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Az eloz0, 14. részben ismertetett keresztezéses géndtuvitel megteremtette az elvi lehetéségét annak, hogy a
kiilonbozo GM-vonalakban lévo transzgéneket, a vonalak keresztezésével egy fajtdban egyesitsiik, ezzel a
transzgének szamdt novelhessiik. Ebben a részben a tébbgénes fajtdk és hibridek elodllitdasdt mutatjuk be. Ez
a megkozelités (gének halmozdsa) t6bbek kozitt lehetoséget ad specidlis molekuldk bioszintézisének beindi-
tdsdra a bioszintézisben résztvevo gének dtvitelével olyan novényfajokban is, melyek arra képtelenek voltak.

Tanuljunk ,géntechnolégidul” (15.)

s 7

A transzgénikus (GM) fajta el6allitasa (lll./5.)

Dr. HeszRy Laszlo

yryr

Tobbgenes transzgenikus (GM) fajtak eloallitasa

SzIE Mezogazdasdg- és Kérnyezettudomdnyi Kar, Genetika és Biotechnologiai Intézet, Godollo

A 21. szazad eleje 6ta egyre tobb
olyan GM-fajta kertl koztermesztés-
be, melyek nem egy, hanem t6bb
(2-7) transzgént is tartalmaznak (7.

szor a Finale herbiciddel szembeni
rezisztencidt biztosito pat gén. Ilyen
2-3 transzgént tartalmazo konst-
rukciokkal rendelkeznek példaul a

rovarrezisztens és herbicidtolerans

GM-kukorica hibridek (2. dbra).
Fontos tudnunk, hogy a vektor-

konstrukcioba épitett 2-3 gén, a
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dbra). A tdbbgénes fajtak két nagy
csoportra oszthatok:
1. Tobbgénes €s tobb tulajdonsag-
ban modositott fajtak
2. Tobbgénes, de csak egy tulaj-
donsagban modositott fajtak

1. abra
Transzgénikus nemesités alternativ lehetéségei
a molekularis és hagyomanyos névénynemesité szamara

GM-fajta (hibrid) eléallitas
alternativ lehet6ségei
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1./ Tobbgénes
és tobb tulajdonsagban
modositott fajtak

Ezek a fajtdk ktulonbozo transzgé-
neket hordoznak és az egyes transz-
gének kulonbozé tulajdonsdgokat
koédolnak. Ezek a fajtdk kétfélkép-
pen dllithatok el6.
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GM-fajta géntranszfer
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Transzformdcio t6bb gént tartal-
mazo vektorral

A 2, esetleg 3 génes fajtak altala-
ban egy transzformiciés esemény
eredményei. Ez azt jelenti, hogy a
transzformacios vektorba tobb gént
épitettek be. A legtoébb kodztermesz-
tésben lévé GM-fajta/hibrid két gént
hordoz, a gazdasdgilag jelent6s gént
és a markergént. Az utébbi legtobb-

Transzgen halmozas
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Bioszintézis
génjeinek
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keresztezéseket koveté utodgene-
rdciokban sem tud szétvdlni, te-
hdt egy egységként oroklodnek és
nem hasadnak. Hat génes hibridet
tehat ugy tudunk legkénnyebben
elédllitani, ha két olyan vonalat ke-
reszteziink, melyek transzformacios
vektorai 3-3 gént tartalmaznak. Ez

azonban mdr a génhalmozds téma- | tartalmazzak.

Ismert GM-kukoricahibridek (MON 810, MON 863, DAS59-122-7) két és harom
gént tartalmazo expresszios vektorai. A cry1 és cry3 a Bacillus thiringiensis
rovar rezisztenciat biztosito kristalyos fehérjéket kédolé génjei. A PAT, a
Finale herbiciddel szembeni rezisztenciat biztositdé foszfinotricin acetil
transzferaz enzimfehérjét kodold gén. A szintetikus kifejezés azt jelenti,
hogy a konstrukciok nem az eredeti bakterialis eredetl géneket, hanem
a hovényekre optimalizalt, majd DNS automataban szintetizalt valtozatait

2 abra

ja, melyrél a kovetkezSkben lesz

Kukoricamoly rezisztencia génkonstrukeio MON 810

SZ0. ]
FEHERJE
Génhalmozds egy- vagy té6bbgé-
nes GM-vonalak/fajtdk keresztezé-
sével
A gének halmozasa kifejezés az

GEN

szintetikus cry1Ab szintetikus PAT

toxin herbicid tolerancia gén

Fehérje [T

elmult évtizedben terjedt el a no- |

Kukoricabogér rezisztencia génkonstrukcié MON 863

vénykortani kutatisokban és a re-
zisztencianemesitésben, a gének
,piramiddldsa” néven. A gének
piramiddldsa a korokozok kilénbo-
z6 rasszaival szemben rezisztenciat

FEHERJE

GEN

szintetikus cry3b1 szintetikus PAT

toxin gén herbicid tolerancia gén
Prométer  Fehérje T 9 Promoéter Fehérje T

biztosité gének halmozisdt jelenti |

Kukoricabogér rezisztencia génkonstrukcié DAS 59-122-7

- dltalaban keresztezéssel - egy faj-
taban.

A hdrom vagy tobb génnel ren-
delkez¢6 fajtak altaldban hibrid no-
vények, ahol a kulonb6z6 géneket
(1-3 gén) kulon épitik be a hibridek

FEHERJE szintetikus cry34Ab1
toxin gén

szintetikus cry35Ab1
toxin gén

szintetikus PAT
herbicid tolerancia gén

sztlévonalaiba, majd az F, hibrid

vetémag eléallitaskor ezeket keresz-
tezik. A hibridben a szilévonalak-
ba épitett kilonb6zé transzgének
mind jelen vannak legaldbb egy ko-
pidban. Ezt nevezzik a gének hal-
mozdasanak a géntechnoldgidban.

Természetesen a gének nemcsak a
hibridnévények nemesitése sordn,
hanem a hagyomainyos fajtak elo-
allitasakor is OsszeépithetSk. A ha-
gyomdnyos fajtak esetében a fajtat
alkoto torzsekbe kell a kulonbdzé

génkonstrukciokat beépiteni, majd
azok keresztezésével a kialonbozé
transzgéneket egy fajtiban egyesi-
teni.

A transzgének sikeres halmoza-
sanak alapvet6 feltétele, hogy az

minden egyedében megjelennek

1 TT X 00

2

3 TO TO TO TO
3./1 dbra

1./ A transzgénre homozigéta vonal (TT) keresztezése
egy transzgént nem tartalmazé hagyomanyos vonallal
(00). 2./ A homozig6éta GM-vonal minden gamétaja egy
példanyban tartalmazni fogja a transzgént. 3./ Emiatt az
F1 hibrid minden egyede is tartalmazza a transzgént egy
képiaban, tehat rendelkezni fog az uj tulajdonsaggal (T:
transzgén, 0: transzgén hianyzik).

A transzgénre homozigota vonal/vonalak keresztezésével, a modositott tulajdonsag/tulajdonsagok az F1 hibrid

1 AA X BB
/N N
-‘~
3 |AB A|B A|B A B
3/2abra

1./ Két kulénb6zé transzgénre homozigéta vonal
(AA, BB) keresztezése. 2./ Mind a két vonal minden
gamétaja egy példanyban tartalmazni fogja az
adott transzgént (A és B). 3./ Emiatt az F1 hibrid
minden egyede tartalmazza mind a két gént
(A, B) egy kopiaban, tehat rendelkezni fogaz uj
tulajdonsagokkal.
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1. tablazat

A Monsanto és a Dow AgroSciences kdzds ,SmartStax” transzgénikus
kukorica hibridje, mely 4 GM-vonal 9 génjét tartalmazza és 4
tulajdonsagban maodositott (kukoricamoly és kukoricabogar rezisztencia,
Finale és Glifozat tolerancia).

GM-vonal Transzgének Moédositott tulajdonsag

MON-89034 | Cry 24b2+ Cry 14105 molyrezisztencia

TC-1507 Cry 1Fa2+ bar molyrezisztencia és 2: glufozinat
tolerancia

MON-88017 | Cry 3BbI1+ cp4-epsps bogarrezisztencia és < : glifozat
tolerancia

DAS-59122-7 | Cry34Ab1+Cry35Ab1+ bar | bogarrezisztencia és glufozinat
tolerancia

1-3 gént tartalmazo szulé vonalak,
(torzsek) keresztezésekor mind a
két sztulé vonalban a transzgének
homozigota dllapotban legyenek. A
transzgénre nézve homozigota vo-

nalak elédllitasat az el6z6 ,GM-fajta
elodllitdasa szabadalomuvdsdridssal”
cimi 14. rész 5. dbrajan mutattuk
be (Agroférum, 2011. jdlius). A 3/1.
dabrdn azok felhasznalasa lathato

A SmartStax hibridek el6allitasanak feltételezett sémaja:

1: A 4 vektor négy kulén vonalba (A, B,

2: A vonalak dntermékenyitésével a vektorokban Iévé géneket homozigota

allapotba hozzuk (AA, BB, CC, DD,).
3: homozigdta vonalakat 2 parban (AA

4. abra

C, D) van épitve.

X BB, CC x DD) keresztezzlik.

4: A két F1 generacio két, két vektort tartalmaz egy, egy képiaban (AB, CD).

5: A két F1 6ntermékenyitésével a vektorokban lévé géneket homozigota
allapotba hozzuk (AABB, CCDD).

6: Az igy kapott homozigéta ,kétvonalas hibrideket” (AABB x CCDD)
keresztezzlik.

7: A keresztezést koévetben kapott F1 hibrid vetébmagban, egy hibridbe
épitve kapjuk meg a négy vektorkonstrukciot és azokban Iévé 9 gént,
egy képiaban (A, B, C, D).

8: Az F1 hibrid vetémag négy vektorkonstrukciéjaban 6sszesen 9 gén

A HONAP TEMAJA

egy olyan példan, melyben a transz-
génre homozigota vonalat kereszte-
zink egy hagyomanyos vonallal. A
homozigdta névény minden egyes
ivarsejtje legaldbb egy kopidt tar-
talmazni fog a transzgénbdl. Ebben
az esetben F, vetémagbol fejlédott
minden egyes novény is tartalmaz-
ni fog egy kopidt az 6sszes transz-
génbol. Kisérletekkel bizonyitottdk,
hogy a transzgének dltal kodolt tu-
lajdonsdg 1 képia esetében is meg-
felel6 mértékben jelenik meg az F,
hibridben. Ennek az az oka, hogy a
transzgéneknek nincs allélparjuk a
recipiens névényi genomban, ezért
domindns génként 6roklédnek, és
az utédnemzedékben egy kopidban
is meg tudnak nyilvinulni. Végered-
ményben az dltaluk kodolt tulajdon-
sag megjelenik az utodokban.

A transzgének halmozdsdnak lé-
nyege, a transzgéneket homozigota
formdban tartalmazo vonalak elo-
dllitdsa és keresztezése. A kilonbo-
z6 transzgénekre homozigota vo-
nalak keresztezésével elddllitott F,
hibrid tartalmazni fogja mind a két
transzgént, emiatt mind a két médo-
sitott tulajdonsaggal is rendelkezni
fog (3/2. dbra).

A legtobb gént hordozé kuko-
rica hibrid a ,SmartStax”, 9 génnel
rendelkezik (1. tdabldzat), ami a
Monsanto és a Dow AgroSciences
egyuttmuikodésének  eredménye.
Az USA-ban termesztési engedélyt

van 1-1 képiaban. A nem névénybdl szarmazo transzgének esetében
— a ,vad” tipusu allél hianyaban — az 1 kdpia is elegendd a tulajdonsag

megjelenéséhez.
Cry34Ab1+Crf35Ab1+ bar

kapott. A 4. dbra alapjan nyilvanva-
16, hogy az 1. tdbldzatban bemuta-
tott 9 gén halmozdsa a ,SmartStax”
hibridekben a 4 vonalas hibrid elé-
allitas sémdjat kovethette, melyben
a vonalak keresztezését kombinadl-
tak az ontermékenyitéssel, abbol a
célbol, hogy a folyamat végén a két
szilévonal homozigéta formdban

Cry 1Fa2+ bar* Cry 3Bb1+ cp4-epsps

Ontermékenyités
homozigéta szelekcié

N

tartalmazza a 4-4 transzgént. Az 1.

3 X x tabldzat adatai szerint, a kiindulo
+ ¥ :

F1 F1 vektorkonstrukciok két gént, egy

4 A Ndiep e esetben hdrmat tartalmaztak. A

5 n e v hibrid vetémagot eléallité kereszte-

zésnél tulajdonképpen nem is 4-4

6 AA % gént, hanem azokat tartalmazo 2-2

A vektorkonstrukciot kellett homozi-

F1 vetémag gota dllapotba hozni. Részben ez az

7 A egyik oka, hogy a 9 gént tartalmazo

| SmartStax hibridek nem 9 4j tulaj-

! ' ' donsaggal, hanem csak néggyel ren-

Cry 1FaBz+ bar* || Cry 3Bb1+ccp4-epsps Cry34Ab1+CrDy35Ab1+ bar delkeznek. A masik Ok, hogy tobb

gén ugyanazt a modositast jelenti,
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tehat muikodésik csak egy uj tulaj-
donsiag megjelenését fogja ered-
ményezi (pl. kukoricabogar rezisz-
tenciat 3 gén is kodolja: Cry34A4b1,
Cry35A4b1, és Cry3Bb1 gének).

A gének halmozasa oridsi lehe-
téséget jelent a géntechnolégusok
szamdra, hiszen a novényfajtakat
egy idében nem egy, hanem t6bb
tulajdonsdgban is modosithatjak. Ez
természetesen jelentdsen novelheti
a GM-fajtak/hibridek termesztési,
gazdasagi és kereskedelmi értékét.
A beépithet6 gének szamaban hol a
hatdr, azt még napjainkban megbe-
csulni sem tudjuk.

A tobbgénes fajtak azonban to-
vabb ronthatjdk a GM-fajtatulaj-
donosok és a kornyezetvédok,
z6ldmozgalmak amugy sem jo kap-
csolatat, mert jelentdsen kitagitjak a
lehetséges konfrontaciod kereteit. A
tobbgénes fajtak/hibridek esetében
ugyanis mar nemcsak egy modosi-
tds, hanem 3-4 modositds egytttes
kovetkezményét kell vizsgdlniuk a
kulonbozé rizikotényezok és koc-
kazatok szempontjabol.

2./Toébbgénes,
de csak egy tulajdonsagban
modositott fajtak

A gének halmozasa, azaz tdbb
gén beépithetésége egy fajtaba adja
meg a kutatok szamadra azt a leheto-
séget, hogy komplett bioszintetikus
utak egyes lépéseit katalizalo enzi-
mek génjeit épitsék be egy fajtaba,
megadva ezzel a fajtinak azt a ké-
pességet, hogy bizonyos anyagokat,
pl. szinanyagokat, vitaminokat stb.
termeljenek. Tehat tobb gén muko-
dése végtl is csak egy Uj tulajdon-
sdg (termék) megjelenését eredmé-
nyezi, szemben a rovar és herbicid
rezisztenciaval, ahol minden egyes
gén beépitése egy Uj tulajdonsig
megjelenésével jart.

Arany rizs

A legismertebb terméke ennek
a kategoridnak az un. arany rizs
(golden rice), mely képes az A-vita-
min provitaminjanak, a béta karo-
tinnak a termelésére (5. dbra). Az
ismert volt, hogy a rizs nem rendel-
kezik azokkal a génekkel, mely a
béta karotin termeléséhez sziksé-
gesek.

24
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B
Geranylgeranyl-PP
Fitoin-2pirofoszfat 1.
i LB
Zeta karotin | Karotin 358 Term.
deszaturaz

Likopin

2.
Likopin ciklaz

Béta karotin

Abétakarotint termelé ,arany rizs" eléallitasa. A: a béta karotin bioszintézise
és az egyes lépéseket katalizaldé enzimek, B: a harom enzim génje két
vektorba épitve, C: balrdl jobbra, ahagyomanyos hantolt fehérrizs, arany rizs
l., és annak javitott valtozata az arany rizs Il. A béta karotin mennyiségének
novelésével, a rizsszemek szine soététebb lesz. (P és Prom: promoéter,
Term: terminator, LB és RB: baloldali és jobboldali hatarszekvenciak, aphlV:
markergén). Jaqueline és mts. 2005 Nature Biotechnology 23, 482-487.

35S P

2

5. abra

Fitoirl szintaz

Karotin deszaturaz

Gt1 Prom. nos Term.

358 P Transitpeptid
(pearbes)

Likopin ciklaz

v

358 Term.  Gt1 Prom.

Emiatt nagyos sok rizsfogyaszto
ember szenved a vilagon avitaminé-
zisban. A hianybetegségnek komoly
kovetkezményei lehetnek, pl. farkas-
vaksdg vagy halal. Az utébbi esetek
természetesen azokban a szegény
orszagokban fordulnak el6, ahol
nagy hidny van az élelmiszerekben
és az emberek hosszu idén keresz-
tul szinte csak rizst fogyasztanak.
Az aranyrizs el6allitisanak legfonto-
sabb célja az avitaminozis és kovet-
kezményeinek felszimolasa volt.

A géntechnologiai megkozelités
sikerének fontos feltétele, hogy a
rizs sejtje tartalmazzon olyan mole-
kulat, mely kiindulé anyaga lehet a
karotin bioszintézisnek. Meg kellett
ismerni a karotin bioszintézis mo-
lekuléris folyamatat (5./A4 dbra), és
meg kellett hatarozni azokat az enzi-
meket, melyek génjeit be kell tiltetni
a rizs genomjaba, tovabbd ki kellett
valasztani azokat a fajokat, melyek-
bol érdemes ezeket a géneket izo-
lalni.

Miutan rendelkezésre alltak a
bioszintézisben résztvevé harom
enzim génjei, azokat két génkonst-
rukcioba épitették be (5./B dbra). A
bioszintézis elsé kétlépését kataliza-
16 két enzim génjét, a fitoin szintdzt

és a karotin deszaturazt egy konst-
rukcioba épitve juttattik be egy rizs
vonalba. A harmadik likopin ciklaz
enzim génjét, ami mar a béta karo-
tint allitja eld, egy kulon génkonst-
rukcioban jutattak be egy masik rizs
vonalba. Miutin meggy6zddtek a
gének integraciojarol és mikodésé-
rél, mind a két transzformans vonal-
ban, azokat egymadssal keresztezték.
Az igy kapott 3 gént tartalmazo rizs
vonal mar képes volt a béta karotin
szintézisére.

A termelt karotin mennyisége
azonban kevésnek bizonyult (5,/C
dbra). Ezért az Ervinia uredovora-
bol szarmazo karotin deszaturdz
mellé, a narcisz eredetd fitoin
szintdz gént kukoricabdl szarmazo-
ra cserélték. Ezt a javitott konstrukci-
ot tartalmazo rizs 37 mikrogramm/
gramm endospermium mennyisé-
get tudott termelni (5./C dbra), ami
- figyelemmel egy f6é egynapi dtla-
gos rizsfogyasztasira - mar elegen-
doének bizonyult a hidnybetegség
lektizdéséhez. A siker jelentdségét
tovabb novelte, hogy a szabadalom-
tulajdonosok lemondtak mindenfé-
le jogukrol azzal a céllal, hogy ezzel
is segitsék az aranyrizs gyors terje-
dését a vilagban.
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6. abra
Kék rézsa (A, B) eléallitasa. Az antocian bioszintézis alternativ utjainak egy
részlete, mely a dihidrokaempferolbdl kiindulé harom elagazasi lehetdséget
mutatja be. Ezek a lila, a sarga és a kék szin(i pigment 6sszetevék
meagjelenését biztositjak a viragban.
C: A kék antocian bioszintézisének biztositasa érdekében a tdébbi
antocianokat termelé alternativ bioszintézis utak dfr génjeit molekularisan
gatolni kell.
D: A kék antocian (delfidin 3-glikozid) termeltetését pedig a dihidroflavon
reduktaz enzim génje, az Iris-b6l szarmazé a dfr gén biztositja. (www.
florigene.com).
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Enzim gének

kék rézsa uj

gatlasa DFR gén
beépitéssel
C D

Kék rozsa

A masik koztermesztésbe kertlt,
tobb génben modositott GM-fajta, a
kék rozsa. A kék rozsa a rozsaneme-
sitok ,Szent Gralja” volt az elmult év-
szazadokban. A molekularis elem-
zés bebizonyitotta, hogy a rézsianak
azért nincs kék sziromleveld valto-
zata, mert képtelen a kék antocian
bioszintézisére. Ennek oka a kék
antocian szinanyag bioszintéziséért
felel6s enzimek és génjeik hianya.

A problémat a japdan Suntory Ltd.
(Osaka) és az ausztral Florigene Ltd.
(Victoria) cégek kutatoi kozodsen
probaltdk megoldani (6. dbra). A
kék antocidn bioszintézisért fele-
16s DFR gént, mely a dihidroflavon
reduktdz enzimet kodolja, egy Iris
fajbol izolaltak (6./D dbra). Abbol
a célbdl, hogy csak a kék antocidn
termel6ddjon a rézsa sziromlevele-
inek sejtjeiben, a tobbi szin (piros,
sarga, lila) kialakulasaért felelSs
antocidanok szintézisében résztvevé
kulcsenzimek génjeit molekularis
modszerekkel (RNS interferencia)
gatolni kellett (6./C dbra). Az igy

2011. szeptember

eléallitott GM-rozsa virdganak sejt-
jei termelték a kék antocidnt, ennek
ellenére a GM-r6zsa virdgszine még-
sem kék, hanem ,malyva” szind lett.
Ez a rozsa sziromlevelei sejtjeinek
az Iris-tol eltéré pH-javal magyaraz-
hat6 (6./B dbra). Ennek ellenére a
két cég kék rozsa’ név alatt forgal-
mazza (6./A dbra).

Az el6bb ismertetett két eredmény
is bizonyitja, hogy a géntechnolégia
napjainkban madr képes komplett
bioszintetikus utak informacioja-
nak, azaz génjeinek izolaldsdra és
atvitelére egyik €l6bol a masikba.
Ez o6ridsi tavlatokat nyit meg az em-
beriség szamara, mert lehetévé teszi
kultirnoévények tovabbi javitdsat,
olyan problémdk megolddsat, me-
lyekre az evolucié nem volt képes,
legalabbis nem az adott kultarno-
vényben. Lehetévé vidlhat Gj kul-
tirnévények megjelenése is, mert
nagy a valoszintsége annak, hogy
értéktelennek tartott névények gaz-
dasdgi jelentdsége hirtelen megnd
az 0j, géntechnologidval kialakitott
tulajdonsdgaik és képességeik mi-
att. Kulonosen vonatkozik ez a meg-
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allapitas a kloroplasztisz genom-
ban modositott un. ,bioreaktor”
transzgénikus novényekre, melyek
elédllitasarol a kovetkezd részben
lesz sz0.
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