Vailasz Dr. Fehér Attila Sandor, az MTA doktora biralatira

Szeretném megkdszonni Birdlomnak, hogy id6ét és energiat forditott doktori értekezésem
elolvasasara, kritikus megjegyzéseivel és kérdéseivel segitette kutatisaim 0jszerii aspektusban
val6 atgondolasét, értelmezését.

Az értekezés formai és tartalmi értékelése soran felmeriilt megjegyzésekre adott valaszaim a
kovetkezok.

1, , Feltehetden ennek a ,torténetiségnek™ a kvetkezménye, hogy a 4.1.1.1. szakaszban ill. a 3.
abran bemutatja a repetitiv probék in situ hibridizicidra és kromoszoma azonositdsra t6rténd
hasznalatat 4egilops fajok esetében, de csak joval késObb, a 4.1.2 szakaszban részletezi, hogy
ezek az egyes kromoszomakon milyen mintazatot kell, hogy adjanak a referencia kariotipus
alapjan.”

Valasz: Az idegenfaju keresztezési programok soran nagyon fontos, hogy minnél t6bb
kromoszomalis hatarjelzével, azaz olyan FISH prébaval rendelkezziink (pl. pSc119.2,
Afa family, 458 rDNS), melyek diganosztikus hibridizacids jelei révén azonosithatoak
az atvitt kromoszomak szegmentumai. Ennek érdekében, folyamatos torekvés volt
résziinkrdl az elmult években, hogy ujabb és ujabb FISH probékat hozzunk létre.
Munkam soran a 2010-es évek elején publikaltuk az U és M genommal rendelkez6
Aegilops fajok GAA és ACG mikroszatellit ismétlédésekkel adott FISH kariotipusat
(Molnar et al. 2011).

Az egyes kromoszOmak azonositdsanak az &ramlasi citometrids vizsgalatoknal is nagy
jelentdsége volt, hiszen az izolalt kromoszémakat csak utdlag, a mikroszkop
targylemezre tortént szeparacid utan tudjuk azonositani a mar emlitett repetitiv prébakkal
végzett FISH segitségével.

A disszertacidban két tipusu aramlasi citometrias vizsgalatsorozatot végeztink. A
monoparametrikus vizsgalatok sordn a DAPI-val festett kromoszéma szuszpenzo
kromoszémait méret, azaz DAPI fluorszcencia intenzitds alapjan valogattuk szét. A
biparametrikus vizsgalatok sordn a DAPI fluorszcencia mellett a FISHIS jelolés
eredményeként mar a GAA-FITC fluorszcencia is szerepet jatszott a kromoszémak
szétvalogatasaban.

A dolgozat irasakor ugy itéltem meg hogy az egyes fajokon végzett aramlasi citometrias
vizsgalatok el6tt hasznos lenne bemutatni azt a FISH kariotipust amit a szeparalt
kromoszémak esetében is alkalmazni fogok. Mindezek alapjan mutattam be a 4.1.1.1.
szakaszban, illetve a 3. abran az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. biuncialis, illetve Ae.
geniculata FISH mintazatat a pSc119.2, Afa family és 45S rDNS probakkal, kozvetleniil
az egyparaméteres aramlasi citometrids vizsgalatok el6tt. Az egyparaméters vizsgalatok
utan a kétparaméteres vizsgalatokat bemutatd 4.1.2 szakaszban ezért mar csak
visszautaltam a kromoszdma azonositashoz alkalmazott kariotipusra.

2, ,,Egy tovéabbi észrevételem, hogy a 53. oldalon a szvegben 458, a 10. abran 18S proba
szerepel. A birdlé szerint az elsd a helyes. Ha mégsem, akkor ez a kiilénbség az oka a 3. és 10.

.....

eltéréseknek, vagy az pusztan az in situ hibridizéci6 jellegéb6l fakado technikai kiilonbség?”

Vilasz: Birdlom észrevételének megfelelden a 10. dbran sajnalatosan a 18S préba, mig a
szOvegben és az abra alairasban is 45S proba szerepel a kromoszémak masodlagos



befiizédéseire jellemzd 45S riboszomalis gének helyzetének in situ hibridizacioval
torténd kimutatasaval kapcsolatban.

A citogenetikai analizis sordn a 45S rDNS egységek konzervalt szekvenciaja és nagy
kdpiaszama lehetdvé teszi a masodlagos befliz6dések vizualizacidjat in situ hibridizacio
segitségével, ami felhasznalhatd a szatellites kromoszomak azonositisira a
legkiilonb6z6bb fajok esetében. Csoportunk a 90-es évektdl kb. 2013-ig a Gerlach és
Bedbrook (1979) éltal, a 45S rDNS egységek Chinese Spring bizabol tortént klonozasa
soran eldéllitott pTa71 plazmidot hasznalta hibridizaciés probaként, mely inzertként a
teljes 45S egységet tartalmazta. Az évek soran a pTa71 plazmidok fenntartisa a baktérium
kultirakban, majd a proba el6allitas soran a kultirak felszaporitésa, és a plazmid izolalas,
hosszadalmasnak és komplikaltnak bizonyult. Ezért 2013 koérnyékén ugy dontottiink,
hogy a génspecifikus proba eldallitdsdhoz a tovabbiakban a 45S rDNS egységek részét
képezd konzervativ szekvencidval rendelkez6é 18S rDNS gént fogjuk hasznalni, melyet
Chang és mtsai (2010) altal leirt médon PCR segitségével szaporitottunk fel teljes rizs
genomi DNS-t templatként felhaszndlva, amit azutan nick-transzlacié segitségével
jeloltiink. A késébbi évek tapasztalatai azt mutattak, hogy a rizsb6l eldallitott 45S probak
remekiil miikodtek a vizsgalt gabonafajok és vad rokonaik esetében.

Ertekezésemben a probak egységes névhasznalatara torekedtem, ezért ahol lehetett a 45S
rDNS elnevezést hasznaltam, de a 10. abra még sajnilatosan a publikaciébol
visszamaradt 18S jel6lést tartalmazta.

Az emlitett 3. és 10. abrakon az Ae. umbellulata MvGB470 és AE740/03 genotipusali,
valamint az de. comosa MvGB1039 genotipusanak mitotikus kromoszémainak az Afa
family, pSc119.2 és a 45S rDNS prébakkal készitett FISH fotoi lathatok. A 18S alapu
rDNS probak egyértelmiien jelezték a masodlagos befliz6dések jelenlétét az Ae.
umbellulata 1U ¢és 5U valamint az de. comosa 1M és 6M kromoszomain, melyek
klasszifikacidjat a masik két préba hibridizaciés mintazata is megerdsiti. Mind ezek
alapjan nagy valdszinliséggel kijelenthetd, hogy a két abran lathaté intenzitasbeli
kiilonbségek a FISH jellegébdl fakadé technikai kiilonbségeknek tudhatok be, de az Ae.
umbellulata esetében az sem zarhatd ki, hogy a FISH jelek intenzitasbeli kiilonbségeinek
hatterében a két genotipus kozti 45S rDNS egységek kopiaszam kiilonbségei is allhatnak.
Mindez azonban megitélésem szerint nem befolyasolta az U és M kromoszomak
azonositasat.

Kérdésekre adott vialaszaim:

1. kérdés ,,A 78. oldalon irja, hogy eredményeik alapjan javasoltdk az Aegilops markgrafii
kromoszémainak atnevezését, ami teljesen megalapozottnak tlinik. Sikeriilt-e ezt elérni?”’

Valasz:

Igen, a kromoszémak atnevezését sikeriilt, részben javaslatainknak megfelel6en, elérni.
Kisérleteinkben az Ae. markgrafii MvGB428 és MvGB607 genotipusok
kromoszémainak azonositasa a pSc119.2. Afa family és a 45S rDNA probak segitségével
a Badaeva és mtsai (1996a,b) éltal kidolgozott referencia kariotipus alapjan tortént, mind
a gyokéresucs osztodé merisztéma sejtek, mind az 4aramlasi citometridval izolalt
kromoszémak esetében.

Ugyanakkor az izolalt kromoszomak DNS mintdin végzett COS marker analizis
ramutatott arra, hogy az ortolog gének elhelyezkedése alapjan feltart biza-Ae. markgrafii
homeoldg kapcsolat néhany C kromoszoma esetében sériil, ezért 2016-ban javasoltuk a
2C kromoszoma atnevezését 6C-re, a 3C atnevezését 7C-re, a 7C atnevezését 2C-re, végiil
a 6C kromoszoma atnevezését 3C-re (Molnar et al.2016).
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A némenklatira megvaltoztatasanak sziikségeségét Danilova és munkatarsainak egy
¢vvel késobb publikalt eredményei (2017) is igazoltak. A szerz6k szintén ortol6g gének
segitségével, de in situ hibridizacioval (single-gene FISH segitségével) vizsgaltak a biza
€s az Ae. markgrafii genomjai kozti kapcsolatot. Ahogyan azt dolgozatomban is
emlitettem az altalunk és a Danilova és munkatarsai (2017) altal javasolt ndmenklatira
kozott egyetértés van az 1C, 3C, 5C és 7C kromoszomakat illetden. Ugyanakkor a két
tanulmany eltéréen azonositja a 2C, 4C és 6C kromoszémakat, aminek hatterében allhat
a két munka altal alkalmazott alacsony markersiiriiség (kromoszémanként atlagosan 14,1,
illetve 13,1 marker), illetve az egyes kromoszémakat érinté nagymértékii
genomatrendez6dések (Molnar et al.2016; Danilova et al 1017). Ez mindkét esetben
megneheziti a részletes buza-Aegilops genomkapcsolatok kromoszdma szint( tisztazasat.
Végiil Parisod and Badaeva 2020-ban megjelent ,,Chromosome restructuring among
hybridizing wild wheats.” c. tanulmanyukban (New Phytology, 226(5):1263-1273. doi:
10.1111/nph.16415.) szintén a Danilova és munkatarsai altal javasolt kromoszéma
nomenklaturat hasznaltak, melyet az Ae. umbellulata, Ae. comosa és Ae. markgrafii
single-gene FISH alapi 6sszehasonlité genomanaliziséhez csoportunk is alkalmazott
(Said et al. 2021).

Hosszii tdvon azonban az egyes Ae. markgrafii kromoszémék szekvenalasa és
génosszetételik meghatarozasa szolgaltathat meggy6z6 bizonyitékot a biza
kromoszémakkal mutatott homeoldg kapcsolataikat illetéen.

2. kérdés ,,Dolgozataban az MvGB642 genotipus martonvasari levélrozsda toérzsekkel
szembeni ellendllésagardl beszél. Ez milyen mértéki ellenalldsagot jelent valdjaban? Milyen
elterjedtségliek és agronémiai jelentdségilick ezek a torzsek?”

Vilasz:

Az Ae. biuncialis MvGB642 génbanki tétel levélrozsda rezisztenciajat a martovasari
fajateldallité nemesitésben alkalmazott mddszertan segitségével vizsgaltuk Csépld
Mobnika, a Kalaszos Gabona Nemesitési osztaly munkatarsanak kézremiik6désével, amit
ezuton is haldsan koszonok neki. A szabadfoldi rozsdakertben kiilonbdz6 blzafajtakrol
begylijtott Puccinia triticina FEriks. rasszkeveréket iiveghazi korilmények kozott
érzékeny Alcedo hexaploid buza fajtan szaporitottuk fel és az igy eldallitott uredospéra
keverékkel fertézve vizsgaltuk a kisérleti névények kisnovény kori rezisztenciajat.

Az Ae. biuncialis génbanki tételek 2-leveles allapoti novényeit a fert6zést kovetd 10. nap
utan értékeltiik a Stakman et al. (1962) altal leirt médon. A névények reakcidit egy 0-; ,
1-4 skalan kategorizaltuk, ahol a ,, 0 ” az immunis, a ,, ; ” a hiperszenzitiv reakciét ado
rezisztens tipust, mig az 1-4-ig terjedd kategdridkat a ndvekvd mértékben fogékony
valaszreakcidknak tekintettiik.

Az MvGB642 genotipus 2017-ben, 2018-ban és 2020-ban tiinetmentes volt, ,,0” jelolést
kapott, azaz immunis volt, mig 2019-ben ,, ; ” kategoridt kapott, azaz hiperszenzitiv
reakciot figyeltiink meg. 2018-ban az MvGB642-es genotipussal egy idében vizsgaltuk
az érzékenynek bizonyult anyai biza Mv9krl genotipust valamint harom Mv9krl x Ae.
biuncialis MvGB642 visszakeresztezett BC1 névényt. (A BCi generacié egy kdpidban
hordozza az Osszes Aegilops kromoszoémat a két kopiaban jelenlévé buza kromoszémak
mellett.). A teszt soran a BC; névények mindegyike ,,0”, tiinetmentes értékelést kapott,
ami arra utal, hogy az Ade. biuncialis MvGB642 sziil6 levélrozsda rezisztenciaért felels
génje a buza genetikai hattérben is megnyilvanul és képes hatékony rezisztenciat
biztositani a levélrozsda rasszkeverékkel szemben. A célunk az, hogy a még hianyzé
addiciés vonalak eldallitasaval, megtaldljuk azt az Aegilops kromoszomat, amely az
MvGB642 genotipus levélrozsda rezisztenciajat hordozza, majd buza-Ae. biuncialis



transzlokaciok létrehozéasaval olyan introgresszios vonalak létrehozasa mely a levélrozsda
rezisztencia mellett elfogadhat6 agrondémiai tulajdonsagokkal is rendelkezik.

Az alkalmazott levélrozsda rasszkeveréket alkotd torzsek elterjedésére vonatkozoan
nincsennek pontos ismereteink. A rasszkeverék patogenitasat Tatcher alapd kozel izogén
hexaploid blza vonalakkal teszteljik melyek a kovetkez6 ismert rezisztencia géneket
hordozzék: Lrl, Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3, Lr3bg, Lr9, Lr10, Lrll, Lri2, Lri3, Lri4a, Lri4b,
Lri5, Lrl6, Lri7, Lril8, Lri9, Lr20, Lr21, Lr22, Lr23, Lr26, Lr28 Lr29, Lr30, Lr33,
Lr34, Lr35, Lr37, Lr38, Lr44-1,B. E vizsgalatok eredményei megmutatjak, hogy mely
gének nyujthatnak hatékony rezisztenciat egy adott évben a raszkeveréket alkotd
patotipusok ellen és melyek bizonyultak hatastalannak. Az eredmények egyben jelezhetik
arasszkeverék Osszetételének esetleges modosulasat is. Elmondhatd, hogy a 2016 és 2020
kozott évente elvégzett szant6foldi tesztek alapjan az Lr9, Lr19 és Lr29 gének minden
évben hatekony rezisztenciat biztositottak a rasszkeverékkel végzett mesterséges
fertézésekkel szemben. (Megjegyzem, hogy az Lr9 gén az Ae. biuncialis diploid 6sének,
az Ae. umbellulata-nak a 6U kromoszomajan lokalizalt, melyet Sears 1956-ban
besugarzas segitségével 1étrehozott 6BS.6BL-6UL transzlokécié segitségével vitt at a
buzaba (Sears 1956, Lasd a Disszertacié 17. oldala)). Ezen kiviil az Lr28 2016-ban, az
Lr44-2 2019-ben €s 2020-ban, az Lr24, Lr32 és Lr35 szintén 2020-ban tudott hatékony
védelmet biztositani.

Végiil a martonvésari levél rozsda rasszkeverék jelentdségével kapcsolatban szeretném
kiemelni, hogy a provokéciés tenyészkertben fenntartott optimalis koriilmények, pl.
magas paratartalom, segitségével olyan kérokoz6 nyomast igyeksziink fenntartani, amely
normdl szant6foldi koriilmények kozott nem fordul elé a gyakorlatban. Ennek
eredményeként elmondhat6 hogy az a vonal ami Martonvasaron fogékonynak bizonyul,
nem biztos hogy az orszag mas teriiletein is fogékony lesz. Viszont, az a fajta, ami
Martonvésaron rezisztens volt, az nagy valdszinliséggel orszagosan is rezisztens lehet.

3. kérdés ,,Van-e a disszertacio elkésziilte 6ta eldrelépés az Aegilops biuncialis agronémialig
értékes génjeinek térképezésében, €s ha igen, vannak-e ebbdl a szempontbol igéretes
addicids/transzlokacids vonalak?”

Valasz:

Az agrondmiailag hasznos tulajdonsagokat meghatarozé gének térképezéséhez olyan
térképezési populdciéra van sziikség ahol a populacié egyes vonalaibél megfelel6
mennyiségl (esetenként tébb sz4z) szem all rendelkezésre a fenotipizalasi kisérletek tébb
ismétlésben, és tobb élohelyen torténd kivitelezésére. Akadémiai Doktori Palyazatomat
2021 8szén nyuijtottam be. Ebben az idében az Ae. biuncialis MvGB382 x MvGB642
kétsziilés F6 RIL térképezési populacié 166 vonalanak els6 tiveghazi felszaporitasa volt
folyamatban, mely vonalanként 30-90 szemet eredményezett. Még ez év 6szén az Intézet
szant6foldi tenyészkertjébe kivettettilk a vonalak 20-20 szemét tovabbi felszaporitas
céljaval. A kalaszok cséplése, feldolgozésa 2022 szeptemberében még folyamatban volt,
igy az Ae. biuncialis F6 RIL populécié felhasznalasa a nemesitési szempontbol fontos
tulajdonsagok genetikai hatterének térképezésére a kvetkez6 években lehet aktualis.

A korabban el6allitott addicids és transzlokacids vonalak agronémiai, biokémiai és
stresszfiziolégiai vizsgalatai azonban felfedték néhany hasznos tulajdonsagért felelds
genomi régié kromoszoma szintii elhelyezkedését. Az emlitett vizsgalatokat a
Mez6gazdasagi Intézet kiilonbzd osztalyain dolgozé kollégakkal egyiittmiikdésben
torténtek. E kooperaciok eredményeibdl emlitenék a tovabbiakban kettét.

Kozponti szereptiknél fogva a gabonafélék fontos élelmi rost-forrasok. Az élelmi rostok
egyik legfontosabb alkotérészét a sejtfal poliszacharidok képezik. A buzaban és a rozsban



az arabinoxylan a dominéns sejtfal poliszacharid forma, mig az arpaban és az Aegilops
fajok tobbségében a B-D-glucan. A Kal4szos Gabona Nemesitési osztalyon dolgozd
Rakszegi Mariann kolléganémmel folyé kooperacié keretében felmeriilt annak a
lehetdsége, hogy fajkeresztezésekkel talan moédositani lehetne a buza étkezési rost
Osszetételét annak érdekében, hogy noveljik a szemtermés B-glucan tartalmat. A Marian
altal Ae. biuncialis és Ae. geniculata vonalakon, illetve btiza Aegilops addiciés vonalakon
végzett részletes biokémiai vizsgalatok kimutattak, hogy a két Aegilops faj vonalainak B-
glucan tartalma 2-5-szor6se volt a buzaszemek teljes kidrlésii mintaiban mért értékeknek.
A Frontiers in Plant Science-ben k6zo6lt eredmények (Rakszegi et al. 2017) jelzik, hogy a
vizsgalt Aegilops fajok alkalmas génforrasai lehetnek a buza B-gliikan tartalmat névelni
szandékozo génatviteli programoknak.

A buza (Chinese Spring) — Aegilops geniculata és az altalunk elballitott bliza (Mv9krl) —
Ae. biuncialis MvGB642 addicids vonalak vizsgalata arra is ramutatott, hogy az 5U, 7U,
és 7M kromoszomék képesek voltak a sziil6i buza vonalak B-gliikan tartalmat nvelni. Itt
jegyzem meg, hogy az U genom diploid 8sének, az Ae. umbellulata-nak a kromoszoma
Osszeillesztéseit megvizsgalva, tobb a B-gliikkdn szintézisben szerepet jatszé gén is
megtalalhato volt az emlitett kromoszémak annotalt génjei kozott. Igy példaul az arpa SH
kromoszémajan lokalizalt HvCslF7 gén Aegilops homeoldgja az 5U, a 7H kromoszéman
talalhaté HvCslF6 géné a 7U kromoszéman volt kimutathato.

A novényélettani és metabolomikai osztalyon Darké Eva kolléganém vizsgilta az
Mv9krl-Ae. biuncialis MvGB642 addiciés vonalak séstresszre adott valaszreakcioit
Hoagland tapoldatban alkalmazott 100, majd 200 mM NaCl mellett a sémentes kézegben
nétt kontrollhoz képest. A morfoldgiai, fiziologiai (fotoszintetikus CO. asszimilacio),
metabolomikai (ozmolitikumok, pl. prolin, glicin-betain és kiilonb6z6 cukrok) valamint
az ozmotikus stresszvalaszhoz ktédd Na akkumulciot befolyasol6 gének (pl. Na“/H' -
tarnszporterek) expresszidja alapjan kapott eredményeink arra utaltak, hogy a 2M és 3M
kromoszémak névelték a buza sziilé sotirését (Darko et al. 2020). Szintén kimutathato
volt, hogy a 3M kromoszémat tartalmazé addiciés vonalban a cukor és prolin
felhalmozddassal Gsszefiiggd intenzivebb ozmotikus adaptacio volt a dominans, mig a
2M addicié esetében inkabb a Na vakudlumokba torténd kizardsa volt a jellemzd
védekezési mechanizmus.

A kozeljovoben az Ae. biuncialis MvGB382 x MvGB642 F6 RIL térképezési populacid
vizsgalataval a fenti (€s tovabbi) tulajdonsagokért felelos QTL régiok kromoszémakon
beliili genetikai pozicidja pontosabban is megallapithaté lesz. A genetikai poziciok a
kromoszomék szekvencia Osszeillesztéseinek ismeretében hozzajarulhatnak néhany
agrondmiai szempontbo6! fontos Aegilops gén azonositasahoz, és génspecifikus markerek
segitségével torténd atviteléhez a buizaba.

4. kérdés ,,A buza és Aegilops kromoszémak homeolog régidinak ismerete hogyan segiti eld
az introgresszios nemesitést? Egyeldre ugy tinik, hogy az addicids és transzlokaciés vonalak
el6allitasa véletlenszerii.”

Valasz: A valaszadas eldtt a kérdést ketté vélasztandm. Az addicidés vonalak
eldallitasanak genetikai hatterét a kovetkezd kérdés is érinti, ezért ezzel a résszel ott
foglalkoznék részletesen. Itt most csak azzal foglalkoznék részletesen, hogy a buiza és az
Aegilops kromoszoémak homeolog régidinak ismerete hogyan segitheti az introgresszios
nemesitést, mellyre tobb lehet6séget is 1atok.

a, Példaul a biza és az idegen kromoszomak kolinearitasanak ismeretében megtervezhetd
az a stratégia mellyel a legnagyobb valdsziniiséggel éllithatunk eld kompenzal6 tipusa



buza-idegenfaju transzlokacidkat. Példaul a kolinearis idegen kromoszomak (pl. 1U)
esetében dupla monoszémas allapot 1étrehozasaval eldallithatok olyan vonalak, ahol egy
kivant buza (pl. 1D) és az idegen kromoszoéma (1U) 1-1 képidban fordul el6. A dupla
monoszémas vonalak meiozisdban az univalensek miszdivizidjanak valdszinlisége
magasabb igy az utédokban Robertsoni transzlokaciok megjelenése varhatd. A phlb
mutaciét hordozé biza genetikai hattérben az 1U és az els6 homeoldg csoporthoz tartozé
biza kromoszémak kézti rekombinécié szintén nagyobb gyakorisaggal kovetkezhet be,
ezért az utédokban megfelelé markerekkel kivallogathatok az 1A-1U, 1D-1U vagy 1B-
1U transzlokaciok. Viszont a blizdhoz képest erbsen atrendez6détt 6U kromoszoma
esetében a csdkkent mértékli kollinearitds és kromoszoma parosodds miatt nem
javasolnam a rekombinacion alapul6 stratégiat. Itt sikeresebb lehet a random
kromoszdoma torések létrehozésa, pl. besugarzas vagy a gametocid gének alkalmazasanak
segitségével. Hasonld moédszereket alkalmazott Sears is 1956-ban, amikor a vilagon
els6ként hozott 1étre idegenfaji transzlokacidt és vitte at a 6U kromoszéma hosszh karjan
lokalizalt Lr9 gént (Sears, 1956).

b, A homeoldg régiok ismeretében markerekkel telithetiink egy-egy idegen kromoszémat,
melyek segitségével céliranyosan szelektalhatunk egy adott kromoszdéma jelenlétére egy
elénemesitési populaciéban, ami kdnnyebbé teheti az j addiciés vonalak elballitasat.
Szintén gyakori jelenség, hogy egy adott transzlokacid az elényds tulajdonsagok mellett
pleiotrép hatasokkal is rendelkezik (p. terméscsdkkentd hatés). Altalanosan alkalmazott
eljaras ezekben az esctekben az 4tvitt idegen szegmentum méretének csokkentése
homeol6og rekombinacié segitségével. A phlb muticiét hordozé blza vonalak
segitségével 1étrehozott keresztezések utddjaiban markerek segitségével kivalogathatdk a
csokkent méretli kromoszéma szegmentumot hordoz6 transzlokaciok.

¢, Végiil a homeolo6g régidk ismeretében lehet6ség nyilik egy-egy agrondmiailag fontos
tulajdonsag térképezésére egy idegen kromoszoman beliill példaul két, az adott
tulajdonsagra nézve kontrasztos addici6s vonal kerseztezésébol szarmazo populdcion. A
térkép adatok alapjan a késébbiekben mar csk az adott kromoszéma (QTL-)régidjara kell
marker-szelektalni a génatviteli folyamat soran. Erre a stratégiara lehet szép példa az Lr57
és Yr40 gének finomtérképezése az Ae. geniculata SM® kromoszémajan (Steadham et al.
2021).

Mindez azt is jelzi, hogy egy tervszerlien kialakitott genetikai rendszer segitségével (pl.
az egységes Mv9krl buza genetikai hattér alkalmazasdval) a fajidegen génatviteli
programok mér olyan abiciézus célokat is kitlizhetnek, mint egy-egy fontosabb gén
klénozasa.

5. kérdés ,,A hianyzé bhza x Ae. biuncialis addiciés vonalakat két nekifutasra sem sikeriilt

eldallitani. Ez csak id6 és eréfeszités kérdése, vagy lehet, hogy genetikai hattere van?”
Valasz: ValOban igaz, hogy a hidnyzd buza x Ae. biuncialis addiciés vonalakat két
nekifutdsra sem sikeriilt el6allitani. Az idegenfaji addicios vonalak eléallitdsanak
altalanos menete szerint a buza és az idegen faj keresztezésével 1étrehozott F; hibrideket
kolhicinnel kezelve amfiploidokat hozunk létre, melyek két-két kopiaban hordozzak a
buza és az idegen faj kromoszomait. Az Mv9krl- Ae. biuncialis amfiploidok esetében a
14 U és 14 M kromoszéma jelenlétét mi is tobbszér ellendriztitk (Molnar et al. 2009,
Tiirkosi et al. 2022). A késGbbiekben az amfiploidokat a buza sziilével visszakeresztezve
BC,, majd BC:; és BCs generaciokat hozunk létre. A BC; noévényekben a biza
kromoszémaék 2-2 kopidban, mig az Aegilops kromoszomaék 1-1 kdpidban fordulnak el6.
Valoszintileg a BCi nvények ivarsejtképzddése soran a nagyszamu Aegilops univalens
eredményeként a kiegyensulyozott meiotikus kromoszéma parosodas zavart szenved.
Kromoszoma torések alakulhatnak ki, illetve az univalensek véletlenszerit
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szegregacidjanak kovetkeztében eltér6 kromoszomaszamu és eltérd életképességii
utddsejt jon létre. Az erésen lecsdkkent fertilitds eredményeként a BCi1 novényekbol
torténd BC, generacio eldallitasa a kis szemszam miatt tekinthet6 a mi gyakorlatunkban
az egyik legnehezebb 1épésnek. Valosziniileg ebben a 1épésben veszitjiik el a legtébb
idegen kromoszémat. A harmadik visszakeresztezéssel tovabb csokken az idegen
kromoszémak szama, igy altalaban a BCs generaciéban és annak Ontermékenyitett
utédjaiban szelektalunk azokra a vonalakra, melyek mar csak egy adott Aegilops
kromoszémat hordoznak monoszémas vagy diszoémas formaban.

A még hianyz6 blza-Ae. biuncialis addicids vonalak eldallitdsa egyrészt ido, illetve
er6feszités kérdése. Ezt a Kkijelentést leginkdbb az indokolja, hogy a hasonlé
genomdsszetételll Ae. geniculata (2n= 4x=28; USUEMEME) esetében a teljes buza-
Aegilops addicids sorozat mar rendelkezésre 4ll (Friebe et al. 1999), ami valdsziniileg
szintén lehetséges lehet a genetikailag nagyon hasonlé Ae. biuncialis (2n= 4x=28;
UPUPMPMP) esetében is. A disszerticidoban bemutatott molekuldris markerek
segitségével nagyobb populacidk tesztelhetdk a hianyzd kromoszémaék jelenlétére
vonatkozdan, ami jelentGsen segitheti az j addicidés vonalak el6allitasat. A még t6bb
idegen kromoszémat hordoz6 BC, genericié évente torténd 0jbdli eldallitasaval és
tesztelésével nagyobb sikerrel valogathatjuk ki az uj vonalakat. Mindezek alapjan az uj
addiciés vonalak el6allitasa jelentds részben, idd, erdfeszités és anyagi erdforras kérdése.
Ugyanakkor genetikai faktorok szintén nehezitik a még hidnyz6 addiciés vonalak
eléallitasat. A BCz és BCs generacidkban torténd kromoszéma eliminédcié bizonyos
kromoszoémak esetében nagyobb valdszinliséggel kovetkezik be. A preferalt
kromoszéma eliminacié jelenségére tobbféle magyarazat 1étezik, melyek egyrészt
citogenetikai jellegliek. Perni¢kové és munkatarsai szerint (Perni¢kova et al. 2019) az
idegen kromoszomaék instabilitdsa visszavezetheté a meiotikus kromoszémapérosodas
zavartsigira. Ennek okaként a szerz6k megemlitik, hogy a buzéban az idegen (rozs)
kromoszémak gyakran nem kapcsolédnak a sejmag hartyahoz és ritkdn foglalnak el
megfeleld poziciét a telomer klaszteren beliill. Ez a meidzis kezdetén akadalyozhatja a
telomer csokrokba (angol kifejezéssel *telomere bouquet’) térténd vandorlasukat, ami
csOkkent szinapszishoz és csdkkent metafdzis I-es parosodashoz vezethet. A meidzis L
metafazisaban a redukalt gyakorisagi parosodas csokkenti az ilyen kromoszémak
atviteli sebességét az egymast kovetd generaciokba, és igy destabilizalhatja a hibrid
genom integritasat.

A preferalt kromoszoma eliminacié molekularis hattre szintén 6sszefliggésben allhat az
allopoliploidizacié kapcsan felmeriilt »genomdominancia”, vagy
,.szubgenomdominancia” jelenségével. Az allopoliploid hibridek kialakulasakor az egyik
sziil6i genom ,domindnssd” valik a masik genom felett az egymdast kovetd
generaciokban. A genomdominancia kialakulasaban t6bb folyamat is szerepet jatszhat,
igy (1) a dominans genom méretének ndvekedése €s/vagy az ’elnyomott’ genom
méretének csokkenése, (2) az elnyomott genom kromoszémadinak eliminaciodja, (3) az
elnyomott genom kromoszémainak helyettesitése a domindns genom kromoszémaival,
(4) az elnyomott genom alléljeinek eltavolitasa preferenciélis deléciok, vagy elnémitasa
epigenetikai folyamatok révén, (5) a transpozabilis elemek (TE) preferenciélis
aktivalasa, (6) illetve az elnyomott genom globalis metilacids valtozasai (Glombik et al.,
2020). Genetikailag instabil H. wvulgare x H. bulbosum hibrideken az idegen
kromoszémak eliminécidja szinén kapcsolatba hozhat6 a centroméra specifikus histon
fehérjék (CenH3) elvesztésével. Andreas Houben és kutatdcsoportja szerint a diploid
arpafajok két CENH3-valtozatot kédolnak, amelyek géntermékei a mitotikus és
meiotikus centromérakban keverednek. Genetikailag stabil fajkombinacidkban a



CENH3 valtozatok fajok kozotti beépiilése megtorténik a centroméra-szekvencia
kiilénbségek ellenére (Sanei et al. 2011).

Az allopoliploidizaci6 soran az Aegilops fajok (de. biuncialis, Ae. geniculata) bizonyos
U és M kromoszémadinak a diploid 6s6khéz (de. umbellulata, Ae. comosa) képest
bekovetkezé méretbeli valtozasaira mér a Disszertacié aramlési citometrids vizsgilatai
is utaltak (lasd a disszertacié 4.1.1 - 4.1.3. fejezetei). Ugyanakkor a buza-Aegilops
rendszerben bekdvetkezd kromoszéma eliminacid molekularis hatterének pontosabb
megértését a jovoben talan pont az Aegilops kromoszémak diploid és tetraploid fajokbol,
illetve buza-Aegilops addiciés vonalakbdl t6rténd izoldldsa, majd az izolalt
kromoszémaék proteomikai vizsgalata és szekvenalasa fogja biztositani.

6. kérdés ,,Hogyan latja a hosszatavi lehetdségeket, melyik vezethet rovidebb tdvon és/vagy
nagyobb valdszinliséggel gyakorlati eredményre, a keresztezésen alapulé marker-asszisztalt
idegenfaju génatvitel vagy a genetikai térképen/szekvencia analizisen alapuld génizolalast
kovetd genomszerkesztés?”

Valasz: A keresztezésen alapuld idegenfaji génatvitel hosszii multra tekint vissza,
példaul a buza x Aegilops keresztezésekrol mar 1863-ban beszamoltak (14sd az értekezés
13. oldala). Az elmult csaknem 160 év alatt a fajkeresztezési programok szdmos, a
mezOgazdasagi gyakorlatban is alkalmazott introgressziés vonalat eredményeztek.
Gondoljunk csak a jol ismert 1 BL.1RS transzlokaciora, melynek pozitiv hatisa van a buza
szemtermésére, de vannak informaciok a gyokér biomassza, a vizhasznositasi hatasfok és
a harvest index ndvelésére (Carver and Rayburn, 1994, Villareal et al. 1998, Ehdaie et al.
2003, Hoffmann 2008), csak ugy, mint a kiilonb6z6 novénybetegségekkel szembni
rezisztenciat biztositd (ma mar nem hatékony) génekre (PmS8, Lr26, Sr31 és Yr9)
vonatkozoéan. Az 1BL.1IRS transzlokaci6 vilagszerte jelen van a buzafajtidk jelent6s
részében. A 2000 és 2013 kozott bejelentett buzafajtak kozott Oroszorszag és Ausztralia
esetében ez 1-2%-ra tehetd, mig az Egyesiilt Allamokban elérheti a 15%-ot is (Crespo-
Herrera et al. 2017).

Més fajokbol szdrmaz6 rezisztencia gének példaul a Th. ponticum-bdl szdrmazo
Sr24/Lr24, vagy az Ae. ventricosa-bol szarmazo Sr38/Lr37/Yr17 szintén jelen vannak
Ausztral, Eszak Amerikai és Dél Afrikai buzafajtakban (Brennan et al., 1983, Le Roux
and Rijkenberg, 1987, Bariana et al., 2007).

Az Aegilops fajokkal kapcsolatban szintén elmondhatd, hogy 2018-ig mintegy 20
levélrozsda- és 15 lisztharmat rezisztencia gént vittek at a bizaba (Kishii 2019).
Mindezek a kiragadott példak jelzik, hogy a keresztezésen alapulé marker-asszisztalt
idegenfaju génatvitel stratégidja mar eddig is szamos, a gyakorlatban is alkalmazott
eredményt hozott létre. Meggy6z8désem, hogy az elmilt évszdzadhoz hasonléan, amikor
a biotechnolégia vagy a molekuléris genetika teriiletén sziiletett egy-egy felfedezés (pl.
a kolhicin bevezetése, a fluoreszcens in situ hibridizacié megjelenése, vagy a PCR alapu
molekularis markerek alkalmazasa) Gjabb és (jabb 16kést adott a fajkeresztezésen
alapulé génatviteli programoknak, ugy a jelenlegi genomikai érdban alkalmazott
legmodernebb technologiak (RNAseq, kiilonbdzé genomszekvenaldsi médszerek,
nagyfelbontasti markerrendszerek: Genotype-by-Sequencing markerek, SNP chippek) és
térképezési eljarasok (Két sziilds keresztezési populaciok, GWAS, AgRenSeq, stb.) a
génbankokban 6rzott genetikai diverzitas mind fokozottabb, szinte iparszer(i kiaknazasat
fogjak eredményezni. Ezt tdmasztjak ald az elmult 4-5 évben megjelent elméleti
Osszefoglalé miivek (Bohra et al. 2022) és a konkrét eredményekrdl sz616 publikciok
(King et al. 2017, Steadham et al. 2021). Az elmult évtizedben magam is azon dolgoztam,
hogy a keresztezésen alapulé de genetikai térképpel és szekvencia analizissel timogatva



a kés6bbi génizolalast is lehetévé tevd, marker-asszisztalt idegenfaju génatvitel a lehet6
legnagyobb hatékonysaggal tudjon megvaldsulni a Mez6gazdasagi Intézetben.

A CRISPR/Cas9-alapu genom editalas egy sokkal fiatlabb technolégia (Barrangou and
Marraffini 2014). Ennek ellenére jol mutatja a mdodszer jelentdségét, hogy mar most is
talalunk néhany, a gyakorlatban is alkalmazhat6 eredményt.

Példaul sikeriilt a hexaploid biza mindharom Mlo (Mildew Locus O) alléljének
kititésével rezisztenciat biztositani a lisztharmat kérokozéjaval, a Blumeria graminis f.sp.
tritici (Bgt) ellen, mely egyben az elsé stabilan genom editalt buza genotipust is jelentette
(Wang et al., 2014) A CRISPR-Cas9 technologiaval a késobbiekben sikerrel rontottak el
a-gliadin géneket, mely a gluténtartalom csékkenését eredményezte (Sanchez-Ledn et
al., 2018), potencialis lehetdséget teremtve ezaltal a glutén érzékenységben szenveddk
szamara készitett specialis buzafajtak el6allitdsara. A TaGW2 gén kilitésével pedig a
szem tomegének novelésére talalunk szép példat (Zhang et al., 2018). Amennyiben a
technoldgia a jovében jogilag sem fog GMO megitélés ala esni, ugy szerves részét fogja
képezni a fajtael6allitd nemesitésnek, de hatékony segitséget nyujthat az introgresszids
nemesitéssel atvitt kulcs-gének (példaul rezisztencia gének) validalasahoz is.

Végiil szeretném megjegyezni, hogy a kérdésnek volt egyfajta szembeallitas jellege,
miszerint melyik médszer vezethet rovidebb tavon és/vagy nagyobb valdszintliséggel
gyakorlati eredményre. Véleményem szerint a gyakorlati eredmények (pl. egy-egy
hasznos gén azonositisa, beépitése elit buzafajtdkba) elérése érdekében sokkal
célravezetébb az a megkozelités, ha mindkét, s6t minden egyes szakmailag relevans
modszert (pl. genetikai térképezés, genom és transzkriptém szekvenalas, a rezisztencia
novénykortani tesztelése, mutagenezis, genomeditalés, citogenetika, markerkapcsolt
szelekcid, genom szelekcid) alkalmazzuk, ha az indokolt. A kérdés csak az, hogy
lesznek-e olyan kutatdcsoportok, amelyek képesek a fenti modszereket megbizhatdan és
rutinszerlien alkalmazni és egyméssal kooperalni.

Mégegyszer szeretném megkdszonni opponensemnek aldozatos munkajat.

Molnér Istvan
tudomanyos fémunkatars

Martonvasar, 2022. 11. 02.
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