Pécs Miklés: A biolégia alapjai

4a ebadas: Génmanipulaci

GMO = genetikailag modositott
organizmusok

A gének megvaltoztatasa, vagy atvitele egyik organizmus-
bl a masikba.
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1. Gének megvéltoztatasa

indukalt mutéci6 +
szelekcio

(mikroorganizmusok-
nal, alacsonyabb ren-
da élélényeknél, pl.
Drosophyla — sok
egyed, gyorsan sza-

porodik)

Serratia marcescens
UV besugarzas utan

Gének megvaltoztatasa

Ugyanaz, mint a spontan mutacié + természetes sze-
lekcid, csak itt iranyitott.

Inkabb elvesz, mint hozzaad.

Statisztikus, sok a ,rossz " mutans (szelektiv taptalajok,
sok torzset kell egyenként megvizsgalni).

Kb. 60 éve miivelik, veszélyessége kicsi.
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1. Protoplaszt fuzié
(protoplaszt = sejtfalatél megfosz-
tott sejt) A citoplazmak és a benne
|évé kromoszémak Osszekeveré-
se, egyesitése. Lépései:
- a sejtfal leemésztése
d - fuzié (elektromos vagy mechani-
& . kus modszerekkel)

b Nem iranyitott, nem stabil, az osz-
k?@ P
&2

tédasok soran valamelyik faj

) | iranyaba visszavaltozik, néhany
"".‘—— - gén (tulajdonsag) megmaradhat.

- = novényeknél (totipotencia = egy

’ = sejtbél visszanevelheté az egész

S
P névény)

Gének atvitele

%?L Ivaros szaporodasnal nem miko-
dik — mikroorganizmusoknal és
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Gének atvitele

2. Atvitel plazmidokkal

Plazmid: a mikroorganizmusokban ,€16” a kromoszomalis
DNS-t6l fliggetlen gy(irs, kettés szali DNS darabkak.
Lehetnek fagok (baktériumok virusai), vagy szimbiontak.
A sejtosztédastol fiiggetlenil replikalodnak, méretiik 20-
200 ezer bazispar.

Az atvinni kivant gént egy plazmidba épitik be, igy juttatjak
be a sejtbe. Ott vagy a plazmidban marad, vagy atkerul a
kromoszémaéba.
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Atvitel plazmidokkal

1. Az atvinni kivant gén izoldlasa: a hordoz6 sejt DNS-
ének feldarabolasa, a keresett gén izolalasa

2. Beépités a plazmid DNS-be. ,Szabas-varras” Kell hoz-
za oll6 és ragaszto.
,O0ll6:" enzimek, restrikcios endonukleazok. A kettés
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Atvitel plazmidokkal

.Ragaszt6”: a ragadds végek maguktol is 6sszekapcsolod-
nak, de rasegit a T4 DNS ligaz.

EcoRI
hgase

Recombinant
plasnud

(@) (b) (c)

Atvitel plazmidokkal

3. Bevitel a gazdasejtbe:
- virusfert6zéssel,
- kémiai,
- elektromos hatasokkal

4. Manifesztacié + szelekcio: a kivant gén mellé egy mar-
ker (nyomjelzd) gént is beépitenek (pl. antibiotikum-
rezisztencia), ami segit kivalasztani azokat a sejteket,
ahol megtortént a beépilés, és ,mikodik” a plazmid.

Foreign DNA
. ,
Teljes séma: e @ ;\:
resistance EcoRI

1 2 Ml

Ezzel az eljarassal a Sk ends™

prokaridtakba és eu-
kariétakba szinte bar- +1’a"&’l“ﬁ2§§:
milyen gént be lehet Recombinant
vinni.
DNA insertion
[P

Cél: fehérjetermelés Bacters Bunm-pmmnmaam
el Seemetoms T
— hormonok
- Vak_Cmak Only bacteria containg
— enz|mek &t ) ) culw:;cmbmamDNAmw
— immunfehérjék Clane DNA
L, L., hitp: / fwww.accessexcellence.org/ plln.ﬁe.nnn 00
— Verfeher]ek AB/GG/plasmid.html S

Cloning into a plasmid
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Atvitel plazmidokkal

Mivel a névényeknél
egy sejtbél vissza le-
het nevelni az egész y !
novenyt, elvileg alkal- G
mazhat6 ugyanez a
modszer.
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Agrobacterium tumefaciens vektor

Kétsziklieknél: Az Agrobacterium tumefaciens ndvény-
patogén torzs tartalmaz egy TI (tumor indukald) plazmidot,
amit bevisz a megfertézott ndvény kromoszoémajaba.
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A névényi manipulécié céljai:

> Ellenallo képesség fokozasa (betegségek, gyomirtok,
novényvéddszerek)

» Tir6képeség fokozasa (szarazsag, hémérseklet-ingado-
zas)

» Nitrogén-fixalas bevitele

» Hozam javitasa (termés/fellilet/id6)

» Min6ség/osszetétel javitasa (fehérjetartalom, aminosav-
Osszetétel, eltarthat6sag)
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I. Generaciés GMO

a) Rezisztencia virusok, gombak, baktériumok, rovarok
ellen

b) Rezisztencia herbicidek, aszaly, fagy, s6, stb. altal
okozott stressz ellen

Il. Generaciés GMO

a) Anyagcsere modositasa (fehérje, zsir, szénhidrat,
szinanyag, alkaloida, cellul6z tartalom)
b) Fejl6dés modositasa (viragzas, érés, szaporodas)

lll. Generacios GMO
Specialis molekulak termelése
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Virusrezisztenca

Tobb mint 700 névénypatogén virust ismertink
Természetes virusrezisztencia gének izolalasa:
— gyenge virusfertézés utan a névény rezisztens lesz
— tehénborso: olyan enzimet termel, amely a virus
RNS-t darabolja
— antiviralis faktor termelés: virus replikaciot gatol

— Ribozom: amely litikus aktivitasi RNS; virus RNS
szekvenciakat ismer fel és hidrolizal

Virus kdpenyfehérjét termeld névény:

- afert6z6 virus RNS visszakapszulazédik (dohany-,
lucerna-, és uborkamozaik virus)
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Virusrezisztencia
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Rovarkartevok elleni rezisztencia

Kémiai védekezés - inszekticidek: az izeltldbd ndvény-
evo fajok rovid id6 alatt ellenallova valnak; a monokul-
tra kedvez az elterjedésnek.

Természetes rezisztencia: lektinek, enziminhibitorok
(proteaz-, amilaz-): borso, bab, STI
- gyakorlati attérés eddig nincs

Bacillus thuringiesis toxin: a rovarlarvdk emésztését
blokkolja. Novénybe beépitett a toxingén - jo ered-
mények
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Rovarrezisztencia

Bacillus thuringiensis (Bt) toxin génnel

» Bt burgonya (burgonyabogar)
» Bt gyapot (gyapottok-bagolylepke)
» Bt kukorica (kukoricamoly)
(A kukoricabogar ellen nincs attorés)
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Az amerikai kukoricabogar (Diabrotica virgi-
fera) elte
/.
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Herbicid (gyomirtd) rezisztencia Elelmiszernévények minéségjavitasa

Az engedélyezett vegyiiletek szama 100 felett van. Nagy laurinsav tartaimd repce: -
USA1995-ben: a kaliforniai babérfa lipidjei 70% lau-

Minden gyomirté6 szernek szelektivnek kell lennie: a rinsavat tartalmaznak = ezt vittek be a repcebe.

haszonnovényt nem szabad karositania, de a gyomok Amilozmentes kemenyits:
kozul minél tobbet pusztitson el. Ha a bevitt gén a no- burgonya 1986-ban mutéciéval
vényt védetté teszi: ezt a szelektivitast fokoztuk. rizs, kukorica, bliza: antiszensz génnel.

Fehérjeatvitel:
Akkor van esély, ha egyetlen gén bevitelével meg le-het bab (fazeolin) - napraforgd
védeni a novényt. Pl.:

— lebont6 enzim bevitele
— gatolt enzim taltermelése

szoja (lektin) — dohany
kukorica (zein) - napraforgo
sz06jaba — brazil di6 fehérje — nagyobb Met tartalom
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A ndvényi manipulécié veszélyei:

» A megvaltoztatott 0sszetételi ndvényi anyag (= élelmi-
szer, takarmany) fogyasztdsa kockazatos, nincs elég
flggetlen adat az artalmatlansag bizonyitasara.

» A gének ,megszokhetnek”, ,szorodhatnak” (pl.: virag-
porral, rovarokkal, bélmikrofléraba) — (a gyomirt6 re-
zisztenciat atveszik a gyomok)

» Monopolizalédik a vetémagellatdas — monokultira, gaz-
dasagi fliggéség >

21

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomaranszék 4



