti differencialddas (szbvette fejlodés) iranyaba terelni.

15
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Protoplaszt tenyésztés, névény regeneralas

A regeneralas elsd lepése a sejtfal Ujraképzese.

A falszintézis a protoplaszt létrejottének pillanatatdl megindul. Ezt a
természetes folyamatot meg lehet gyorsitani, egyrészt
hormonalisan, masrészt a kbzeg ozmozisnyomasanak fokozatos
csOkkentésével.

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

A regeneralddo sejtek el6bb sejtcsomodkat képeznek (szuszpenzios
tenyeszet), majd kalluszt (nem differencialédott névényi sejtek egyltttese)
képeznek.

A megfelelé ndvényi hormonokkal valo kezelés necsak a sejtfal szintézisét
segiti eld, hanem a totiptens sejtek megfeleld iranyba torténd szoveti

elkotelez6déset is elbseqiti.

A megfeleld ndvényi hormonal kezelt kallusz tenyészetbdl aztan teljes
novényt lehet regeneralni.

16
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A protoplasztbol torténd névenyregeneralas lépései
sematikusan

proteplasts high csmetic buffering
containing auxin and
l cytokinin to promote
Utxvi sien

cell wall formation

l

cell divisien
recuce osmatic buffering
l gracuztiy by Cecreasing
manmiel centent ‘
rapidly dividing
cell colony

Az elsé protoplasztbol regeneralt néveny a dohany volt
(Takabe 1971).

17
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Termékeny buzanovények felnevelese
protoplasztokbol

A: protoplaszt
eredetu
tobbsejtes kolonia

B: mikrokoloniak
kialakulasa aga-
rozba agyazott
sejtekbdl

C. kallusz tenyé-
szet

D: protoplaszt
eredetl
termeékeny
_buzandveny

S




A keresztezés es protoplaszt fuzid 6sszehasonlitasa

Keresztezés: ket kulonb6zé tulajdonsagu egyed génallomanyanak
egyesitése ivaros szaporitassal. Régi nemesitési modszer — kulcsszerepe
(volt) az uj fajtak elballitasaban

Fajon bellli fajtak keresztezese: néhany tulajdonsag valtozik

De: nem lehet mindent keresztezni mindennel. Csak rokon fajtak, fajok
kGzO6tt makodik.

A rendszertani tavolsag noveli az inkompatibilitast.

A megtermékenyités szabalyozasa (anatomiai és egyeb) rendszerint
kizarja az idegen pollennel vald beporzast, csak a fajon belul termekenydil.

Ezért el6bnyOs keresztezés helyett protoplasztokat egyesiteni, ez megkerdli
az ivaros szaporodas akadalyait.

19
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A protoplaszt fuzid kulonb6z6 fajok kdzott is elképzelhet6
(L6 + darazs = l6darazs? ©)

A fUzié nagyon kulonboz6 fajok ko6zott is lehetséges!

,Mindent mindennel lehet fuzionaltatni” — a protoplasztok szintjén — de azutan
jonnek a problémak.

A fuzionalt sejtek osztodnak, de a ndveny-regeneracido csak ritkan valosithato
meg.

Sejtvonalként fenntarthatok, de nem regeneralhatok:
sargarepa-arpa, szoja-repce, kukorica-borso,

szoja-Drosophila: mindket sejtmag osztddik

petunia-eger: osztddas, sejtfal €és hemoglobin szintézis

20
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A protoplaszt fuzio soran létrejovo ndvenyek rendszerint
aszimmetrikus hibridek

Ha sikerll is ndvenyt nevelni, akkor legtébbszo6r rendellenes morfologiaju és
steril alakok jonnek létre.

VO. a fajhibrid allatokkal, akik legtobbsz6r nem szaporodoképesek.

Hosszu (t6bb éves) sejttenyésztes soran valamelyik partner génjei fokozatosan
eltinnek, és csak nehany kromoszoma marad = aszimmetrikus hibrid.

Ezekbdl lehet élet- és szaporodokepes ndvényt regeneralni, ami a dominans
eredeti partnerhez képest csak egy-két Uj tulajdonsagot hordoz.

Megjegyzes: az 6szvérek sem szimmetrikus hibridek, mindig az anya allatra

hasonlitanak jobban. (Ezert tesznek kllonbséget 10-O6szvér és szamar-0szver
kOz0tt.)

21
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Hol talalhatunk DNS-t egy sejtben?
* endoszimbionta elmélet

wodopiasmiy: relicuium:

(rouph & emocth)
\ )

Bacterial DNA Plasmids rucleolss

Prokariotak: .
 Genomi DNS prepest =
- Lehetnek jelen plazmidok Forras: bioninja.com.au

frasma
memErans

tenAndelon Novényi eukariotak:

« Genomi DNS a sejtmagban
« Mitokondrialis DNS*

« Szintest DNS*

Golgi « Esetenként plazmidok

PP Nem névényi eukariotak:

« Genomi DNS a sejtmagban

« Mitokondrialis DNS* -
endoplasmic ¢ Gombakban |étezhetnek Jrolazmidok

reticulum  glmazatt Biotechnolégia és Elelmiszertadomany Tanszék

peroxisome

huclear
envelope

vesicle



Citoplazmikus hibridizacio
= cibridizacio

» Nem a sejtmagban lévd kromoszomak atvitelére iranyul, hanem
a sejtszervekben (szintest, mitokondrium) Iévé DNS bevitelére.

» A hibrid sejtben az egyik felbdl szarmazik a sejtmag, a masikbol
kloroplasztok = U} kombinacidok — (j tulajdonsagok

> Pl. a mitokondrialis DNS betegsegek vizsgalatara hasznalnak
citoplazmikus hibrid sejteket (p,-s sejtvonal)

23
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Protoplaszt fuzid - eredmények

Sikeresen alkalmazzak vegetativan szaporitott ndveny fajok
génfrissitéseére.

A vegetativ szaporitas (pl. a krumplit a gumojardl szaporitjak, tehat
lenyegében az anyandvenyt klonozzak) nem ad lehetbséget az ivaros
szaporodas soran megfigyelhetd génetikai informacio cserére.

A vegetativ szaporitas soran raadasul a virusok is atkertilnek az Uj
novenybe. Ez tortént az etkezési burgonya esetében is.

Ezért virus-rezisztens burgonya fajtak eléallitasat kiserelték sikeresen
meg.
Minél kdzelebb all egymashoz genetikailag a két sejt, annal nagyobb

esélye van annak, hogy a hibrid sejtbdl késdbb eletképes ndvenyt
nevelhetnek.

Solanum tuberosum (etkezési burgonya) és Solanum brevidens
(perui, virusallo fajta) fuzidja — A virus-rezisztencia atment a
kulturfajba. 24
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Protoplaszt fuzid - értékelés

Ez sem célzott, iranyitott valtoztatas. Nem lehet elore

tudni, hogy milyen tulajdonsagok stabilizalodnak veégul
Lassu modszer, honapokig, evekig tart. A kiszamitha-
tatlansaga miatt hatranyos tulajdonsagok is atkerdl-

hetnek
~40 éve muvelik, klasszikus technika.

Veszelyessége kicsi, mert:

— A hibridek altalaban kevésbé életkepesek, mint
a vad torzsek — a termeészetbe kikerilve nem ver-
senykéepesek

— Atermészetben jelen [év6 géenek a sajat kdrnyeze-
tukkel egyitt kertlnek at mas sejtbe.

25
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Allati protoplasztok — hibriddma sejtek

Mouse challenged with antigen

Y

Y
I
Spleen Cells
292220000

Fusion /
\

0000000000 N

Hybridofmg \/
<A

Harvest monoclon
Select for positive cells antibodies

Culture in HAT Medium

By Adenosir;e' - O\;vn work, CC BY-SA 3.0,

Myeloma Cells

monoklonalis antitestek
(mAB-ok) elGallitasara hasznaljak 6ket.
Ezek azonos immunsejtek klonjai altal

termelt ellenaynagok, amelyek azonos
molekularis célpontot ismernek fel.

» A molekuldris célpontok olyan

molekulak, amelyek aktivaljak az
immunrendszert (sejtek vagy virusok
felszinén talalhato un. antigének,
allergia esetén akar pollenek,
autoimmun betegségek esetén a
szervezet egy sajat molekulaja).

Lehetséges mAB-ot eldallitani
elméletileg barmilyen sejtfelszini vagy
sejten kivuli molekula ellen, amit egy
adott szervezet (példankban a fehér
egér) immunsejtjei idegenként
felsimerni képesek.

Példa: rakellenes gyogyszer mAB-
ok

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=9659630



