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Két fontos takarmanygabonank, a tritikale (x Triticosecale Wittmack) és az arpa (Hordeum
vulgare L.) nemesitésében az utobbi évtized sordn fokozatosan teret kaptak az in vitro
androgenezisen alapuld haploid-indukciés eljarasok. Ezek, a hagyomanyos nemesitési
modszerek kiegészitéseként, a fajta-eldallitds folyamatanak leroviditésében jatszanak fontos
szerepet. Arpaban a portok- és a mikrospora tenyésztés egyarant eredményezett fajtakat.
Tritikaléban, ugyanakkor, a fajta-eldallitasban eredményesen alkalmazott portoktenyésztéssel

szemben, izolalt mikrosporak tenyésztésérdl kordbban nem szamoltak be.

A mikrospora tenyészetek szinkronizalt, egysejtes rendszerek, melyek a nemesitésben vald
felhasznalason kiviill, a genetikai transzformdacid €s in vitro szelekcid szamara is idealis
alapanyagot jelentenek. Ezt, tobb fajban, koztiikk arpaban és bizaban eldallitott transzgénikus
novények bizonyitjdk. A tritikdle mikrospdra tenyésztés modszerének kidolgozdsa ujabb
lehetéségekkel bovitheti ndvényben folyd nemesitési, genetikai és biotechnologiai kutatasok

eszkoztarat.

A gabonafélék mikrospéra tenyészeteiben altalanos gyakorlat az indukcios tapoldat
kiegészitése novényi hormonokkal. Tritikale €s arpa mikrospora tenyészetekben kapott
elézetes eredményeink alapjan, vizsgalni kivantuk, hogy a kiils6 hormon-kiegészités illetve
annak elhagydsa milyen hatdssal van az embriogenezis indukcidjara, illetve a
ndvényregeneraciora. Az androgenezis hormonmentes tapoldatban valo sikeres indukcidja
megerdsitheti az eldkezelés soran biztositott stressznek a haploid embriogenezis
indukcigjaban betoltott meghatarozo szerepérdl alkotott elméletet. A hormonmentes illetve
hormonnal kiegészitett tapoldatokban kapott embrioidok regeneracidés kapacitdsaban
mutatkozé kiilonbségek, ugyanakkor, a hormonok ndvényregeneracidora gyakorolt hatdsat
vildgithatjdk meg. E kisérletekben, tehat az embriogenezis ¢€és a ndvényregeneraciod
folyamatanak fiiggetlensége a hormonsziikséglet szempontjabol vizsgalhatd. A tritikale és az
arpa tobb genotipusadnak bevonasaval végzett kisérletek lehetdséget nyujtanak a fajok, illetve

genotipusok kozott e szempontbol tapasztalhatd hasonlosagok és kiilonbségek bemutatasara.

A dolgozatomban targyalt elsé témakor a ,,Haploid embriogenezis indukcidja tritikale és
arpa mikrospora tenyészetében, hormonmentes koriilmények kozott”. Fentiek alapjan, az

e témakorhoz kapcsolddo célkitlizéseink a kovetkezok voltak:

e A trittkdle mikrospora-izoldldas ¢és  tenyésztés moddszerének  kidolgozasa,

haploid/dihaploid ndvények regeneralasa.



* A tritikdle mikrosporak in vitro sporofitikus fejlédésének leirésa.
* A tritikdle mikrospora eredetii regeneransok ploid-fokdnak meghatarozasa.

* Hormonmentes illetve kiilonb6zé hormon-6sszetételii indukcios taptalajok mikrospora
embriogenezisre €s novényregeneraciora gyakorolt hatdsanak vizsgélata tritikale és

arpa mikrospora tenyészetében.

e Egy tritikdléban eredményesen haszndlt hormonmentes tapoldat és egy optimalizalt
nitrogén-osszetételli indukcios tapoldat hatdsdnak Osszehasonlitasa arpa mikrospora

tenyészetben.

A nemesitési célu alkalmazott kutatdsok mellett, az arpa fontos modellndvénye, tobbek
kozott, a jazmonatok és a jazmonatok altal indukalt fehérjék (Jasmonate-Induced Protein, JIP)
egyszikiiekben jatszott szerepével €és hatasmechanizmusaval kapcsolatos vizsgalatoknak. A
jazmonatok a ndvényvildgban daltaldnosan elterjedt ndvényi hormonok, melyek endogén
szintje stressz hatdsara megemelkedik. A jazmondt szint megvaltozdsa szamos gén
expresszidjaban okoz valtozasokat: a JIP-eket kodold gének expressziojat serkenti, masok, igy

a fotoszintézissel kapcsolatos fehérjék génjeinek expressziojat gatolja.

A novényi hormonok bioszintézisében szerepet jatszé enzimek génjeinek/cDNS-einek
izolalasa és a kiillonbozd génbeviteli mddszerek lehetdvé tették szdmos hormon endogén
szintjének modositasat és miikodésiik vizsgalatat transzgénikus ndvényekben. A szensz vagy
antiszensz helyzetben bevitt transzgén, a kodolt enzim taltermeltetésén illetve szintézisének
gatlasan keresztiil, az adott hormon endogén szintjének megemelkedését vagy csokkenését

eredményezi.

Az endogén jazmonat szintet a jazmonat-bioszintézis kulcs-enzime, az AOS cDNS-ével
tortént homolog illetve heterolog transzformécioval sikerrel modositottak tobb kétszikii fajban
(Arabidopsis, burgonya, dohany). A jazmonatok egyszikiiekben betdltott szerepérdl szarmazo
ismereteink, azonban, kizarolag jazmondtokkal végzett kezeléseken illetve stressz altal
indukalt jazmonat-szintézisen alapuld kisérletekbdl szdrmaznak. Az endogén hormonszint
genetikai transzformécid utjan torténd modositasa, illetve a megvaltozott hormonszint altal
eléidézett morfologiai és ¢lettani valtozasok elemzése segitheti a jazmonatok arpa

fejlodésében jatszott szerepének jobb megértését.



Az arpaban legnagyobb mennyiségben kimutatott JIP, a JIP23 fiziologiai szerepe pontosan
még nem ismert, feltételezhetden a stressz elleni védelemben vesz részt. Az arpa JIP23
szintjének homolog (szensz és antiszensz) transzformacidval torténd modositasa segithet a

JIP23 arpa fejlodése soran jatszott szerepének tisztazasaban.

A jazmonatok és a JIP23 endogén szintjének genetikai transzformacidval torténéd modositasa
kisérleti programunk tavlati céljaként szerepelt. Az értekezésemben ,,Uj vektorok épitése az
endogén jazmonat és JIP23 szint megvaltoztatasara az arpa genetikai transzformacidja
utjan” cimmel targyalt masodik témakorben e tavlati program alapfeltételeit kivantuk

megteremteni. Célkitlizéseink a kovetkezok voltak:

» Uj plazmid vektorok készitése, melyek az arpa AOSI illetve JIP23 cDNS-ét

tartalmazzak szensz vagy antiszensz helyzetben.

* Az Uj vektorok miikodoképességének vizsgalata a fontos transzgén és a rezisztencia
markergén tranziens expresszidja alapjan, transzformalt &arpa mezofillum

protoplasztokban.

e Egy, tovabbi stabil transzformacios kisérletek alapjaul szolgalé génbeviteli rendszer
kidolgozasa (i) a belovési paraméterek optimalizalasdval egy génpuska (particle
inflow gun) szamara, illetve (ii) eldzetes génbelovési kisérletekkel az ) vektorok,

valamint a jazmonat-kisérletek modell genotipusa, a *Salome’ arpafajta bevonasaval.



ANYAG ES MODSZER

2.1. Haploid embriogenezis indukcidja tritikale és arpa mikrospora tenyészetében,

hormonmentes koriilmények kozott.

A kisérletek novényanyagat két arpafajta (Igri dszi és Kymppi tavaszi) illetve 6t hexaploid
tritikdle genotipus (Presto fajta, valamint Tewo x Moniko, Presto x Moniko, Presto x
Novisadi és Novisadi x Moniko F; kombinaciok) szolgaltatta. A feldolgozott kalaszok
legfejlettebb virdgaiban a mikrosporak késdi egy-sejtmagvas illetve korai két-sejtmagvas

allapotaban voltak.

A kaléaszokat 4 °C-on, 14-21 napig tartdo eldkezelés utan laboratoriumi homogenizatorban
(microblendor), 0,3M mannitol hozzaaddsa mellett dolgoztuk fel. A nyers mikrospodra-
szuszpenzi6 szlréssel ¢és centrifugalassal vald tisztitdsa utdn, striség-gradiens
centrifugaldssal noveltiik az életképes mikrosporak aranyat. A tenyészetek slriiségét az
indukciés tapoldatban 0,7-1,0 x 10° mikrospora/ml-re allitottuk be. A kovetkezé indukcios
tapoldatokat alkalmaztuk:
- arpaban:
- N24A2,7G3 (tovabbiakban N24-BA) ¢és 190-2 (tovabbiakban 190-BA), 3 mM
glutamin és 1 mg/l BAP kiegészitéssel (Zhuang ¢és Jia, 1983; Mordhorst és Lorz,
1993), valamint
- N24-0 ¢s 190-0, a fenti tapoldatok hormonmentes valtozata;
- tritikaléban:
- 190-2 tapoldat, 3 mM glutamin és 2,4-D + kinetin (190-D/K) vagy PAA (190-PAA)
kiegészitéssel, illetve hormonmentes valtozatban (190-0).
A mikrosporakbdl az indukcios tapoldatban fejlédd embrioidokat 21-35 nap utan az indukcios
tapoldat szilard valtozatara helyeztiik at. Az arpa novényeket hormonmentes LAz (Mordhorst

¢és Lorz, 1992), a tritikalékat hormonmentes 190-2 taptalajon regeneraltuk.

A tritikdle regeneransok ploidiafokat a kromoszémaszam és/vagy a sztdma-zarosejtek mérete

alapjan hataroztuk meg.



2.2. Uj vektorok épitése az endogén jazmonat és JIP23 szint megvaltoztatisara az arpa

genetikai transzformacidja utjan.

A szkutellumok és mezofillum protoplasztok izolalasdhoz a ndvényanyagot a Salome tavaszi
arpafajta adta. Tranziens génexpresszios kisérletekben, emellett, BMS kukorica-szuszpenziot

is felhasznaltunk. A plazmidok klonozasara az XL 1-Blue MRF’ E. coli torzset hasznaltuk.

Az 0j plazmid vektorok készitéséhez a pAHC20 vektorbdl eltavolitottuk a bar gént, és
helyére szensz illetve antiszensz helyzetben egy tobbszords klonozohelyet (multiple cloning
site, MCS) épitettiink be. Ezt kdvetden a vektorba beillesztettiik a pWD26.41 plazmid 35S
promoter::pat::nos terminator fragmentjét. Az utolsdé Iépésben az MCS megfeleld
hasitohelyeinél az arpa AOS1 (Maucher et al., 2000) illetve JIP23-3 (Hause, nem publikalt)
cDNS-¢ét épitettiik be a vektorokba.

Az arpa mezofillum-protoplasztokat cellulazt és pektinazt tartalmazé enzimoldatban izolaltuk,
a PEG segitségével végzett génbevitel Negrutiu et al. (1987) alapjan tortént. A pat gén és a
JIP23 cDNS tranziens expressziojat PAT-teszttel illetve Western-blottal mutattuk ki.

A transzformacids és szelekcios rendszer alapjat jelentd szovettenyészeteket 1,8-2,5 mm-es
arpa szkutellumokkal, 2-3 mg/l 2,4-D-t tartalmazo, MS alapu tédptalajon inditottuk. A

ndvényregeneralas hormonmentes MS taptalajon tortént.

A génbevitelhez génpuskat (particle inflow gun) hasznaltunk. A DNS-sel bevont
aranyrészecskéket belovéskor (i) etanolban egy fémhald feliiletére (Stenzel, 1998), (ii)
glicerolban egy alufoélia korong feliiletére (Koprek, 1996) vagy (iii) etanolban egy alufolia
korong feliiletére (Pauk, személyes kozlés) vittiik fel. A stabil transzformacios kisérletekben

beldtt szkutellumok szelekcidja 3 mg/1 bialaphos-t tartalmaz6 taptalajon tortént.

A génbeldvés paramétereit optimalizalo kisérletekben a belovést a pAHC18 és a pAHC2S
plazmidokkal végeztiikk. A tranziens luciferdz aktivitast fehérjekivonatbol luminométerrel, a

B-glukuronidaz aktivitast hisztokémiai festéssel mutattuk ki.

A stabil transzformdacios kisérletekben regeneralt ndvényekben a transzgének beépiilését és

expressziojat PCR-rel illetve PAT-teszttel vizsgaltuk.

A kisérletekben alkalmazott molekuldris bioldgiai moddszereket az altalanosan ismert

protokolloknak (Sambrook et al., 1989) illetve a gyartok javaslatainak megfelelden végeztiik.



EREDMENYEK

I. Haploid embriogenezis indukcidja tritikale és arpa mikrospora tenyészetében,

hormonmentes koriilmények kozott.

1. Arpa és bliza mikrospora tenyészetben korabban hatékonyan alkalmazott technologiai
elemek felhasznalasaval kidolgoztuk a tritikdle mikrospdra tenyésztésének modszerét. A
kisérleteket 6t genotipussal (Presto valamint Tewo x Moniko, Presto x Moniko, Presto x
Novisadi, Novisadi x Moniko F;) és harom, kiilonb6zé hormon-0sszetételii (hormonmentes;
2,4-D + kinetin; PAA) indukcios tapoldattal végeztiik. A hideg eldkezelésben részesitett (4
°C, 14-21 nap) kalaszok homogenizatorban torténd feldolgozasa hatékony eljarasnak
bizonyult a mikrosporak izolalasara. Az életképes mikrospordk aranyat stirliség-gradiens
(,,maltéz parna”) centrifugdldssal noveltiikk meg. Az optimalisnak talalt késdi egy-sejtmagvas
¢s korai két-sejtmagvas fejlodési allapotti mikrosporak osztoddsa mind hormonmentes, mind
hormontartalmi tapoldatban embrioidok fejlodését eredményezte. Az embrioidok tovabbi
fejlodését szilard indukcios taptalajon biztositottuk. A novényregeneralas hormonmentes

regeneral6 taptalajon tortént. Osszesen 126 ndvényt regeneraltunk és iiltettiink talajba.

2. A tritikdle mikrospora tenyészetekbdl kapott regeneransok 90%-a haploid volt, ami
ellentétben all az egyéb gabonafélék mikrospora tenyészeteiben kapott spontan dihaploid
novények nagy aranyaval. A kolchicin-kezelést kovetden, az egyes genotipusoktol fiiggden, a
teljesen illetve részlegesen fertilis tritikdle ndvények ardnya 43% ¢és 57% kozott valtozott,
kivéve a Presto x Novisadi F;-et, melybdl nem kaptunk fertilis novényt. A felnevelt ndvények

a hagyomanyos nemesités szdmara megfeleld alapanyagot jelenthetnek.

3. A hormonmentes indukcioés tapoldat pozitiv hatassal volt a Novisadi x Moniko F; tritikale
azonban nem befolyésolta szignifikdnsan. A hormonokkal (2,4-D + kinetin illetve PAA)

kiegészitett indukcios taptalajok sem az embrioid-indukcioéra, sem az albin6 és z6ld ndvények

crer

Az Igri és Kymppi arpafajtdk mikrospora tenyészetében az androgenezis indukcidja mind
hormontartalmi, mind hormonmentes tapoldatokban Iehetséges volt. A hormonmentes
tapoldatban kapott embrioidok regeneracios kapacitasa, azonban szignifikdnsan alacsonyabb
volt, fiiggetleniil a tapoldat so- és vitamin-Osszetételétdl. Adataink alapjan, az embriogenezis

¢s a ndvényregeneracid egymadstol fliggetlen eseményként vald értékelése az eltérd



hormonsziikséglettel is igazolhatd. A kaladszok hideg eldkezelése jelenti az embriogenezis
indukcidjahoz sziikséges szignalt mind a tritikdle, mind az arpa mikrospora tenyészetében. A
ndvényregeneracidban, azonban, mar kiilonbségek tapasztalhatok az egyes fajok és/vagy

genotipusok hormon-sziikségletét illetden.

4. A tritikaléban sikerrel alkalmazott hormonmentes indukciés tapoldatot arpa mikrospora
tenyészetben is teszteltiik. Itt, azonban, ez a tapoldat szignifikdnsan alacsonyabb szinti
regeneraciot eredményezett, mint egy optimalizalt nitrogén-Osszetételii tadpoldat. Ez a
kiilonbség fiiggetlen volt a tapoldatok hormontartalmétol, és feltételezhetéen a tritikéle-
taptalaj szignifikansan (50%) alacsonyabb szervetlen nitrogén-tartalmaval all 6sszefiiggésben.
Az Igri fajta véalaszadasa szignifikansan jobb volt a Kymppi-énél az optimalizalt 6sszetételu
tapoldatban, mig a hormonmentes tdpoldatban a két genotipus vélaszaddsa hasonld szinten

volt.

IL. Uj vektorok épitése az endogén jazmonat és JIP23 szint megvaltoztatasira az arpa

genetikai transzformacidja utjan.

1. A jelen dolgozathoz kapcsol6dd munkak f6 céljaként 0j plazmid vektorokat allitottunk eld.
A két vektor az arpa AOS1 cDNS-¢t tartalmazza szensz illetve antiszensz helyzetben, az Ubi-
I promoter szabalyozasa alatt. A pat szelekcidés markergén a 35S promoter irdnyitasa alatt
talalhato a vektorokban. Az AOS jazmonat-szintézisben betoltott szabalyozo szerepébdl
adodoan, a plazmid felhasznaldsaval eldallitott transzgénikus novényekben az endogén

jazmonat szint megvaltozasa varhato.

2. A JIP23 a legnagyobb mennyiségben eléforduld jazmonatok altal indukalt fehérje arpaban.
Hatdsmechanizmusanak tanulmanyozisara szintén a transzformacion alapulé megoldast
valasztottuk. A sziikséges vektorok alapjaul az AOS-transzformdcional is hasznalt
konstrukcio szolgalt, melybe az arpa JIP23 cDNS-t szensz illetve antiszensz helyzetben

épitettiik be.

3. A vektorépités koztes termékeként létrehoztunk egy olyan konstrukcidt, mely egy
tobbszords klonozoéhelyet (multiple cloning site, MCS) tartalmaz szensz vagy antiszensz
helyzetben, az Ubi-1 prométertdl 3’ iranyban. A konstrukcid szintén magaban foglalja a 35S
promoter irdnyitasa alatt 1€v0 pat gént tartalmazd expresszids kazettdt. A MCS legalabb tiz

restrikcios endonukleaz hasitasi helyét tartalmazza.
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4. Az 1j vektorok funkciondlisan aktivnak bizonyultak a pat gén és a JIP23 c¢cDNS arpa

mezofillum protoplasztokban mutatott tranziens expresszidja alapjan.

5. Az 1j vektorok stabil transzformacidban torténd felhaszndldséara eldkisérleteket terveztiink a
jazmonat-kisérletek modell genotipusa, a Salome arpafajta felhasznalasaval. Ezt megeldzden,
az ¢retlen embriokbdl izolalt scutellumokbdl szomatikus embriogenezis utjan torténd
novényregeneralas rendszerét alkalmaztuk erre a genotipusra. 2,4-D-tartalmi MS taptalajon a
1,5-2,5 mm atmérdjii scutellumokat voltak legalkalmasabbak embriogén kalluszok
indukcidjara. A Salome fajta ebben a rendszerben igen alacsony regeneracids hanyadost (10-

15%) mutatott.

6. A stabil transzformacios kisérletek megkezdése eldtt a génbelovés paramétereit
génpuskaval (particle inflow gun) beldtt kukorica szuszpenzios sejtekben és arpa
szkutellumokban, a bar és a luc riportergének tranziens expresszidja alapjan optimalizaltuk.
5,5 bar He-nyomas valamint a célszovet és gyorsitd egység kozti 10-13 cm tavolsag
eredményezte a legmagasabb szintli expressziot. A célszovet folé helyezett drotszovet a
mikrohordozokbdl képzodott aggregatumok méretét, valamint a gaznyomas altal okozott
akusztikus sokkot csokkentette. A legmagasabb szintli tranziens expresszidt eredményezd
belovési modszernél a DNS-sel bevont aranyrészecskéket egy alufolia-korong feliiletére

etanolban vittik fel.

7. Az 0j vektorok stabil transzformaciés programban torténd elso felhasznalasaként, a Salome
arpafajta szkutellumait 16ttiik be a korabban optimalizalt paraméterek figyelembe vételével. A
beldtt szkutellumokat 3 mg/l bialaphos-t tartalmazé taptalajon szelektaltuk. Ez a herbicid
koncentracio elpusztitotta a nem-reagdlo szkutellumokat, ugyanakkor lehetvé tette kalluszok
illetve embriogén struktardk fejlodését a reszponziv szoveteken. A Salome fajta
szkutellumainak belovés eldtt és utdn ozmotikumokat tartalmazo taptalajon valod inkubaldsa

jelentds mértékben javitotta a reszponzivitast és a regeneraloképességet.

8. A stabil transzformacids eldkisérletekbdl Osszesen kettd, feltételezetten transzgénikus
vonalat allitottunk el6. Ezek az AOSI illetve a JIP23 cDNS-t szensz helyzetben tartalmazé
plazmidokkal tortént belovésekbdl szarmaztak. Az elézetesen elvégzett PCR- és PAT-analizis
nem bizonyitotta a pat gén jelenlétét illetve kifejezddését a regeneralt novényekben. A pat
gén beépiilését, valamint az AOS1 és a JIP23 cDNS beépiilését illetve kifejezddését célzo

tovabbi vizsgalatok nem képezik jelen értekezés targyat.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kidolgoztuk a tritikdle izolalt mikrospdraibol torténd ndvényregeneralds modszerét. A
tobb genotipus bevonasaval kidolgozott modszer alkalmas a novénynemesités folyamataban
torténd alkalmazéasra. Gyakorlati szempontbol a moddszer elénye, hogy az alkalmazott

mikrospodra-izolalasi modszerrel kivalthatd a portokizolalds munkaigényes folyamata.

2. Bizonyitottuk, hogy a haploid embriogenezis indukcidja nem igényel kiils6 hormon-
kiegészitést sem tritikale, sem arpa izolalt mikrospora tenyészetében. Egyszikiiek egysejtes
rendszerében, tehat ujabb, e szempontbol eddig nem vizsgalt fajoknal mutattuk ki, hogy a
haploid embriogenezis indukciojaban exogén tényezoként a hormonoknak, valdsziniileg,

nincs szereplik.

3. Uj plazmid vektorokat épitettiink, melyek az arpa AOSI illetve JIP23 cDNS-ét
tartalmazzdk szensz vagy antiszensz helyzetben, az Ubi-I promoéter szabalyozasa alatt.
Ugyanazon alapkonstrukciora épitve, l1étrehoztunk két tovabbi vektort, melyek egy tobbszords
klénozdhelyet tartalmaznak szensz vagy antiszensz helyzetben, az Ubi-1 prométertl 3’
iranyban. A klonozohely legalabb tiz restrikcidés endonukledz hasitasi helyét tartalmazza. A
hasitasi helyek kozé a megfeleld gének/cDNS-ek beépitésével, 0j expresszids vektorok

allithatok eld.

4. A 3. pontban felsorolt vektorok mitkddését a pat rezisztanciagén és a JIP23 ¢cDNS szensz
plazmidokkal transzformalt arpa mezofillum protoplasztokban mutatott tranziens expresszioja
alapjan bizonyitottuk. Ezek alapjan, tehat, az AOS és a JIP23 szensz €s antiszensz vektorok
alkalmasak lehetnek az endogén jazmonat illetve JIP23 szint transzgénikus tuton torténd
modositasara arpaban és egyéb kaldszos fajokban. A tobbszords klonozohelyet tartalmazéd
plazmidok az altalunk felhasznaltakon kiviil tovabbi gének/cDNS-ek klonozasara (és

kifejeztetésére) alkalmasak.
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KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A mikrospora tenyészetek a gyakorlati célu biotechnoldgiai és ndvénynemesitési kutatasok
optimalis alapanyagat jelentik. Emellett, itt egy szinkronizalt fejlodésti egysejtes rendszerben
vizsgéalhatok a haploid embriogenezist meghataroz6 tényezok, kizérva az egyéb szovetek

illetve az altaluk termelt anyagcseretermékek zavar6 hatasat.

Kisérleteinkben a tritikdle és az arpa mikrospoérainak izolaladsara és tenyésztésére azonos
protokollt alkalmaztunk. A mikrospéra-izolalds moddszere, a kaldszok mikroblendorban
torténd homogenizaldsa, eldnyt jelent a gyakorlati alkalmazéds szempontjabol, mivel igy
kikiiszobdlhetd a portokizolalds munkaigényes miivelete. A donor kalaszok hidegben torténd
elokezelése biztositja a mikrospora embriogenezis indukcidjahoz sziikséges szignalt, az
embrioidok kialakulasahoz egyik faj esetében sincs sziikség a taptalaj novényi hormonokkal
torténd kiegészitésére. A hatékony gyakorlati alkalmazdshoz sziikséges magas szintii
ndvényregeneracid, azonban, egyes genotipusok esetében kizardlag hormon-kiegészités
mellett érhetd el. Ugyancsak kiilonbségek tapasztalhatok az egyes genotipusok, illetve a két

faj k6zott a taptalajok optimalis Osszetételét illetden.

Eredményeink, tehat, azt mutatjak, hogy az androgenezis egyes meghatarozo tényezdi (pl. az
indukciot kivalto stressz) fajtol €s genotipustdl fliggetleniil altalanos érvénytiek, mig masok
(pl. a novényregeneracid hormon-igénye €s a taptalajok optimalis Osszetétele) fajra illetve

genotipusra specifikusak.

Vektorépitési programunk eredményeként, miikodoképes plazmid vektorok allnak
rendelkezésre modositott jazmonat illetve JIP23 szintet mutat6 transzgénikus arpa novények
eldallitasara. Emellett, vektorok - és veliik transzgénikus ndvények - széles kore allithato el6 a

tobbszoros klonozohelyet tartalmazo plazmid konstrukciok felhasznalasaval.

A fentiek mellett, a belovési paraméterek optimalizalasa megkdnnyiti a kisérletekben hasznalt
génpuska alkalmazédsat tovabbi, szkutellumok belovésén alapuld kisérletekben.
Hasonloképpen, az 0j vektorokkal végzett elsd stabil transzformacids kisérletek eredményei
hasznos informaciokkal szolgalhatnak tovabbi kisérletekben a donor genotipus, valamint a

belovési €s szelekcids modszerek megvalasztasahoz.
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