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2
BEVEZETES

Az utébbi évtizedben egyre inkdbb a kutatdsok homlokterébe keriilt a kiilonb6z4
organizmusok, ezen belill a novények kozott létrejové kapcsolatok tanulmdnyozdsa.
Ilyen novényi kapcsolat példdul a novényi parazitizmus.

A parazita novények - €s féleg irtdsi lehetéségeik - tanulmdnyozdsa a szdzad-
elére nyulik vissza. Ennek oka, hogy ezek a novények jelentds kdrokat okoznak a ha-
szonnovény-kultirdkban. Ennek ellenére e novénykapcsolat kialakuldsdrél még ma is
csak korldtozott mértékben vannak élettani €s biokémiai ismereteink, molekuldris ge-
netikai hdtterérdl pedig szinte semmilyen informdcionk nincs. Az él6skodés jelenségé-
vel kapcsolatban szdmos kérdés var még tisztdzdsra, pl. a parazita novény milyen
modon képes skijdtszani” a gazdanovény védekezési mechanizmusait, vagy miutdn létre-
jott a parazita kapcsolat, miképpen alakitja 4t és dllitja sajdt szolgdlatdba partner-
novényének életmikodését. Ezekre a kérdésekre a modellrendszerek tanulmdnyozdsa
sordn kaphatunk vdlaszt. A parazitizmus vizsgdlatdnak egyik lehetséges modellrendszere
a Mezldgazdasdgi Biotechnoldgiai Kutatokézpont (MBK) Genetikai Intézetében
tanulmdnyozott kis aranka (Cuscuta trifolii) és a lucerna (Medicago sativa) egyiittélése.

1992-ben kapcsolédtam be az MBK Genetikai Intézetében a novényi él6skodést
vizsgdlé kutatécsoport munkdjidba. Céljuk a jelenség genetikai hdtterének felderitése,
a parazitizmust meghatdrozé genetikai informdcidk kimutatdsa és a folyamatban betol-
tott szerepiik tisztdzdsa. Ebben nytjthat segitséget a parazita névény in vitro szovette-
ny€sztési, regenerdcids valamint transzformdciés rendszerének alkalmazdsa, melyek
kialakitdsa volt a feladatom. Jelen dolgozatban ezen rendszerek kidolgozdsdhoz

kapcsolddo kisérletek eredményeit ismertetem.



3
1. IRODALMI ATTEKINTES

Foldiinkon tobb mint 3000 azon zdrvatermd virdgos novények szdma, amelyek
mds novényeken éléskodve jutnak hozzd az életmiikodésiikhéz nélkiilozhetetlen viz-
hez, valamint az dsvdnyi €s szerves anyagokhoz.

A parazita zdrvatermd novényeket a gazddra szorultsdg mértéke alapjan két f6
csoportba soroljak. Lehetnek holo- (teljes), illetve hemi- (fél) parazitdk.

A holoparazitdk csoportjdba tartozé novények tdpldlkozdsa teljes mértékben a
gazdanovényre tdmaszkodik, mivel szervezetiikbdl hidnyzik a klorofill, és mind a szén,
mind a nitrogén asszimildcidja igen kis mértéki. A hemiparazitdk lehetnek fakultativ
illetve teljes novényparazitdk. Rendelkeznek ugyan klorofill rendszerrel, az d4svanyi
anyagok €s a viz tekintetében azonban a gazdanovényre szorulnak.

A virdgos parazitdk kozott tovdbbi felosztds is lehetséges annak alapjdn, hogy
az €l6skod6 a gazdanovény mely szervéhez kapcsolddik. Ezek alapjdn beszélhetiink
gyokérparazitdkrol - ilyen pl. a holoparazita szddorgé vagy a hemiparazita boszorkdnyfi
- illetve szdrparazitdkrol, melynek képvisel6i pl. a holoparazita arankdk vagy a
hemiparazita fagyongyok (Stewart €s Press, 1990).

Az €él6skodé novények gazdaspecifitdsa igen véltozd. Egyik végletet képviseli
példdul az Orobanchaceae csalddba tartozé Conopholis americana, amelynek kizdrélag
a tolgyfa (Quercus borealis) a gazdanovénye. A mdsik végletet pl. az Olax phyllanthi
(Olaceae) jelenti, mely ldgyszardakon és fakon is képes megtelepedni.

Valamennyi virdgos parazita kozos jellemzdje egy specidlis szerv, a szivogyokér
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(hausztorium) megléte. A hausztérium morfoldgiai €s fiziolégiai hidat képez az €lGs-
kodo €s a gazdanovény kozott. E szerv feladata a gazdanovénybe hatolds, a gazda szdl-
litéedényrendszeréhez vald csatlakozds, €s onnan az oldott tdpanyagok elvondsa. Szer-
kezetének €s miikodésének megismerése jelentGsen hozzdjdrulhat a parazita kapcsolat

megértéséhez.

1.1. Az él6sk6d6 novény magvainak csirazasa

Ellentétben csaknem valamennyi mds novénnyel, a parazita zdrvatermék az
egyedfejlédésiik kezdeti szakaszdn a gazdanovényre vannak utalva. A Scrophulariaceae,
Orobanchaceae, Rafflesiaceae és Lennoaceae rendekbe tartozé €16sk6dé fajok csird-
zasukhoz a gazddbdl szdrmazé jelmolekuldkat igényelnek. Legtobb parazita rend csak
ezt kovetden, egy mdsodik kémiai jel hatdsdra fejleszt szivégyokereket.

Eddig hdrom, gazdanovényb6l szdrmazo csirdzdst serkenté anyag létezését mu-
tattdk ki, melyek szerkezete jelentGsen eltérd.

Az elsé természetben eléforduld csirdzdst indukdlé anyagot, a strigolt, gyapot-
bol izoldltdk (Cook €s mtsai, 1966; 1972). A szerkezetileg a szeszkviterpének kozé
tartoz6 anyag kizdrdlag a gyokérparazitdk kozé tartozd Striga csirdzdsdt serkenti, de
az €él6skod6 egyedfejlédésében nem jatszik szerepet. A strigol a talajban mdr 107"°
mol - m™ koncentriciéban is hatékony.

Egy madsik csirdzdst stimuldlé anyagot a Striga gazdanovényének, a ciroknak

a gyokerébdl izoldltdk. A gazdanovény gyokérszérein megjelend hidroféb cseppek bio-
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l6giai aktivitdssal rendelkeznek. Az aktivitds a cseppek f6 Osszetevijének, a szorgoleon-
358-nak (2-hidroxi-5-metoxi-3-[(8°'Z,11°)-8",11’,14’pentadekatrién]-p-benzokinon)
koncentrédcigjdval all Osszefiiggésben (Chang és mtsai, 1986).

Egy harmadik anyagot a Strigd-nak €s a Alectra-nak is gazdanovényeként ismert
tehénborsé (Vigna sinensis) exuddtumdbdl azonositottak (Herb és mtsai, 1987; Visser
és mtsai, 1984). A ciklusos molekula hdrom részbdl teviédik Ossze: egy xantin gytribdl,
egy telitetlen C,,-karbonsavbél, valamint glicin és aszparaginsav dipeptidjébdl.

A természetes eredeti csirdzdsserkent6k mellett még szdmos csirdzdst induka-
16 vegyiilet ismert. Ilyen pl. a kinetin, zeatin, abszcizinsav, inozit, metionin vagy az
etilén. Ezek a vegyliletek azonban csak nagysdgrendekkel nagyobb koncentrdcidtarto-
mdnyban hatékonyak a természetes stimuldlé anyagokhoz képest (Stewart és Press,

1990). In vivo jelenlétiikre nincs kisérleti bizonyiték.

1.2. A parazitizmus specialis szerve, a szivogyokér

1.2.1. A szivogyokér inicidcidja

Az €l6skddd novények hausztériumainak kialakuldsdt szdmos kémiai anyag indu-
kdlhatja. Az els6 ilyen vegylileteket az Astragalus gummifer-b6l mutattdk ki, amely
egyébként nem szolgdl gazdandvényként a vizsgdlt parazita szdmdra. A xenognozin A
€s B (7,2’-hidroxi-4’-metoxiizoflavon) a fenilpropanoidok kozé tartozik (Lynn és mtsai,

1981). Szdmos szintetizdlt analég molekula analizise kimutatta, hogy Aganilis purpurea
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(Steffens €s mtsai, 1986), valamint mds gyokérparazitdk esetében a metoxifenol csoport
jelenléte sziikséges az indukcidhoz.

A Striga asiatica esetében kinon tipusu vegyiilet, a 2,6-dimetoxi-p-benzokinon
(2,6-DMBQ) hatdsdra fejlédik szivogyokér (1. dbra), amelyet a cirok gyokér extrak-
tumdbdl mutattak ki. Ugy tlinik, hogy ebben az esetben is, akdrcsak a xenognozinokndl,
a metoxi funkcidscsoport jatszik kulcsszerepet az indukcidban (Chang és Lynn, 1986).
Miutdn az indukdlé anyagot csak a cirok gyokerének erdteljes rdzatdsa, vagy ultra-
hangos feltdrdsa utdn tudtdk kimutatni, feltehetd, hogy erdsen kotott formédban, vagy
a gyokér belsd szoveteiben van jelen. A 2,6-DMBQ a lignin egyik lebontdsi terméke,
amely lebontdsi folyamatot egyes gombdk extracelluldris lakkdzai végzik. Lakkédz
aktivitds kimutathaté a gyokérparazitdk kozé tartozé Striga és Aganilis gyokércsucsa-
ban is (Chang és Lynn, 1986). E megfigyelések alapjdn feltételezhets, hogy az €16sko-
dé novények képesek a gazda gyokerében 1€v6 felszini fenilpropanoid komponensek
megfeleléen szubsztitudlt kinonig valé lebontdsdra.

Az Aganilis gazdanovényének gyokerébdl izoldlt indukdlé molekula pentacik-
lusos diterpén, amelyet szdjaszapogenol B-nek (38,228,24-trihidroxi-olean-12-€n)
neveztek el. A molekula bioszintézise eltér a fenilpropanoidokétél. Hatékonysdga
legaldbb egy nagysdgrenddel kisebb a xenognozinokhoz képest. A hausztérium indukdld
molekuldk 4ltaldban a 107°-107"° mol-m™ koncentrdcidtartomdnyban hatékonyak. A
szdjaszapogenol teljes aktivitdsa valészintlileg a gyokér exuddtum egyéb komponensei-
tol is fliigg (Steffens és mtsai, 1986).

A gyokérparazitdk esetében mind a csirdzdst serkentd, mind a szivégyokér in-



1. abra Striga asiatica elsédleges hausztériumédnak pdsztdz6 elektronmikroszképos
(SEM) képe. A-B: Az elsGdleges szivogyokéren hosszanti sorokban hausztoridlis sz6rok
képzddése ldthaté (a 1épték 20 um illetve 6 pm). C-D: A kukorica felszinéhez tapadé
primér szivogyokerek (Iépték: 10 pm illetve 50 pm). (Riopel és Baird, 1987)
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dukcidban résztvevé anyagok szerepet jitszanak a gazdaspecifitds meghatdrozdsdban.
Egyes kutatok feltételezik, hogy a novényi €l6skodOk akdrcsak egyes novényevd ro-
varok a gazdanovény védekezdrendszerének alkotéelemeit ismerik fel (Atsatt, 1977).
Ezek a komponensek csak meghatdrozott koncentracidtartomdnyban gyakorolnak kedvezd
hatdst a parazitdra, azt meghaladva gdtoljak a fejl6dését. Hasonlé6 mdédon viselkedik
szamos csirdzdst serkenté anyag is. Az optimdlis koncentrdcion tdl gédtoljdk az €l16s-
kodd csirdzdsdt. A vegyliletek tobbsége vagy allelopdtids, mint pl. a szorgoleonok
(Netzly és mtsai, 1988), vagy pedig bioszintetikusan a fitoalexinekhez tartozik, mint pl.
a xenognozin B, amely a medikarpin kozvetlen prekurzora (Steffens és mtsai, 1986).
Cuscuta fajok esetében még nem hatdroztdk meg a gazdanovénybdl szdrmazo
hausztorium fejlédését indukdlé molekuldt. A folyamatrdl azonban annyi ismert, hogy
exogén citokinin alkalmazdsdval de novo szivogyokér (2. dbra) képzidése idézhetd eld
a gazdanovényen €l6sk6dé Cuscuta reflexa novényeken, valamint annak izoldlt szdr-
részletein (Paliyath és mtsai, 1978; Tsivion, 1978). A hausztérium fejlédés kezdeti
szakaszdban alkalmazott citokinin eldsegiti a szivogyokér teljes kialakuldsdt (Tsivion,
1978). Az adenin illetve annak szdrmazékai, mint pl. az AMP vagy a cCAMP ugyancsak
elosegitik a szivogyokerek képzédését (Gupta €s Singh, 1982). Gupta és Singh (1983)
feltételezik, hogy amikor a Cuscuta korbetekeredik a gazda szdrdn, a gazdandvény aran-
kéval érintkez6 részein citokinin akkumuldlodik. A megnovekedett mennyis€gi citokinin
hatdsdra indukdlédnak a hausztériumok. A szivogyokerek behatoldsa sordn az arankd-
ban magas protedz (Srivastava €s Singh, 1982), RN-dz (Gupta és Singh, 1983) és sejtfal

lebontdsban szerepet jatszé (Nagar €s mtsai, 1984) enzimaktivitds mutathaté ki. Ezek
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2. abra Aranka (Cuscuta) a gazdanovény szdrdba mélyesztett szivogyokereivel.
(Haraszti, 1978) a: aranka, g: gazdanovény, sz: szivégyOkér.

a folyamatok feltehetéen hozzdjdrulnak a gazdanovény sejtjeinek leépiiléséhez. Hatd-
sukra ujabb citokininek keletkezhetnek (Sheldrake, 1973), amelyek a parazita névénybe
transzlokdlodva elGsegithetik a hausztériumképzddés tovdbbvitelét. Gupta €s Singh
1985-ben kozzétett eredményei is arra utalnak, hogy a citokininek szerepet jdtszanak a
szivogyokér kialakitdsdban. Eszerint az aranka hausztériummal rendelkezé részeinek
kinetintartalma joval nagyobb, mint a kapcsol6ddsi teriilet alatt vagy felett 16v6
szarrészleteké. Az €16skodd novény szivogyokereket hordozé szdrrészleteinek a gaz-
dandvény szdrdval érintkez6 oldaldn a citokininkoncentrdcié szignifikdnsan nagyobb,

mint a nem érintkezd oldalon.
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1.2.2. A szivogyokér feladata

A parazita zdrvatermdék specidlis szervének hdrom funkciéja van: a gazda-
novényen valé megtapadds, a behatolds, valamint a viz- €s tdpanyagfelvétel biztositdsa
(Visser és Dorr, 1987). Bar a kiillonboz6 fajokban a szivégyokerek funkciondlisan
hasonldk, morfolégidjuk igen véltozatos. A megtapaddst és behatoldst koveten a gazda
€s parazitdja kozott apoplazmatikus kontinuum jon Iétre. Ez a tény szdmos kutatét
vezetett arra a kovetkeztetésre, hogy a hemiparazitdk hausztériuma csak passziv
szerepet tolt be a viz €s a tdpanyagok felvételében €s tovdbbitdsdban (Raven, 1983).
Ujabb kutatdsok azonban azt valgszinsitik, hogy a szivogyokérben aktiv metaboliz-
mus folyik. Ultrastruktuirdlis vizsgdlatok kimutattdk, hogy a szivégyokerek parenchima-
sejtjei nagy mennyiségben tartalmaznak sejtorganellumokat (pl. mitokondriumokat,
riboszomadkat, diktioszomdkat), valamint jol fejlett endoplazmatikus retikulummal
rendelkeznek. A sejtek szoros kapcsolatban dllnak a hausztérium szdllitészovet-
rendszerének faelemeivel, mint pl. a Striga esetében (Visser és Dorr, 1987), illetve a
hausztoridlis csatlakozdsi felszinen a gazdanovény xilémjével, mint pl. az Olax vagy
a fagyongy esetében (Kuo és mtsai, 1989). Striga hermontica hisztokémiai vizsgdlata
sordn a szivogyokér sejtjeiben magas enzimaktivitdst mutattak ki (Ba és Kahlem, 1979).

A Striga hermonthica és gazdanovényének a ciroknak (Sorghum bicolor) a xilém-
nedve eltérd szénhidrdtokat, amino- €s szerves savakat tartalmaz. A parazita farészében
eléforduld szénhidrdtkoncentrdcié Otszorose a gazdanovényben mért koncentrdcidnak.
A f6 komponens a mannit, amely teljes mértékben hidnyzik a gazdanovény xilémnedvé-

bol. Mig a cirokban a farész 4ltal szdllitott f6 nitrogén tartalmi vegyiilet az aszpara-
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gin, addig a Strigdban a citrullin. A xilémnedv szerves sav Osszetétele is eltér6. A
Sorghumban a maldt €s a citrdt a két f6 alkotéelem, melyek koziil az utdbbi egydltaldn
nem taldlhaté meg a Strigdban. A sikiminsav, amely nincs jelen a cirokban, a parazita
xilémjébol kimutathaté. Ezen eredmények alapjdn feltételezik, hogy a felvett nitrogén-
€s szénvegyiiletek aktivan metabolizdlédnak a hausztériumban, mielStt a parazita szdrd-
ba jutndnak.

A szivogyokér tdpanyagfelvételben betoltott, metabolikus szabdlyozé szerepére
utalnak a Cuscuta vizsgdlatdval kapott eredmények is. Ez az él6skod6 novény a nove-
kedéséhez sziikséges tdpanyagokat legnagyobbrészt a gazdanovény hdncsrész€bll nye-
ri. Ennek kiliritése kozvetleniil a parazita apoplasztjdba torténik. A folyamat feltehetéen
metabolikus szabdlyozds alatt 4ll, mivel sem O °C-on, sem a metabolizmus inhibitorainak
jelenlétében nem jdtszédik le (Wolswinkel, 1978; Wolswinkel és mtsai, 1984),
hasonldéan ahhoz a transzportfolyamathoz, amely a pillangés novények anyai szoveteibol
a fejlédé magok felé irdnyul (Wolswinkel és mtsai, 1984). Az apoplasztba torténd
tiritést szabdlyozé mechanizmus még nem ismert. Elképzelhets, hogy a gazdandvény-
bdl szdrmazdé anyagok vivémolekuldk kozvetitésével jutnak dt a membrdnon, vagy a

porusokon keresztiil torténé tomegdramlds révén (Wolswinkel, 1985) iiriilnek ki.

1.3. Az él6sk6d6 hatasa a gazdanovény viz- és tipanyagkészleteire

A gazda farészébdl tdpldlkoz6 parazitdk nagyon erds transzspirdcidval

rendelkeznek, amelynek mértéke gyakran egy nagysdgrenddel meghaladja a gazdano-

vényé€t. Ez a tulajdonsdg a gyokér- és a szdrélGskodokre egyardnt jellemzs. Amyema
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lynophyllum €s Pthyrusa maritima esetében az €jszakai t_ranszspirécié mértéke
jelentésen meghaladja a gazddét (Stewart €s Press, 1990). Ezek a parazitdk mind
éjszaka, mind nappal képesek elvonni a vizet a gazdantvénybdll. Hasonld jelenség
figyelhetd meg szdmos mds, a Scrophulariaceae csalddba tartozé hemiparazita esetében
is. A Strigdk esetében a sztomdk csak lassan vdlaszolnak a vizhidnyra. Striga
hermontica vagy S. asiatica ndvényekben a vizmegvonds nem eredményezi a sztémdk
teljes bezdréddsdt mindaddig, amig a parazita levelének viztartalma 70%-ra nem
csokken (Press €s mtsai, 1987). Hasonl6 jelenség egyes fagyongyok estében (Amyema
nestor) is kimutathat6. Ennek megfeleléen a fagyonggyel fert6zott fak pusztuldsa a
parazita dltal indukalt Y‘fgfhi_énynak koszonheté (Knutson, 1979). A magas transzspird-
cios rdta a f6 meghatdrozdja a parazita novények alacsony vizpotencidljanak, amelyet
legtobbszor a gazddhoz viszonyitott magasabb ozmolaritds kisér. Az €l6skod6 nové-
nyek szoveteiben a szervetlen ionok, kiillonosképpen a kdlium (Lamont, 1983; Stewart

€s Press, 1990) nagyobb koncentrdciéban vannak jelen, mint a gazddban. Ugyancsak

magasabb koncentrdcioban taldlhaték meg az oldhaté szénhidrdtok, mint pl. a gliikkoz
€és a fruktéz a fagyongyok (Popp, 1987), a mannit az Orobanche (Press, 1989) és a
Striga (Nour €s mtsai, 1984) esetében. E szénhidrdtok feltehetGen részt vesznek a gazda
és €loskoddje kozotti ozmdtikus gradiens létrehozdsdban. Kimutattdk, hogy az alacsony
molekulatomegl szénhidrdtok részben a gazdanovénybdl szdrmaznak. Egyes Osszete-
vOk, mint példdul a pinit csak abbdl a parazitdbél mutathaté ki, amely olyan gazdano-

vényen €l6skodik, amely tartalmazza ezt a vegyiiletet (Popp, 1987).
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A gazda farészével kapcsolatot tarté novényekkel ellentétben az elsédlegesen
hdncsrészbdl tdpldlkozdk (pl. az Orobanche) pusztité hatdsa kezdetben nem a vizelvo-
ndsbdl adddik. Ez csak késébb vdlik meghatdrozévd, amikor a szénhidrdtok elvesztésé-
nek kovetkeztében mdr csokken a gazda gyokerének vizfelvétele (Stewart €s Press,
1990).

Knutson (1979) feltételezi, hogy szdmos, az €l6skodd éltal okozott tiinetért az
indukdlt nitrogénhidny tehet6 feleloss€. Az 6 elképzel€seit tdmasztjik ald Jeschke €s
mtsai (1994) Cuscuta-n végzett vizsgdlatai. Kimutattdk, hogy a gazdanovény leveleinek
nitrogéntartalma jelentGsen csokkent a parazita jelenlétében. Véleményiik szerint ennek
két oka is lehet. Az aranka hausztériuma metabolikus gytjt6helyként (sink) viselkedik,
ezéltal mobilizdlja a levelekben felhalmozott nitrogént €és/vagy olyan nagy mértékben
szivja el a szénforrdsokat, hogy azokbdl nem marad elegendé a gazdanovény gyokér-
giimdiben végbemend, a novény redukdlt nitrogénnel valé elldtdsdt biztosité nitrogén-
kotés eredeti szinten valé fenntartdsdhoz. Ezzel szemben Striga fert6zés sordn nem
mutathato ki véltozds a gazdanovény (Sorghum) leveleinek nitrogéntartalmdban (Stewart
és Press, 1990). A gazdanovény novekedésének lelassuldsdért €s a terméshozamok
csokkenéséért - 16%-ban (cirok), illetve 20%-ban (koles) - a 'szénhiq;’étoknak a gazdabol
a parazitdba torténé dramldsa a felelés. Ezek alapjdn Stewart €s Press (1990) azt valé-

szinusitik, hogy a gazda életképességét nem a nitrogén, hanem a szén elvesztése hatd-
rozza meg.

Fagyongy fertdz€s sordn a f6 kationok mennyiségének csokkenése mutathaté ki
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a gazdanovényekben. A szervetlen ionok mennyiségének csokkenése azonban nem okoz
jelentds véltozdsokat a gazda novekedésében (Stewart és Press, 1990). Cuscuta lupuli-
Sormis-szal fert6zott Vicia sativa esetében az €16sk6d6 nagy mennyiségli kdliumot vesz
fel, ennek ellenére a gazddban nem kovetkezik be mérhet$ vdltozds a makroelemek kon-
centrdciéjdban (Ferr €s mtsai, 1990). Ugy tiinik teht, hogy amig a szervetlen anyago-
kért folytatott verseny viszonylag csekély szerepet jdtszik a gazda produktivitdsdnak
meghatdrozdsaban, addig a szerves anyglgok fontos meghatdrozdi a gazdandvény megje-

lenésének.

1.4. A gazdanOvény és parazitija kozott 1étrejové kapcesolat vizsgilata molekularis

biol6giai médszerekkel

A novényi parazitizmus kialakuldsdnak molekuldris bioldgiai médszerekkel torté-
nd vizsgdlata vildgszerte ujkelet(i kutatdsi irdny. Eziddig csak kis szdmban jelentek meg
kisérleti eredmények e teriiletrdl.

Albrecht és mtsai (1994) izoldltak olyan géneket, amelyek specifikusak a Striga
asiatica fejlodésére illetve kialakuldsdra. A csirandvényeket tisztitott 2,6-DMBQ-val
kezelték, aminek kovetkeztében hausztériumok indukdlédtak. A szivégyokereket hordo-
z0, valamint a kontroll, nem kezelt csiranovényekb6l mRNS populdciét izoldltak. »Dif-

ferential display” technika alkalmazdsdval kiilonbséget mutattak ki az indukdlt és a
kontroll mRNS populdcié kozott.
Subramaniam €s mtsai (1994) a Cuscuta reflexa-t vizsgéltdk ebbdl a szempontbdl.

Az él6skodd szdrdnak citokininnel (benzil-adenin) valé bekenése utdn hausztdrium
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kezdemények jelentek meg. A szivogyokér kezdeményeket hordozdé szdrakbdl kivont
mRNS populdciébsl cDNS kléntérat készitettek. Osszehasonlitva az indukédlatlan mRNS
populdcioval, specifikusan a citokinin hatdsdra megjelend klénokat izoldltak. A klénok
inszertjeinek szekvenciaanalizise a citokrom bi (Subramaniam €és Mahadevan, 1994),
valamint egy prolinban gazdag fehérjét kédol6 cDNS szakasz (Subramaniam €s mitsai,
1994) jelenlétét mutatta ki. Adatbdzisok elemzése sordn fény deriilt arra, hogy az
utébbi ¢cDNS szakasz homolégidt mutat olyan génekkel, amelyek a kukorica embriéban,

illetve a paradicsom fiatal termésében fejez6dnek ki.

1.5. A Cuscuta (aranka) fajok, mint modellnévények

A Cuscuta genusba tartozo fajok a novényi €l6skodés vizsgdlatdnak lehetséges
modellnovényei. Sdrgds szint, levéllel nem rendelkezé novények. Csak az egyedfejlo-
désiik kezdeti szakaszdban rendelkeznek gyokérrel, amely a vizfelszivdsban €s a csira-
novény megtdmasztdsidban jdtszik szerepet. A késébbiekben, a gazdanovénybe hatold
szivogyokér kifejlédése utdn, mind a tdpanyag mind a viz tekintetében a gazdano-
vényre szorulnak. Kiilonlegesen gyors novekedési képességiikkel tinnek ki a holoparazi-
ta novények koziil (Kuijt, 1969). Hajtdsaik, amelyek akdr 5 cm-t is novekednek egy nap,
rovid id6n beliil képesek ugyanazon gazdandvény szdrdt, illetve levelét megtdmadni,

azokon ujabb és tijabb kapcsolatot létesiteni (3. dbra). E tulajdonsdguk teszi alkalmassd

az aranka fajokat a novényi €l6skodés tanulmanyozdsdra.
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3. abra Az aranka (Cuscuta) életciklusa (Graham és mtsai, 1979 alapjén)

1.5.1. A Cuscuta in vitro tenyésztése

A parazitizmus €lettandnak, illetve biokémidjdnak megértéséhez jelentdsen
hozzdjarulhat az in vitro tenyésztési technikdk alkalmazdsa. Eziddig kevés laboratérium
foglalkozott az arankdk in vitro koriilmények kozott torténd vizsgdlatdval.

Maheshwari és mtsai (1980), majd Maheshwari €s Sreekrishna (1982) tartottak

fenn in vitro korulmények kozott Cuscuta reflexa hajtdscsicsokat, amelyeken a hormo-
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nok hatdsdra bekovetkezd novekedési vdlaszokat tanulmdnyoztdk. Rendszeriik azonban
nem alkalmas a parazitizmust szabdlyozo folyamatok vizsgdlatdra. Ennek oka, hogy az
altaluk meghatdrozott koriilmények kozott a hajtdsok csak idGszakos novekedésre képe-
sek, és nem tarthatdk életben hosszu ideig. Furuhashi (1991) kozolt el6szor olyan in
vitro modszert, amelyben az aranka novények hosszitdvon fenntarthatdk voltak. A nové-
nyi kultira (Cuscuta japonica) kialakitdsdban alapveté fontossdgi volt a kinetin
alkalmazdsa. Hatdsdra a szildrditott tdptalajjal €rintkez$ szdrrészleteken tdpanyag €s
vizfelvételben szerepet jdtszd, hausztoriumszerd kidudoroddsok fejlédtek. Furuhashi
megemliti, hogy a kidudoroddsok mellett esetenként kallusz is képz6dott. Ennek a

novekedése azonban nekrozis kovetkeztében megdllt.

1.6. A novényi transzformacié lehetéségei

Az idegen gént hordoz6 aranka vizsgdlata informdcidt nyujthat a parazitizmus
kialakuldsa €s fenndlldsa sordn specifikusan megnyilvdnulé gének szerepérél. A transz-
formdns Cuscuta létrehozdsa érdekében sziiks€g van egy hatékonyan miikodd, irdnyi-
tott génbeviteli rendszer kidolgozdsdra.

Idegen DNS novényekbe juttatdsdra az utobbi években mdr szdmos mddszer
all a kutatok rendelkezésére. Egy ideig az volt az éltaldnos felfogds, hogy az Agrobac-
terium tumefaciens baktériummal torténé transzformdcidhoz kifejlesztett vektorrendszer
alkalmas bdrmely novényfajba, fajtdba torténd génbevitelre. Szdmos noévény, koztiik

mezdgazdasdgilag fontos egyszikli fajok azonban ellendliénak bizonyultak az Agrobac-
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terium fertézéssel szemben. A korldtozott gazdaspecificitdsbol adédé problémdk elkerii-
lésére a kutatok alternativ modszereket fejlesztettek ki. Ilyen pl. a protoplasztokba
torténd kozvetlen DNS bevitel, amely eldsegithetd polietilén-glikolos kezeléssel, elektro-
pordcioval vagy mikroinjektdldssal. Ezt a nagy hatdsfokot biztosité eljardst azonban
csak olyan novényeknél érdemes alkalmazni, amelyek protoplasztjaibdl felnevelhetd a
teljes novény. Sok esetben ez a rendszer nem dll rendelkezésre. Ilyenkor jelenthet
megoldast a DNS sejtfalon dt torténd bejuttatdsa. Két ilyen mddszer 1étezik: a biolisz-
tikus, részecskékkel torténd DNS bevitel €s a mikroinjektdlds (Potrykus, 1991). A
mikroinjektdlds hdtrdnya a biolisztikus eljdrdssal szemben az, hogy alkalmazdsakor csak

egy sejt transzformdldodik €s a modszer nehezen kezelhetd .

1.6.1. Transzformdcio biolisztikus modszerrel

A Dbiolisztikus, részecskék belovésével torténé DNS-beviteli eljdrdst Klein €s
mtsai (1987) dolgoztdk ki. A DNS-t 4 ym dtmérdji wolfram mikrorészecskékhez ad-
szorbedlva, az Un. génpuskdval juttattdk be a novényi szovetekbe. A szemcsék nemcsak
a citoplazmdba, hanem a sejtmagba is bejuthatnak, alkalmat adva a bejuttatott DNS
integrdléddsdra. A mddszer nagy elénye, hogy konnyen kezelhetd. Nincs sziikség speci-
alis vektorok alkalmazdsdra, mint pl. az Agrobacterium-mal torténd transzformdcio
sordn. Egy 16véssel szdmos sejt transzformdlhatd, a génbevitel a novény szerveibe €s
szinte bdrmilyen sejtfallal rendelkezé sejt- vagy szovettipusba megvaldsithaté. A

szoveteknek akdr a felszini, akdr a mélyebb rétegei is transzformdlhaték. Az idegen
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DNS bejuttatdsa a szovetekbe a #l6vés” sordn bedllitott fizikai paraméterektdl fiigg.

1.6.2. Novényi génexpresszio tanulmdnyozdsa

Transzformdcids rendszerek kialakitdsdval lehet6ség nyilik a novényi génszaba-
lyozds tanulmdnyozdsdra. Ennek érdekében olyan vektorokat alakitanak ki, amelyek a
vizsgédlandé prométerekhez kapcsoltan jelz6- tn. riportergéneket hordoznak. A kisérle-
tek sordn az idegen géntermék mennyiségének véltozdsait kovetik nyomon. A legdltald-
nosabb riportergének dltal kddolt enzimek a neomicinfoszfotranszferdz (NPTII), a kl6r-
amfenikolacetil-transzferdz (CAT), a luciferdz és a pg-gliikuroniddz (GUS)(Dudits és
Heszky, 1990).

Az E. coli uidA lokusza éltal kédolt hidroldz szdmos g -glitkuronid lebontdsat
katalizdlja. A GUS aktivitds kolorimetrids, spektrofotometrids, fluorometrids vagy
hisztokémiai vizsgdlatdra rendelkezésre dll6 szubsztratumok egyike az 5-brém-4-klor-3-
indol-B-D-gliikuronid (X-Gluc). Az indol hasitdsi termék oxidativ dimerizdcijdval egy
nagyon stabil, oldhatatlan, erés szind indigé festék keletkezik. Ez lehetGséget teremt
az enzimaktivitds in situ szovetspecifikus kimutatdsdra, a riportergének kifejezédését
meghatdrozé promdterek szoveti miikodésének tanulmdnyozdsdra (Jefferson, 1987,

Jefferson €s mtsai, 1987).
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2. CELKITUZESEK

A gazdanovények €és novényi €l6skoddjiik kozott fenndllé kapcesolat molekuldris
bioldgiai hétterének vizsgdlata betekintést nyijthat a novények kozotti kommunikdcio
folyamatdba. A kapcsolat kialakitdsa €s fenntartdsa sordn az €l6sk6dé novényben
megnyilvdnuld gének tanulmdnyozdsa elvezethet a jelenség mélyebb megismeréséhez.
Csoportunk a parazitizmus tanulmdnyozdsdra szolgdlé modellrendszernek a kis aranka
(Cuscuta trifolii) és a lucerna (Medicago sativa) egyiittélését vdlasztotta.

Cuscuta trifolii esetében munkatdrsaink kimutattak egy specifikusan a parazita
kapcsolat kialakitdsa és/vagy fenntartdsa sordn megnyilvdnulé gén jelenlétét (Lados,
1994; Bakos €és Lados, 1994). A gazdanovényhez nem kapcsol6dé aranka szdrdbdl, a
nem fert6zott lucerndbdl (Medicago sativa), valamint a szivégyokereket hordozé nové-
nyi részekbll cDNS kldontdrat 4llitottak eld. Differencidl-hibridizdciéval meghatdroztak
egy klont, amely specifikus cDNS szakaszt hordoz. A genomikus DNS analizise sordn
bizonyitottdk, hogy a kérdéses cDNS a Cuscuta genomjdbol irédott 4t. Bazissorrendje
nem mutatott homoldgidt az eddig ismert, adatbankokban taldlhat6 génekkel, igy nem
all rendelkezésre informdcic a feltételezhetd bioldgiai funkciot illetGen.

Ahhoz, hogy az €éloskodOben specifikusan kifejez6dé gének muikodését in situ
nyomon lehessen kovetni és molekuldris szervezddésiikr6l informdciét nyerjiink sziikség
van a parazita novény in vitro szovettenyésztési, regenerdciés €s transzformdcids

rendszerének kialakitasdra.
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Ezen Cuscuta-rendszerek kialakitdsa érdekében az aldbbi feladatok megolddsat

tlztiik ki célul:

A. Dedifferencidlt sejteket tartalmazo kallusztenyészet 1étrehozdsa.
B. A kalluszbdl torténé novényi regenerdcié koriilményeinek meghatdrozasa.
C. In vitro ndvényi kultdra kialakitdsa.

D. Cuscuta kalluszba torténd géndtviteli eljards kidolgozdsa.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Kisérleti anyagok

3.1.1. Vegyszerek, enzimek

A kisérletekhez haszndlt finomvegyszerek Reanal, Serva és Sigma gydrtmdnytak
voltak. A tédptalajok szildrditdsdhoz Oxoid No.l bakterioldgiai agart haszndltunk. Az
X-Gluc-ot a Gold Biotechnology cégtél vdsdroltuk. A restrikciés endonukledzokat a

Promegd-tol vagy az Amersham-t6l szereztiik be.

3.1.2. Novények, baktérium torzsek, plazmidok

Novények

A Kompolton gytijtott aranka (Cuscuta trifolii, Bab. et Gibs.) magokat Dr. Bécsa
Ivian akadémikus, a Godoll6i Agrdartudomdnyi Egyetem Fleischman Rudolf Intézetének
professzora bocsdtotta rendelkezésiinkre. A lucerna (Medicago sativa bv. Verko) magok
ugyancsak Kompoltrdl szdrmaztak. A magokat a felhaszndldsig sotétben, 4-6 °C-on

taroltuk.

Baktérium torzsek:

DH-5a: F-, recAl, endAl, gyrA96, thil, hsdRI7, (rk-mk"),
supE44, relAl, A(lacZYA-ArgF ) U169 [¢80 dlac A(lacZ)
M15] Hanahan, Bethesda Research Laborato-
ries (1983)
Plazmidok:
pRT103GUS CaMV 35S prométer dltal szabdlyozott B-gliikkuroniddz

(GUS) riportergént hordozé pUC19 alapi plazmid (4. 4b-
ra) Topfer €s mtsai (1988)
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4. abra A pRT103GUS transzformdcios plazmid HindIII fragmentumdnak fizikai és ge-

netikai térképe

3.1.4. Tdptalajok, oldatok

Valamennyi tdptalajt autokldvban, 121 °C-on, 20 percig sterileztiik.

Baktériumtdptalajok:

LB: 10 g Bacto triptont, 5 g Bacto €éleszté kivonatot és 10 g NaCl-ot

tartalmaz literenként (pH 7.2). A szildrditds 1.2 % (m/v) agarral

tortént (Sambrook €s mtsai, 1989).

Novényi tdptalajok: 1d. 1. tdbldzat

Oldatok
NS
TE
TEG
TAE
X-gluc

0.2N NaOH, 1% SDS

10 mM Tris és 1 mM EDTA pH 8.0

25 mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM gliikéz, pH 8.0
40 mM Tris-acetdt, | mM EDTA, pH 7.5

3 mg/ml X-gluc foszfédt pufferben (0.1 M, pH 7.0)
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1. tablazat

MSBS, novénykultira €s szovettenyészet fenntart6 tdptalaj

Osszetevok mg/I
Makroelemek (MS)
MgSO,7H,0 370
KH,PO, 170
KNO, 900
NH,NO, 650
CaClL,2H,0 440
Mikroelemek (MS)
H,BO, 6.2
MnSO,H,O 15.6
ZnSO,7H,0 8.6
NaMoO,2H,0 0.25
CuSO,5H,0 0.025
CoCl'6H,0 0.025
KI 0.83
FGSO4'7H20 27.8
Na,EDTA 37.3
Vitaminok (BS5)
Thiamin.HCI 10
Pyridoxin 1
Nikotinsav 1
Mio-inozitol 100
Szénhidrat 30 g/1
(agar 0.7 %)
pH Sed

MS (Murashige €és Skoog, 1962)
B5 (Gamborg, 1975)



25
3.2. Modszerek

3.2.1. Az arankamagok felszini sterilezése

A Cuscuta magok felszinének sterilezéséhez Furuhashi (1991) eljdrdsdt alkal-
maztuk kisebb modositdssal: A magokat 95% (m/m) kénsavval kezeltiik, majd hdromszor
mostuk steril desztilldlt vizzel. Ezt kovetéen Tween 20 detergenst tartalmazé 2% (m/v)-
os kdlcium-hipoklorit oldatban rdzattuk egy O6rdn keresztiil. Steril desztilldlt vizzel
Otszor dtmostuk. Az utolsé mosdvizben tovdbbi egy 6rdn keresztiil taroltuk 4 °C-on.

A kezelt magokat Petri csészében, 1% (m/v)-os, 5.5 pH-ji, MS sdkat tartalmazé

agaron csirdztattuk.

3.2.2. Novény- illetve kalluszkultira kialakitdsa, novényregenerdcio

A Kkalluszositdsi kisérleteinkhez 10 db, 5-10 mm hosszisdgi csiranovényt, a
regenerdltatds sordn pedig 1 db levdlasztott szomatikus embriét helyeztiink minden 15
ml folyékony tdptalajt tartalmazé 100 ml-es Erlenmeyer lombikba. A novénykék megfe-
lel6 oxigénelldtdsdt 200 fordulat/perc sebességli rdzatdssal biztositottuk.

Mind az in vitro névény-, mind a kalluszkultira kialakitdsdra €és a kallusztenyé-
szetbOl kiindulé novényregenerdldsra irdnyuld kisérleteink sordn MSBS5 alaptdptalajt
alkalmaztunk. Ez MS makro-, mikro elemekb6l és BS vitaminokbdl épiilt fel (1. tdbl4-
zat). Az alkalmazott szénhidrdtok koncentrdciGja 3% (m/v) volt, ha a tdptalajban csak
egy tipus volt jelen. Pdrban alkalmazva a koncentracio 1.5-1.5% (m/v) volt. A folyékony,
egyidejileg maltozt, szorbitot, 5 mg/1 kinetint €s 0.75 mg/ml 2,4 -D-t tartalmazé tdpta-
lajon kifejlodott kallusz, azonos Osszetétell, szildrditott tédptalajon (tovdbbiakban:

kalluszfenntarté tdptalaj) évekig tenyészthetd. A foly€kony kozegben fejlédé kultirdkat
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a tdptalaj teljes cseréjével hetente, a szildrd tdptalajon novekeddket pedig havonta
oltottuk 4t.

A novényregenerdcios kisérleteknél a kalluszfenntarté tdptalajon novekedd
differencidlatlan sejtcsoportokat olyan tdptalajokra helyeztiik dt, amelyek csak a nove-
kedést szabdlyozd anyagok tekintetében tértek el egymdstol.

A csirdztatds sordn napi 16 6rds, 20 W/mz, fehér fényl fluoreszcens megyvild-
gitdst alkalmaztunk. A kalluszokat sotétben neveltiik. A regenerdcié vizsgdlatdt sotét-

ben, illetve 16 6rds fényperiddus alkalmazdsdval végeztiik.

A novényi tenyészeteket 23+2 °C-on tartottuk.

3.2.3. Az arankanidvények szovettani vizsgdlata

A szovettani metszeteket a Sarkdny €s Szalai (1957) dltal leirt médszerek szerint
végeztilk. A vizsgdlandé novényeket legaldbb 24 6rdn 4t 30%-os etanolban tdroltuk.
Az ezt kovetd viztelenités sordn a mintdkat, oldatonként fél 6rdra, 50%, 75%, 96%,
100% alkoholba, alkohol:benzol 2:1, 1:1, 1:2 ardnyud keverékébe, majd 100% benzolba
helyeztiik. Az gy el6készitett novényi anyagokat 5% méhviaszt tartalmazé edzett
paraffinba dgyaztuk be. Mikrotommal 13um vastagsdgi metszeteket készitettiink, ame-
lyeket malachitzolddel és vezuvinnal festettiink. A mikrofoték Zeiss Kutatémikroszkép

alkalmazdsdval, 21 DIN érzékenységli FUJIICOLOR szines negativ filmre késziiltek.

3.2.4. A novényi szovetek transzformdcidjdban felhaszndlt DNS mintdk el6készitése

A DNS minta el6készitését Sambrook €s mtsai (1989) dltal leirt mddszerek

alapjan végeztiik. A plazmid DNS-t 500 ml LB tdptalajban, 100 pg/ml ampicillin antibi-

otikum jelenlétében novesztett baktériumkultirdbdl prepardltuk.
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Az 500 ml baktériumkultirdt centrifugdltuk. A sejteket 10 ml TEG-ben szusz-
penddltuk, majd 20 ml NS hozzdaddsdval O °C-on, 10 perces inkubdldssal tdrtuk fel.
A mintdkat 15 ml ndtrium-acetdt (3 M, pH 4.8) hozzdaddsa utdn tjabb 10 percig
tartottuk O °C-on. A csapadékot 20 perces centrifugdldssal tdvolitottuk el. A plazmid
DNS-t 1 térfogat izopropanollal (15 perc, O °C) kicsaptuk, majd centrifugdltuk. A
csapadékot 70%-os etanolos mosds, majd szdritds utdn 3 ml TE-ben oldottuk fel.

Az igy nyert DNS-t CsCl - ethidium-bromid egyensiilyi stirlis€g gradiens centri-
fugdldssal tisztitottuk tovdbb. A prepardlt plazmid DNS felépitését restrikcids endo-
nukledzokkal torténé emésztéssel ellendriztiik. A mintdk elvdlasztdsdra 1%-os agaréz
gélt és TAE puffert alkalmaztunk. Molekulatomeg markerként vad tipusi lamda fag
DNS-ének emésztésébdl szdrmazd, ismert molekulatomegl fragmentumokat haszndl-
tunk. A gélelektroforézist kovetéen a DNS-t 0.5 pg/ml etidium-bromiddal festettiik €s

254 nm hulldmhosszisdgu ultraibolya fénnyel tettiik ldthat6va.

3.2.5. Novényi szovetek transzformdcidja biolisztikus modszerrel

A vizsgélni kivdnt plazmid DNS-t a Mezdgazdasdgi Biotechnoldgiai Kutatékoz-
pont Novényi Biotechnoldgiai Intézetében kifejlesztett »Génpuska” segitségével juttat-
tuk be a novényi szovetekbe. A DNS belovés koriilményeit dr. Jenes Barnabds dolgozta
ki. A nagy tisztasdgu (3.2.4. fejezetben leirtak szerint tisztitott) plazmid DNS-t 1ug/ul
koncentrdcidban, steril desztilldlt vizben oldottuk fel. Ezt kovetéen, Perl €s mtsai
modszere szerint (1992), Ca(NO,),-tal kotottik az 1.1 pm dtmérdji wolfram szemcsék-
hez (M10-GTE/Sylvania). A DNS-sel boritott szemcséket 25 kilobar nyomdsd nitrogén
gdz segitségével gyorsitottuk. A transzformdcié sordn a csiranvényeket 1%-os desz-

tilldlt vizes agaron, a kalluszokat kalluszfenntart6 tdptalajon tartottuk.
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3.2.6. GUS (B-gliikuroniddz) aktivitds hisztokémiai kimutatdsa

A vizsgdlandé novényi mintdkat X-gluc oldatba helyeztiikk, majd 16 6rdn
keresztiil inkubdltuk 37 °C-on. A novényi szovetekben megnyilvanulé g -gliikuroniddz
aktivitdsnak koszonhetd kék szin megjelenését mdsnap, sztereomikroszkép alatt
vizsgdltuk meg. Zold novényi anyagok esetében, a kék szin elkiilonitését nehezitd
klorofillt 70%-os etanollal tavolitottuk el. A vizsgdlandé gén tranziens expresszidjinak
kimutatdsdra a novényi anyagokat a transzformdciot koveté 48 ora elteltével festettiik

hisztokémiai mddszerrel.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Kalluszképzbédés vizsgalata

Cuscuta trifolii 5-10 mm hosszisdgu intakt csirandvényeken, illetve csiranové-
nyek szdrrészletein vizsgdltuk a kallusz szovet kialakuldsdt. A novényi anyagokat
szildrditott tdptalajra helyeztiik, amelyben szénforrdsként gliikoz volt jelen. A
taptalajok novekedésszabdlyoz6 anyagokat is tartalmaztak: 1mg/l kinetint, valamint 0.5,
0.75, 1.0, 1.25, 2.0 és 2.5 mg/l 2,4-D-t. Amikor az alkalmazott 2,4-D koncentrdcio
meghaladta az 1mg/1 értéket a szdrrészletek elpusztultak. Amennyiben a koncentricio
ez alatt az ért€k alatt maradt, a novények 5 hétig €ltek, de kallusz kialakuldsdt nem
tapasztaltuk. A tovdbbi kisérleteket foly€kony tédptalajon végeztiik. Az alkalmazott
tdptalaj gliikézt, valamint 1-10 mg/l kinetin és 0.5-1 mg/l 2,4-D kiilonb6z6 kombind-
cidit tartalmazta. A foly€kony kozegben a szdrrészek elpusztultak. Ezzel szemben, ha
a tenyésztés sordn mindkét novekedést szabdlyozé anyag jelen volt, az intakt csirano-
vényeken kalluszszer( struktirdk jelentek meg. A legkedvezébbnek 5 mg/l kinetin és

0.75 mg/1 2,4-D kombindcidja bizonyult.

4.1.1. A kiilonboz6 szénhidrdtok kalluszképzbdésre gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata

A gliikkéz tartalmud tdptalajon fejlédd kallusz nagyon kemény, tomor felépitési

volt. Feltételeztiik, hogy a kalluszszerkezet kialakitdsdt az alkalmazott szénhidrat
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mindsége nagy mértékben befolydsolja. Négy szénhidrdt, a gliikoz, a szachardz, a szor-
bit €s a maltéz hatdsdt vizsgdltuk meg. A cukrokat egyediil vagy pdronként alkal-
maztuk. Azt tapasztaltuk, hogy a szénforrds mindségének vdltoztatdsdval jelentGsen
valtozott a novekedd kalluszok szerkezete. A legtomorebb szerkezetli kallusz gliikoz
jelenlétében fejlédott. A maltéz-szorbit illetve maltéz-szachar6z pdrok esetén alakult
ki olyan torékeny, laza szerkezet(i kallusz, amelyekrdl kisebb sejtcsoportok levdldsét is
megfigyeltiik (5. dbra). Az igy létrehozott kallusztenyészetek 6 hénapig stabilan

fenntarthatok voltak.

5. dbra Kalluszfejlédés maltéz €s szacharéz szénforrdst, 5 mg/l kinetin és 0.75 mg/l
2,4-D novekedést szabdlyozé anyagokat tartalmazé MSB5 foly€kony tédptalajban. A:
Fiatal, 5-10 mm-es csiranovényekbdl inditott kalluszkultira. B: Nagy kalluszcsomdkrol
levdld, osztodo sejtaggregdtumok.

A folyékony tédptalajban fejlodott kalluszokat azonos Osszetétell, de szildrditott
tdptalajra helyeztiik 4. Amennyiben az egyes szénhidrdtokat onmagukban alkalmaztuk,
akkor a maltéz bizonyult legjobb szénforrdsnak kallusznovekedés szempontjabdl. Ezt

kovette a szachardz, a szorbit €s a gliikéz. Bdr a szorbit dnmagdban is eldsegitette a
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kalluszképz6dést, kedvez6 hatdsa mds szénhidratok mellett nyilvdnult meg igazdn.
Valamennyi vizsgdlt szénhidrdt esetében a jelenlévs szorbit fokozta a kalluszok nove-
kedését. A Cuscuta trifolii kalluszkultira kialakuldsdban tehdt a malt6z-szorbit
szénhidrat pdr bizonyult legmegfelel6bbnek (6. dbra). Ezeket a szénhidratokat, valamint
5 mg/l kinetint és 0.75 mg/l 2,4-D-t tartalmazé tdptalajon a tenyészet évekig

fenntarthato.

Szo

Sz

Szo Sz M

6. Abra A szénhidrdtok hatdsa a kalluszképzGdésre.

A Kkalluszokat a kiilonboz6 szénhidrdtokat tartalmazd folyékony tdptalajbél azonos
Osszetételd, szildrditott tdptalajra helyeztiik 4t egy hénapra. G: gliikk6z, M: maltéz, Sz:
szacharoz, Szo: szorbit.

A szénhidrdtok €l6skodés folyamatdban betoltott pontos szerepérél ugyan még

nincsenek ismereteink, irodalmi adatok utalnak arra, hogy egyes cukrok (pl. gliikéz,



32

fruktdz) illetve cukoralkoholok (pl. mannit, pinit) fontos szerepet toltenek be a parazitdk
metabolizmusédban (1.3. fejezet). Ennek ismeretében nem vératlan jelenség, ha a parazita
novény kalluszdnak kialakuldsdt is meghatdrozza az alkalmazott szénhidrdtok mindsége
és esetleg specidlis, a szovettenyésztési gyakorlatban nem 4dltaldnosan haszndlt szénhid-
rdtokon fejlédik legjobban.

Bar a szovettenyé€szetek kialakitdsdndl leggyakrabban alkalmazott szénhidrat
a szachar6z és a gliikoz, ismeretes, hogy a szorbit - a cukoralkoholok k6zott kivételként
- elésegiti az alma (Chong €s Taper, 1974) illetve a Rosaceae csalddba (Coffin és mtsai,
1976) tartozé novények kalluszainak novekedését. A maltéz, a Petunia (Raquin, 1983),
a buza (Last és Brettell, 1990) és az d4rpa (Finnie és mtsai, 1989) antérakultira
esetében, valamint a lucerna szomatikus embricképzddés elGsegitésében (Strickland €és
mtsai, 1987) bizonyult hatékonyabbnak a tébbi vizsgélt szénhidrdttal szemben.

Rendszeriinkben kedvezd hatdsinak bizonyult két szénhidrdt kalluszfenntartds-
ban betoltott szerepérél nem dllnak rendelkezésiinkre kisérleti adatok. Elképzelhetd,
hogy szénforrdsként €s/vagy ozmotikumként vesznek részt a folyamatban. Szerepiik

tisztdzdsdra tovdbbi vizsgdlatokra van sziikség.

4.2 Cuscuta regeneralasa kalluszbol

Maheshwari és Baldev (1961) megfigyelte, hogy az auxin tartalmi tdptalajon

fenntartott zigotikus embrié eredeti Cuscuta reflexa kalluszokon alkalomszeriien szo-

matikus embrick alakultak ki. Ezekb6l késébb novények fejlédtek. Mi is hasonld jelen-
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séget tapasztaltunk szildrd tdptalajon 5 mg/1 kinetin, 0.75 mg/1 2,4-D, malt6z €s szorbit
szénforrds egyiittes jelenlétében fejl6d6 Cuscuta trifolii kalluszok esetében. Annak
érdekében, hogy az embricképz6dés ne véletlenszerten indukdlédjon, megvizsgdltuk
a megvildgitds, a kinetin alkalmazdsdnak, valamint a novekedésszabdlyozok teljes
elhagydsdnak a folyamatra gyakorolt hatdsdt. Abban az esetben, ha a tdptalaj nem
tartalmazott novekedést szabdlyozo, hormonszerli anyagokat vagy ha egyediil kinetint
alkalmaztunk 2 mg/l koncentrdciéban, a kalluszokban a megvildgitdstdl fiiggetleniil
indukdlédott az embricképzdédés (7B. dbra). Ezek a megfigyelések 0sszhangban vannak
mds novényeken végzett kisérletek eredményeivel (Mardéti, 1976). Szdmos novényi kal-
lusz esetében bizonyitottdk, hogy a 2,4-D megvondsa (pl. sdrgarépa, liliom) €s a kinetin
alacsonyabb koncentrdciéban valé alkalmazdsa (aszparagusz) el@segitette az embriogene-
zist. Rozsnok esetében a folyamat a megvildgitdstdl fiiggetlennek bizonyult.

Nemcsak a kalluszon differencidlédtak embrick. Ujabb embrick kialakuldsat a
kiilonboz6 fejlédési stddiumban 1€vé embrickon is megfigyeltilk, valamint abban az
esetben is, amikor a csirandvények hajtdsa érintkezett a kinetint tartalmazd tdptalajjal
(8A, 7C. dbra). E folyamat (mdsodlagos embriogenezis) eredményeként 2 mg/1 kinetin
jelenlétében, valamint megvildgitds alkalmazdsdval, tobb éven keresztiil fenntarthatd,
embriogén kallusztenyészet alakult ki.

In vitro novénykultira kialakitdsa érdekében a szomatikus embridkbdl fejl6dd
csirandvényeket levdlasztottuk a tenyészetrdl, €s folyékony, 2 mg/l kinetint, valamint
maltézt és szorbitot tartalmazé tdptalajba helyeztiik 4t. Az in vitro képzddott csira-

novények a tenyésztési koriilmények hatdsdra hajtdsokat hordozé aggregdlt struktird-
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7. abra Cuscuta kalluszbdl torténd novényregeneracio.

A: Maltézt, szacharézt, 5 mg/1 kinetint €s 0.75 mg/1 2,4-D-t tartalmazé MSB5 szildrd
taptalajon fejlédo kallusz. B: 2 mg/l kinetint tartalmazé tdptalajon kialakul6 embriogén
kallusztenyészet €s az embriokbdl fejléd6 hajtdsok. C: A kultdrdrél «levélasztott”
csirandvény. D: A slevdlasztott” csirandvénybdl kifejlédé aggregdlt struktirdk 2 mg/l
kinetint tartalmazo folyékony tdptalajban.
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kat (7D. &bra) alakitottak ki a zigotikus csirandvényekhez hasonlé mdédon (Id. 4.4
fejezet).

Az in vitro regenerdlodo aranka nem vesztette el a lucernafelismer6 képességét,
a novényhdzban nevelt gazdandvény szdrdra rdtekeredett €s az érintkez$ részeken

hausztériumokat hozott 1étre.

4.3. A szomatikus embriofejlédés morfolégiai és szovettani bizonyitékai

A novényi sejt- €s szovettenyészetekbdl a regenerdcié két dton indulhat el. Az
egyik lehet0ség az, hogy csak a hajtds vagy csak a gyokér differencidlédik. Ezt a jelen-
séget nevezziik organogenezisnek. A mdsik lehetGs€g az tin. szomatikus embriogenezis,
amikor a tenyészetben embridk fejlédnek. Ennek sordn a hajtds €s a gyokér egyidejlleg
alakul ki. A szomatikus embriogenezis mind morfolégiai, mind anatémiai vonatkozdsban
kozel azonos a zigotikus embriogenezissel. A megtermékenyitett petesejtb6l torténd

differencidlodds egymdst kovetd stddiumai, a gomb-, sziv- €s torpeddfdzis a szomati-
kus embridk fejlédésekor is megfigyelhetdk és morfoldgiailag jol elkiilonithetok.

A 2 mg/l kinetint tartalmazd, szildrditott tdptalajra dtoltott kalluszok a szoveti
differencidcié jeleit mutattdk. J6l felismerheték voltak a zigotikus embridfejlédés
kiilonbozd féazisaiban 1€vé embridk (8A. dbra). Az embriddifferencidcié eredményeként
olyan novénykék jottek létre, melyek alakilag hasonléak voltak a magokbdl kifejlédd
csirandvényekhez (9A,D. dbra). Sem a zigotikus sem a szomatikus embrideredetii csira-

novények nem rendelkeztek sziklevéllel, alakjuk fondlszerd volt. Mindkét novénykén



8. 4bra A szomatikus embriogenezis bizonyitdsa. I.
A: 1. sziv- 2. torpeddstddiumi Cuscuta szomatikus embrié B: Torpeddstddiumi embrid
metszeti képe. h: hajtdspolus (Iépték: 25 m)

szembetling volt egy jellegzetes megvastagodds (9A,D. 4bra), amely a novény gyokeré-
nek tekinthetd. Ez a szerv feltehetGen a vizraktdrozdsban jitszik szerepet (Szatala €s

Gimesi, 1965).

4.3.1. A regenerdlddo csirandvények és szomatikus embrick mikroszkdpos vizsgdlata

A szomatikus embriogenezis folyamata akkor bizonyitott, hogyha a zigotikus és
a szomatikus embridk, illetve az azokbdl fejl6dé csirandvények szovettanilag is megfe-
leltethetdk egymdsnak. Annak igazoldsdra, hogy a Cuscuta trifolii esetében a regenera-

ci6 eziton valésul meg, a szomatikus sejt eredeti, torped6 fejlédési stddiumban 16évé



9. abra A Cuscuta szomatikus embriogenezis bizonyitdsa. II.

Szomatikus sejt eredeti embriébdl fejl6dé csirandvény makroszkGpos képe (A, 1épték:
200 pm); szdracskdjinak (B, 1épték: 25um), illetve gyokérrészének keresztmetszeti
képe (C, 1épték: 50 um).

Zigotikus eredetli embridbdl fejlédé csiranovény makroszképos képe (D, 1épték: 200
pm); szaracskdjanak (E, 1épték: 10um), illetve gyokérrészének keresztmetszeti képe (F,
lépték: 50 pm). gy: gyokérpdlus, ep: epidermisz, ek: elsédleges kéreg, h: hajtdspélus,
kh: kdzponti henger, p: prokambidlis nyaldb.
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embrid, illetve a kalluszbdl regenerdlédé €s a magbdl fejlédd csirandvények szoveti
felépitését vizsgdltuk. A szomatikus sejt eredetli €s a megtermékenyitett petesejtbdl
szdrmazd csirandvények kozott nemcsak alaki, hanem nagy fokd szovetszerkezeti ha-
sonldsdg is tapasztalhaté (9. dbra). A két eltérd eredetld csirandvény szdracskdjdnak
keresztmetszeti képén (9B,E. dbra), a lombosmoha szdrdhoz hasonld, nagyon kezdetleges
és differencidlatlan szoveti felépités (Sdrkdny, 1960) ldthaté. Elkiilonitheték az
epidermisz, az elsédleges kéreg parenchimatikus sejtjei, valamint a kozponti henger,
amelyben hdncs- €s fanyaldbok helyezkednek el. A két csirandvény alapi részén taldl-
haté gyokérben (9C,F. dbra) a szdracskdval 6sszehasonlitva nagyobb mennyiségi, vaku-
olizdlt sejteket tartalmazo parenchimaszovet figyelheté meg. Ez valdszintileg Osszefiig-
gésben dll a gyokér viztarté szerepével. A zigotikus eredetli csiranovény gyokerének
kozponti részében prokambidlis nyaldb huzddik (Szatala és Gimesi, 1965). Ennek jelen-
1éte a szomatikus eredet csiranévényben is kimutathato.

A polaritds mdr a torpeddstddiumi embridban is megfigyelhetd (8B. dbra). Az
embrié a nagy méretli vakuolizdlt sejtek mellett osztéd6 szovetre jellemzo, kisméretd
sejteket is tartalmaz, amelyek a feltételezett hajtdscsics részét képezik. A kétpdlusi
szerkezet a szomatikus, illetve a zigotikus csirandvényben vdlik kifejezetté. Ezen
eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a Cuscuta trifolii esetében a dedifferencidlt

kalluszbdl torténé novényregenerdlodds szomatikus embriogenezis ttjdn megy végbe.
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4.4. In vitro névénykultira kialakitisa

In vitro novénykultira 1étesitéséhez fiatal, 5-10 mm hossziisdgi csiranovénye-
ket haszndltunk. A novényeket gliikéz szénforrdst €s 1mg/l kinetint (Furuhashi, 1991)
tartalmazé szildrditott tdptalajra helyeztiik. A csirandovények a tenyészetinditédst
kovetd 8. hétre szdmos hajtdskezdeményt fejlesztettek (10A. dbra), amelyek aggregdlt
struktirdt alkottak. A hajtdsok igen lassan novekedtek €s 2-3 cm elérése utdn elsza-
radtak. Ezt kovetéen még néhdny ujabb hajtds jelent meg. Ezek a struktirdk 13-16
hétig maradtak fenn. Feltételezve, hogy a hajtdsok pusztuldsdért a til nagy mértéki
transzspirdcié és/vagy a kis felszinen torténd tdpanyagfelvétel a felelGs, a csirdkon
valé hajtdsképzidést azonos osszetétell foly€kony kozegben is megvizsgéltuk. A csi-
randvények sokkal gyorsabban fejlesztettek hajtdst a folyadékkultirdban, mint szildrd
tdptalajon. Novekedésiik mértéke is joval nagyobb volt. Gyorsan novo aggregdlt struk-
tardk képzddtek (10B. dbra), amelyeken az els6 hajtdsok mdr az inditdst kovets 6.
héten megjelentek.

A tovébbiakban a kinetin hajtdsfejlédésre gyakorolt hatdsdt vizsgdltuk 1-10 mg/l
koncentrdcidtartomdnyban. Az optimum koncentrdcié 2 mg/l-nek addédott: a hajtdsok
mdr a kultdra inditdsdt koveté 4. héten megjelentek, és tovdbbi két hét elteltével
betoltotték a rendelkezésiikre 4ll6 teret (10C. dbra).

A hajtaskezdeményeket €s hajtdsokat hordozé aggregdlt novényi struktirdk tobb
részre oszthatok. Ezdltal lehet0ség nyilik 1j, «klondlis” kultirdk létrehozdséra.

Az in vitro novényi kulturdban fejlédott hajtdsdarabokat levdgtuk €s novényhdz-



10. abra In vitro novénykultira 1étrehozdsa €s tesztelése in vivo.

A: Szildrd, 1mg/1 kinetint tartalmazé tdptalajon fejlédé Cuscuta hajtdsok. B: 2 mg/l
kinetint tartalmazé folyékony tdptalajban hdrom hét tenyésztés utdn kialakulé aggregdlt
struktirdk. C: A 10B. dbran ldthaté struktirdkbol az inditdst koveté hatodik hétre
szdmos hajtds fejlédott ki. D: Az in vitro novénykultirdbol szdrmazé hajtdsdarabok
gazdanovénnyel érintkezve parazita médon viselkednek. 1. Levédgott Cuscuta szérdara-
bok, 2. Lucerna szdr, 3. Parazita kapcsolodds.
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ban nevelt gazdandvényre helyeztiik. A szdrdarabok parazita médon viselkedtek. A gaz-
danovényre tekeredést kovetéen miikodoképes hausztériumokat (10D. dbra) €s szdmos

Uj hajtdst fejlesztettek.

4.5. Cuscuta transzformacioja expresszios tesztplazmiddal

Az ismert transzformdcios eljardsok koziil a Klein és mtsai (1987) dltal kidol-
gozott biolisztikus mddszert vdlasztottuk. Alkalmazhatésdgdnak bizonyitdsdra teszt-
plazmidot haszndltunk, amely hordozta az E. coli g -gliikkuroniddzt (GUS) kédold struk-
targént (Jefferson és mtsai, 1987). Az enzimaktivitds szovetspecifikus megnyilvdnuldsat
X -Gluc szubsztrdttal vizsgdltuk, midltal lehetéségiink nyilt a GUS gént hordozé plaz-
mid novényi sejtekbe jutdsdnak hisztokémiai nyomonkovetésére.

A transzformdcids tesztplazmid (pRT103GUS - 4. 4bra) dltal hordozott GUS
strukturgén expresszidjit a karfiol mozaik virus (CaMV) 35S prométere hatdrozta meg.
A szdmos novényben, €s azok kiilonbozé szoveteiben erds expressziot mutatd (Jefferson
és mtsai, 1987; Ow és mtsai, 1986) prométer miikodését csirandvényben és kallusz-
szovetben vizsgdltuk. 48 drdval a belovést kdvetden végeztiik el X -Gluc-kal a szdvetek
festését. Sem a Cuscuta trifolii csirandvény, sem a kallusza nem mutatott GUS alapak-
tivitdst. Ezzel szemben, a 35S prométert hordozé plazmidot tartalmazé kalluszokban és
csirandvényekben kimutathaté volt a jelz6gén tranziens expresszidja. A 11A. és 11B.
abrdn megfigyelhet6 kék szinreakcié jol mutatja, hogy a g-gliikuroniddz aktivitds a
wolfram részecskék becsapdddsi helyein nyilvdnult meg.

Mivel a virdlis promoter mind a dedifferencidlédott, mind a differencidlt szove-
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11. abra pRT103GUS tesztplazmiddal transzformdlt kalluszban €és csiranévényben
megnyilvdnulé g —gliikkuroniddz aktivitds hisztokémiai kimutatdsa. Tranziens expresszio
aranka csiranovényben (A) és kalluszban (B). C: GUS enzimaktivitds kimutatdsa 1
hénappal a kallusz transzformdldst kovetéen. 1. Differencidlédd, p-gliikuroniddz
expressziot mutatd aranka embrid.

tekben mukodott, alkalmasnak ldtszott a transzformdldst kovetd integrdcié nyomon-
kovetésére kalluszban €s a kalluszbdl regenerdlédé novényekben. A pRT103GUS plaz-
middal transzformdlt kalluszokat egy hdnap elteltével hisztokémiai mdédszerrel ismét

megvizsgdltuk. Azt tapasztaltuk, hogy szdmos sejt, illetve sejtcsoport mutat GUS



43

aktivitdst. A 11C. dbrdn az is szembet{inik, hogy nemcsak a kalluszban, hanem a spontdn
differencidl6dé aranka embridkban is kimutathaté a g-gliikuroniddz enzim mikodése.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a novényi szovetekbe juttatott plazmid DNS
beépiilhetett a novényi genomba €s az dltala hordozott informdcié megnyilvdnul a rege-
nerdcié sordn is. Természetesen a hisztokémiai vizsgdlat nem nyujt elegendd bizonyité-
kot a tesztplazmid genomba integrdléddsdra. Sziiks€g van a beépiilés DNS szinten tor-
tén6, Southern DNS-DNS hibridizdciéval valé ellenérzésére is. Ezek a vizsgdlatok
folyamatban vannak.

A kisérleteink sordn haszndlt tesztplazmidba épitett CaMV 35S prométer nem-
csak a transzformdcids esemény nyomonkovetésére alkalmazhatd. Olyan vizsgdlatokra
is felhaszndlhatd, amelyek sordn a novényben egy idegen fehérje szintézisét kivdnjuk
elérni. Jefferson €s mtsai (1987b) kimutattdk, hogy a prométer a novények gyokerében
mukodik legnagyobb mértékben. Ez alapjin feltételezhetd, hogy a gyokerekkel nem ren-
delkez6 kifejlett Cuscuta-ban a 35S prométer a fejlodo szivogyokérben biztositja majd
legnagyobb mértékben az dltala irdnyitott gének kifejezbdését.

A fentiekben ismertetett kisérleti eredményeinket osszefoglalva, a Cuscuta trifolii
novényregenerdcios rendszer kidolgozdsa megteremtette a lehetéséget a transzformdns
aranka létrehozdsdra. Bar a transzformdcids rendszer kialakitdsdban még csak a kezdeti
1épésekig jutottunk el, kisérleteink alapjdn elmondhatjuk, hogy a biolisztikus géndtviteli
mddszer alkalmas a parazita novénybe torténd génbevitelre.

A transzformdcids rendszer végleges kialakitdsdval az él6skoddben olyan szabd-
lyozé mechanizmusok tanulmédnyozdsdra nyilik majd lehet6ség, amelyek specidlisan a

parazitizmus kialakitdsdban €s fenntartdsdban jdtszanak szerepet.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkdnk sordn olyan in vitro novényi rendszereket alakitottunk ki, melyek
tobbek kozott a Cuscuta transzformdcids rendszer alapjdt képezik. Ily médon a késéb-
biekben lehetdség adddhat az €16sk6d6 novény parazitizmusban szerepet jatszé génjei-
nek tanulmdnyozdsdra.

Megoldottuk a novényi dedifferencidcid, majd a regenerdcié kérdését. Ezt

kovetden meghatdroztuk a dedifferencidlt szovetekbe torténd géndtviteli eljdrdst.

A. Dedifferenciilt sejteket tartalmazé kallusztenyészet létrehozasa

1. Megdllapitottuk, hogy Cuscuta kalluszszovet csiranovénybdl kiindulva,
MSBS folyékony tdptalajon 5 mg/l1 kinetin és 0.75 mg 2,4-D jelenlétében
fejlédik.

2. A kallusz szerkezetét jelentésen befolydsolja az alkalmazott szénhidrdtok
mindsége. Gyors novekedés(, torékeny szerkezetli kallusz az egyidejiileg
maltézt és szorbitot tartalmazo tdptalajon fejlédik ki.

3. A folyékony tdptalajbdl szildrditott kozegre dthelyezett kallusz 5 mg/l

kinetin, 0.75 mg/1 2,4-D, malt6z és szorbit jelenlétében évekig fenntartha-

z

to.
B. A Kkalluszbdl torténé novényi regeneracié koriilményeinek meghatirozasa
A kalluszokon embricképz6dés indukdlhat6 maltozt, szorbitot €s 2mg/l

kinetint, illetve novekedésszabdlyozdkat nem tartalmazé MSBS tdptalajon.
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2 mg/1 kinetin jelenlétében az tin. mdsodlagos embriogenezis jelensége fi-
gyelhet6 meg, ami dltal tobb évig fenntarthaté embriogén kallusztenyé-
szet hozhat6 1€tre.

2. Makroszképos €s mikroszkopos vizsgélatokkal bizonyitottuk, hogy rend-
szerliinkben a novényregenerdcié szomatikus embridképz6dés révén vals-
sul meg. Kimutattuk az embriogenezisre jellemzd fejlédési stddiumokat a
differencidl6d6 novények kozott. Az in vitro tenyészetbdl regenerdlédo
novényeken a makroszkdpikusan is megfigyelhetd hajtds- és gyokérpdlus

egyidejl jelenlétét szovettani metszetek vizsgdlatdval is aldtdmasztottuk.

C. In vitro noévényi kultira kialakitasa
Kidolgoztuk az in vitro novényi kultira kialakitdsdnak mdédszerét. Ennek
sordn az in vitro, vagy a magbdl kifejléds csiranovényeket folyékony,
maltozt, szorbitot €s 2mg/1 kinetint tartalmazé MSBS tdptalajba helyeztiik.
Mind a szomatikus, mind a zigotikus eredet(i csiranévény hajtdsokat fej-
leszt§ aggregdlt struktirdt alakitott ki. A levdgott hajtdsok a novényhdz-
ban nevelt lucerndt, mint gazdantvényt felismerték €s mukoddképes

hausztériumokat fejlesztettek.

D. Cuscuta kalluszba torténé génatviteli eljaras kidolgozasa
Expresszios tesztplazmid segitségével kimutattuk, hogy a részecskékkel
torténd génbeviteli mddszerrel Cuscuta-szovetekbe idegen gének juttat-

hatok.
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A p-gliikkuroniddz jelz6enzim alkalmas a prométermiikodés Cuscuta-ban
torténd vizsgdlatdra, mivel a parazita novény szovetei nem mutatnak
B -gliikuroniddz alapaktivitdst.

Bizonyitottuk, hogy a CaMV 35S prométer megnyilvdnul a Cuscuta
trifolii dedifferencidlt (kallusz), illetve differencidlédott (csirandvény,

regenerdl6dé embridk) szoveteiben.
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