Valaszok Dr Banfalvi Zsé6fia biralatara

K6szondm doktori dolgozatom szakszer( birdlatat és értékelését, valamint a kérdéseket,
észrevételeket.

Transzkripcids géncsendesitéssel kapcsolatos eredmények értékelése

A 11. dbra alapjdn felmeriilt bennem az a kérdés, hogy vajon miért nem mutattak hygromicin
rezisztencidat azok a vonalak (1*, 8* és 10*), melyekben northern hibridizdacioval ki lehetett mutatni
a Hptll mRNS jelenlétét? Igaz ugyan, hogy ezekben a vonalakban a Hptll transzkriptum mennyisége
kisebb volt, mint a kontrollban, de véleményem szerint — féleg, ami a 8* és 10* vonalakat illeti —
ennek elegendének kellett volna lenni a rezisztencia megnyilvdnuldsdhoz.
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11. abra: Northern blot NiR (felsé panel) és HYG (alsé panel) probakkal a szilgi, F1 és BC1
nemzedékek dohanyndvényein. A #3 vonal a '271’ lokuszt, mig a csillaggal jeloltek a H2 lokuszt

orokolték. Az 'S” RNS minta nem szelektdlt BC1 csiranévényekbdl Osszekevert novényanyaghdl
szarmazott.

A kisérletekben a hygromicin érzékenységet csiranovényeken teszteltiik, a Northern blot viszont
kifejlett novényekbdl kivont RNS felhaszndlasaval késziilt. Feltételezhet6, hogy az egyedfejlédés
soran egyes novényekben a Hptll gén atirasa mar részben megindult, a gén reaktivacidja elkezd6dott.



Hogy a csiranovényekben torténd atirasrdl kozvetlenll is kapjunk adatot, Osszegy(jtott, nem
szelektalt csirandvényekbdl is vontunk ki RNS-t és beillesztettiik a Northern blot mintai kozé (11. abra
,S” minta). Ebben az esetben a Hptll transzkriptum megjelenését nem tapasztaltuk, ami teljes
mértékben megfelel a megfigyelt fenotipusnak.

A cbp20 szerepének vizsgalataval kapcsolatos eredmények értékelése

Ezeknek az eredményeknek a legnagyobb, illetve tudomdnyos szempontbdl a legjelentésebb része,
a Max Planck Intézet Dr Koncz Csaba dltal vezetett kéini laboratériumdban sziiletett.

A kisérletsorozat sikerének zaloga a tapasztalt fenotipusokat okozd genetikai valtozds gyors
meghatdrozasat lehetévé tevé T-DNS mutdns populdcid |étrehozdsa volt. Ezdton is készéném Dr
Koncz Csabanak, hogy ehhez az értékes gy(lijteményhez kolni laboratériumdban a hozzaférésemet
lehet6évé tette, és a sziilet6 eredményeket a késGbbiekben is segitette, tamogatta. Az innen
szarmazo, mintegy 1400 egyedi mutdns vonal birtokdaban a kisérletek a tovabbiakban tébb mas
kutatéhelyen folytak. A pleiotrép fenotipuson alapuld screen-elést Dr Luis Mur segitségével a Wales-i
Egyetem (iveghdzaiban végeztem. Néhany igy szelektalt mutans vonal szegregacids analizise Dr
Marjori Matzke laboratériumaban zajlott. Végil a cbp20 mutancid teljes tovabbi genetikai, élettani és
molekuldris vizsgdlat sorozata a godoll6i MBK-ban tortént 2002-2003 folyaman. A kisérletek
tdmogatasaért ezuton is kdszonet illeti Dr Koncz Csabat valamint Dr Nagy Ferencet is, aki az Intézet
akkori féigazgatdjaként lehet6vé tette munkdmat ezen a projekten.

Ugyanakkor a Jelélt azt is kimutatja, hogy a cbp20 mutdns noévény kisebb, mint a vad tipus.
Nyilvdnvald, hogy egy kisebb névénynek kevesebb vizre van sziiksége, mint egy nagyobbnak, azaz
azonos méretii cserépben vizmegvonds esetén tovabb marad nedves a talaj a kis névény, mint a
nagy névény alatt. Nem csoda tehdt, hogy 7 napos vizhidnyt kévetéen a cbp20 Arabidopsis
névények kevésbé voltak hervadtak, mint a vad tipus (24. dbra).

A cbp20 mutans egyedfejl6dését kovets, részletes morfoldgiai vizsgalatot valdban nem végeztiink
erdforrdsaink szlikossége miatt. Gyakorlati tapasztalataink azt mutattdk, hogy bar a mutans névények
fejl6dése lassubb a vad tipusénal, de azok a hosszabb id6 alatt kozel ugyanakkora méretd, és hasonld
mennyiségli biomasszat felmutatd novényekké fejlédnek, mint a vad tipus. Ez a megfigyelés
egybevagott a mutansunkhoz nagyon hasonlé cbp80/abhl mutans mérésekkel is igazolt
tulajdonsagaival. Hugouvieux és munkatarsai (2002) a chp80/abhl muténs esetében a teljes névény
fejlédésének lassuldasat mutattak ki, ami a viragzasig 5-10 napos lemaradast eredményez (Hugouvieux
et al 2002, Figure 5, Table 1). Bar a chp80/abh1 mutansok viragzati tengelye valamelyest révidebbnek
bizonyult a vad tipuséndl (Hugouvieux et al 2002, Table 1, ,kompakt habitus”), az egyéb névekedési
paraméterekben nem mutatkozott szignifikans kiilonbség, ami megfelelt a mi tapasztalatainknak is a
cbp20 mutdns esetében. Hogy szarazsagtlrési kisérleteinkben az egyedfejlédésnek ezt a kiilonbségét
kiegyenlitsiik, a chp20 mutans névényeket mindig egy héttel a vad tipustak el6tt vetettiik el. igy a
virdgzasi fazis elején mért szarazsagtlirést korilbelll egyforma fejlettségli és méretli ndvényeken,
egyforma pdrologtatd levélfeliilet mellett végezhettiik.
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A Jelolt megdllapitja azt is, hogy a cbp20 szdrazsdgtiiré fenotipusa a vad névényekkel egyiitt
iiltetve nem jelenik meg. Nem lehet ennek az az egyszerli magyardzata, hogy a nagy névények

felveszik a vizet a talajbdl, igy az kiszdrad, vagyis, hogy a cbp20 mutdns nem szdrazsdgtiir6, hanem
egyszertien csak kicsi?

A kisérleteket az el6bbiekben ismertetett okok miatt 8 hetes vad tipusu és 9 hetes cbp20 mutdns
novényekkel végeztiik. A mutdns és vad tipusd novények rozettdinak mérete, atlagos fejlettsége
ebben az allapotban korilbelil azonos volt, ami igaz volt a szarazsagtlrési kisérletekben a kevert
Ultetési tenyészedények névényeire is (33. dbra C).

Ultetési mintazat

vad tipusu/cbp20/kevert Ultetés

33. dbra: 7 napig tartd vizhidnyos stressz eltér6 hatasa viztakarékos mutdns és vad tipusu névényekre
kiilonbo6z6 (A: csak vad tipus, B: csak mutans, C: vegyes) Ultetési mintazatok esetén. V: vad tipus, M:
mutans, csillag: a mutans névények pozicidja.

Hogy a cbp20 mutacio specifikus kévetkezményei nem befolydsoltak a kisérleteink eredményét az is
bizonyitja, hogy a hasonld 0Osszedllitdsban vizsgalt eral viztakarékos mutans is a cbp20-al azonos



maddon viselkedett. Az eral esetében az egyedfejl6dés menetének semmilyen valtozasat nem irtdk le
(Pei et al 1998), illetve ilyent mi sem tapasztaltunk. Kisérleteink f6 tanulsdgaként a viztakarékos
szarazsagtlrési stratégia sebezhet6ségét emelném ki vizért vald versenyhelyzet esetén.
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Igaz ugyan, hogy a Jelélt azt dllitjia, hogy a sétét adaptdlt 4 hetes ,,cbp20 mutdns névények a vad
tipusndl szignifikansan lassabban veszitették a vizet” (64. oldal), de a leirds alapjan nem vildgos
szamomra, hogy ez a kisérlet levett levelekre vagy cserepes névények leveleire vonatkozik.

A kisérlet gyokerikrdl levdlasztott, sotétadaptalt rozettdk vizvesztését mutatja be. Ezzel a vizvesztés
perisztdmads komponensét tudtuk jellemezni. A kisérlet azt tanusitotta, hogy a sotétben zart sztdmak
mellett a megvastagodott kutikula a vad tipusnal erGteljesebben fogta vissza a kutikuldris
parologtatast. Elfogadom Biraldm itt megfogalmazott megjegyzését, miszerint a ,transpiracids
kisérlet leirasanak ... nagyobb hangsulyt kellett volna kapnia a dolgozatban”.

Vélemény az eredmények hasznosithatdsagarol

Maga a Jel6lt is megprobdlt antiszensz gdtldssal csékkentett mennyiségli Cbp20 fehérjét termelé
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paradicsom vonalakat elédllitani

A dolgozatban emlitett paradicsom géncsendesitési kisérletekkel kapcsolatban kérem, vegye
figyelembe masik Birdldm hasonlé felvetésére adott vdlaszomat, miszerint ezek az eredmények nem
részei a dolgozatom téziseinek.

Jel6lt hivatkozik Pieczynski és munkatdrsai (2013) k6zleményeére is .. (amiben) Nincs azonban sz6
arrol, hogy milyen volt ezeknek a névényeknek a gumohozama és milyen volt a gumdk beltartalmi
értéke.

A hivatkozott publikacién kiviil a lengyel kutatécsoport egy tovabbi kézleményében (Szweykowska-
Kulinska et al 2013) leirta, hogy szabadfdldi kisérleteik szerint: ,Tuber yield, structure, starch and
reducing sugars content analyses showed no differences between Desiree and amiR80.2-14
transgenic potato plants.”. Ezen az allitdson tul azonban kisérleti eredményeket nem kodzoltek.
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Tekintettel a cbp20 mutdcio Arabidopsis-ban is tapasztalt pleiotrop hatdsdra, nem hiszem, hogy
érdemes lenne , haszonnévények mutagenizalt populdciojabdl pl TILLING eljdrdssal, célzottan, nem
transzgénikus mutdns kivdlasztdsdra, ami az esetleges GMO mentes mezb6gazdasdgi hasznositds
lehetdségét is nyitva hagyja”, mint ahogy azt a disszertdcio 87. oldaldn olvashatjuk.

Ezen a ponton vitaba szdllnék Birdldmmal. A dolgozatomban bemutatott és hivatkozott eredmények
meggydzben bizonyitjak, hogy a névényi sejtmagi cap koté komplex funkcidvesztéses mutacidi két
fajban (ludfdi, burgonya) csokkentett parologtatdshoz és szarazsagtlirés kialakuldsahoz vezethetnek.
Egyetértek Birdldmmal abban, hogy a cbp mutansok esetleges pleiotrop hatasai leronthatjak a
haszonnoévényekben elért szdrazsagtlirés kedvezd hatasait, igy egyes (pl intenziv) termesztési
rendszerekben az ilyen névények nem biztos, hogy versenyképesek lesznek. Még ha ez bekovetkezik,
akkor is mas (pl kedvezéStlen adottsagu, gyakori aszalyokkal sujtott) termdteriileteken a hasznos
tulajdonsag Gsszességében el6nyt jelenthet a termesztésben, és a mutaciot hordozd haszonnovény
értékes lehet. Ezért tovabbra is Ugy gondolom, hogy érdemes lenne tobb fajban is el6allitani és
megvizsgdlni a funkcidvesztéses mutansokat. Természetesen az igy elGallitott névényeket komplex
vizsgélatnak kell alavetni szantéfoldi korilmények kozott, ami a pleiotrop tulajdonsagok (pl sotlirés
esetleges csokkenése, lassubb fejlédés) kedvez6tlen hatdsait méri fel. A névényi mutacié elGallitasara
valdban nem biztos, hogy a TILLING eljaras a legalkalmasabb. Az RNS interferencia mellett a Szabados
Laszl6 birdlémnak adott valaszomban is emlitett egyéb, a genomok szerkesztésére alkalmas Uj
biotechnolégiai eljarasok gyorsabb és célzottabb beavatkozast tesznek lehetévé (cink ujj, TALE vagy
CRISPR/Cas nukledzok alkalmazasa, szintetikus oligonukleotidokkal indukalt mutagenezis).

A kutikuldra vonatkozo eredményeket illetéen igazat adok abban a Jeléltnek, hogy a , kutikula,
illetve viasz képzédésben fontos gének meghatdrozdsa a bélyegekhez kapcsolodo genetikai
markerek kifejlesztésére ad lehetéséget” (87. oldal). Ahhoz azonban, hogy ezeket a markereket a
szdrazsdgtiirés javitdsdra haszndljuk a nemesitési programokban, a dolgozatban szereplé
kisérleteknél sokkal tébb bizonyitékra lenne sziikség a kutikula szerkezetének a szdrazsdgtiiréssel
valo dsszefiiggésére, mint ahogy ez egy alma és egy buzafajta példdjan bemutatdsra keriilt a
dolgozatban.

Birdldmmal mindenképpen egyetértek abban, hogy hasznos lenne a dolgozatban szereplé kisérletek
kiterjesztése, példaul toébb buzafajta bevonasa a vizsgalatokba, illetve a kivalasztott alma gének
funkcionadlis jellemzése. A haszonnovények kutikula képzéséhez kapcsolhatd gének funkcionadlis
azonositasa kurrens kutatdsi teriilet, napjainkban szamos ilyen témaju kozlemény jelenik meg (pl
uborka CER1 gén — Wang et al 2015). Ezekkel az eredményekkel a gének esetleges gyakorlati



hasznositdsanak biztonsaga novelhetd. Tovdbbra is fenntartom azt a véleményemet, hogy egyes, a
kutikuldval kapcsolatba hozhatd gének, direkt funkcionalis azonositassal tamogatva kilénosen,
nemesitési programokban mint jelolt gének hasznos szerepet jatszhatnak. A szakirodalom toébb
esetben is beszamol ilyen projektekrél. Ezekkel egyenl6re nem feltétlenll a szdrazsagtlirésre valo
nemesitésben taldlkozhatunk, ami valdban egy kilondsen komplex probléma. Kinai kelkdposzta
esetében példaul Zhang és munkatarsai (2013) a levél hamvassag bélyeg térképezésekor a célgént a
CER2 génhez valé homoldgia alapjan azonositottdk. Tovdbbi példaként az alma termelésben
gyakorlati jelent6sége van a parasodas jelenségének, ami a kutikula fejl6dési zavardval jar egyitt. A
parasodas bélyegének QTL térképezésekor Lashbrook és munkatarsai (2015) a kutikuldhoz
kapcsolhatd jel6lt gének kozil azonositottdak MdSHN3-at, mint a fenotipusért felel6ssé teheté
célgént. Az altalunk feltart, kutikula specifikus alma szekvenciak kozott is szerepelt egy WIN/SHN
homoldg, amikbdl az alma genom egy kis géncsaladot kddol. Az altalunk vizsgalt szekvencia azonban
kiilonbozik a Lashbrook és munkatdrsai altal leirt géntél. Ugy gondolom ezek a példak meggyszen
érvelnek a mellett, hogy az dltalunk feltart szekvencidk is hasznos segit6ivé valhatnak egyes
nemesitési projekteknek.
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