Valasz Prof. Dr. Orban Laszlé opponensi véleményére

»Genetikai diverzitas és filogenetikai kutatasok Kozép- és Dél-Eurépaban élo
domesztikalt és vadon él6 dllatfajokban” cimit MTA doktori értekezésemrol

Tisztelt Professzor Ur!

Eloszor is fogadja Oszinte ¢és halas koszonetemet a disszertaciom targyilagos €s €pito jellegl
biralataért! Nagyon sokat jelent nekem, hogy Professzor ur vallalta az opponensi felkérést €s
elolvasta a munkamat. Valaszaimban igyekszem reagalni az Osszes felmerult kérdésére és
megjegyzesere.

Professzor ur észrevételeire adott valaszaim a kovetkezok:

v ey

Egyuttal itt szeretnék reagalni Professzor ur biralataban késébb megjelend fotora vonatkozo
megjegyzésére, miszerint azt abraként kellett volna kezelnem, illetve az internetes
hivatkozasok mikéntjére. Az értekezésre vonatkozoan altalanos formai kovetelmeény nincsen,
és a magyar tudomanyos kozleményekben talalhatunk példat a fent emlitett €s altalam
hasznalt formakra is, ezért hasznaltam azokat. De még egyszer kdszondm a megjegyzest, a
késobbiekben mar ezt a szellemiséget fogom kovetni munkaimban. Idetartozonak érzem azt a
megjegyzést is, miszerint az abrakat, tablazatokat magyarazo bekezdések végén utaltam az
illusztraciora, az els6 mondat vége helyett. Koszonom a megjegyzést, a késobbiekben erre is
jobban figyelek.

Sajnalom, hogy nem illusztraltam minden vizsgalt fajt/fajtat és ezért hianyérzet maradt
Biralomban. Igyekszem ezt szobeli eldadasomban potolni. Torekedtem arra, hogy minden
késobb roviditésként is hasznalt modszer, mutatoszam az elsd emlitéskor kifejtésre ¢€s
magyarazatra keriljon. Sajnos Ugy tinik, hogy ez minden igyekezetem ellenére sem sikertlt
mindenhol, amit sajnalok.

A Network analizisekhez hasznalt génbanki szekvenciak azonositoszamai azért keriltek
felsorolasra a szovegben onallo Melléklet helyett, mert utobbi esetben az értekezés maximum
150 oldalnyi terjedelmi korlatjan talhaladtam volna. A dolgozat megirasakor ugyan igy
kezdtem el dolgozni, azonban a tablazatok tomege a kiegészito informaciokkal mar tobb mint
30 oldal terjedelmii lett volna. Ezért dontottem inkabb az azonositok felsorolasszeri kozlése
mellett.

Koszonom Biralomnak a dolgozat stilusara, tagolasara, szerkesztésére, illusztracioira
vonatkozo pozitiv megjegyzéseit, €s sajnalom, hogy minden igyekezetem ellenére
szoismétlések maradtak az Anyag és modszer fejezetekben, illetve, hogy a szoveg tordelése
sem volt mindenhol kielégitd. A 28 oldalon keresztil felsorolt Irodalomjegyzékben sajnalattal
vettem észre, hogy valoban maradtak hianyossagok, foképpen a konferencia anyagok esetén.
Tovabba, hogy a 23. abran, a vaddiszno haplotipusok polimorf helyeinek bemutatasanal
kisebb betiméretet hasznaltam, és igy rontottam a lathatosagon. Az emlitett 23. abran nem
lathato InDel pozicio egy eliras kovetkezménye, amit mélységesen sajnalok! Koszondom
Professzor urnak, hogy az értekezés nagyon alapos és részletes vizsgalata soran ravilagitott
ezekre a hianyossagokra, mert ezzel hozzasegit ahhoz, hogy a jovoben ilyen szempontokbol is
még nagyobb odafigyeléssel ellendrizzem munkaimat.

Ugy gondolom, hogy ha a tézisekben megjelend tablazatot hasznaltam volna az Anyag és
Modszer fejezetben, ugy nem lettem volna a sziikséges meértekben részletes €s pontos az
egyes fejezetekben.

Koszonom ¢€s  tisztelettel elfogadom Professzor ur cimre vonatkozo megjegyzését.
Torekedtem a cim rovid, témat atfogd megtogalmazasara, amire ugyancsak tokéletes peldat



javasolt Biralom is. A roviditések, tablazatok és abrak jegyzéke szintén a terjedelmi korlatok
miatt nem szerepelnek az értekezésben.

Orommel tolt el, hogy a Bevezetés fejezetet elfogadja Professzor ur. Az alkalmazott
modszerek jellemzésére, indoklasara nem is gondoltam ebben a fejezetben, de teljes
mértékben elfogadom az ¢szrevételt. Koszonom az Irodalmi attekintésre vonatkozo pozitiv
szavakat is. A roman sziirkemarha létszamara vonatkozo adatok a 28. oldalon megtalalhatoak.
A vaddiszné haplotipusok elterjedését bemutato térképes abrak tobb nemzetkozi szakcikkben
megtalalhatoak. Sajnalom, hogy ezt kihagytam é€s hianyolja Biralom. Ugyanigy sajnalom,
hogy az értekezésben az aranysakal faj neve néhany helyen pontatlanul szerepel. Halasan
koszonom a pontositast! Orommel tolt el, hogy a damszarvasra vonatkozo fejezetrész elnyerte
Biralom tetszését. Az Anyag és modszer fejezeteknél a pontos leirasra torekedtem az
ismételhetoség érdekében. A genomialis DNS izolalasi modszereknél valoban nem minden
esetben jeleztem a modszer tipusat, €s csak a referenciat adtam meg. Probaltam nem elveszni
a részletekben, de egyetértek Professzor urral abban, hogy ez segitette volna az olvasokat. A
vaddiszné fajon végzett kutatas izomszovet mintak felhasznalasaval tortént. Az Eredmények
és azok megvitatasa fejezetben a kozép-, kelet- és dél-europai juhfajtakra vonatkozo
kutatasban a klaszteranalizis nem adott teljesen konzisztens eredményt, de a legvalosziniibb
klaszterszamnak a K=10 mutatkozott. A referalt 2007-ben megjelent szakcikk —amely 57
europai és kozel-keleti juhfajtat vizsgalt, koztitkk néhanyat az altalunk is vizsgaltakbol- eltéro
eredményének oka az eltér6 mikroszatellit és elemszammal, illetve a nem ugyanazon
allomanyok mintazasaval magyarazhato. Ezek a fajtak, ahogy értekezésemben is jelezni
probaltam, inkabb fajtacsoportként kezelenddek. A fajtak kozotti génaramlas, kilondsen a
Balkan régioban, igen intenziv, sokaig nem volt jellemz0 a térségben a célzott tenyésztés, igy
nem csoda, ha a kilonbozo vizsgalatok eredményei nagyobb szorast mutatnak, hiszen a
killonbozo kutatocsoportoknak nagy valosziniséggel nem ugyanazon egyedek mintazasahoz
van hozzaférésuk. A két régiobol szarmazd torok kivircik allomanyok, nem csak cigaja
juhokkal alltak kozeli genetikai tavolsagra, hanem a torok gokceada vagy szerb pramenka
fajtaval is. Erre alapoztam, kijelentésem. Sajnalom, hogy Professzor ur nem tartja a
célkitiizésekhez kapcsolodonak a hortobagyi racka fajtarol szolo esettanulmany végén a
fajtaval végzett jelenlegi kutatasainkat. Szerettem volna szemléltetni, hogy a kutatasaimat
sohasem tekintem befejezettnek, és mindig igyekszem bdviteni az eredmények korét, uj
megkozelitésekkel, u) mintakkal és ] modszerekkel, elemzésekkel. Az altalunk vizsgalt
roman sziirkemarha mtDNS szekvencidkat Osszevetettik 605 kulonbozé fajtaba tartozd
szarvasmarha szekvenciaval, amely adatkészlet tartalmazta a magyar szirke (EU982211-
EU982290, GQ129207), a bolgar szirke (KF373013- KF373019) és az ukran szirke
(GQ129208) fajtakat, azok relevans génbanki mtDNS szekvencia részleteit. A szekvenciak
osszeillesztése utan 377 bp hosszu régioval dolgoztunk é€s osszesen 260 haplotipust
detektaltunk. Egyértelm( foldrajzi, mai orszaghataroknak megfeleld elkiloniiléseket nem
talaltunk, igy nem kozoltik az eredményt. A napjainkban megkiilonboztetett ukran, roman és
magyar szirkemarha egyedek is keverten tartoztak az egyes haplotipusokba. A bolgar
sziirkemarha volt az a fajta, aminek egyedei tobb kilon haplotipust alkottak. Sajnalom, hogy
Biralom szerint a vaddiszno esetében a SAMOVA analizis eredményét bemutato abrat és az
azt magyarazd szoveget nem részleteztem eléggé. llletve a filogenetikai analizis
értelmezésénél valoban hangsulyosabban kellett volna kifejeznem, hogy miért nem tartom az
elozetes varakozasoknak megfelelonek az eredményeket. A genomi szekvenciak elemzésén
alapulo irodalmi adatok alapjan a fosszilis adatok egyértelmiien azt jelzik, hogy az utolso
eljegesedés maximuma alatt a vaddisznok foldrajzi elterjedése az Ibériai-félszigetre,
Délnyugat-Franciaorszagra, az Appennini-félszigetre, valamint a Balkanra terjedt ki. A sajat
mitokondrialis adatok alapjan, az effektiv populacid méret valtozasat bemutato Bayesian
skyline plot (13. abra) alatamasztja ezt a konkluziot. Azonban csak akkor latnam sajat



adataink altal is kelléen bizonyitottnak a jelenséget, ha a filogenetikai fan (12. abra) is
megjelent volna egy nagy kozos haplotipus, ami a feltételezett refugium tertletekhez
kapcsolodik.

A fejezet végén szerepld két bekezdés a korabban mar kifejtett szellemiség jegyében késziilt,
melyben kitekintést szerettem volna adni a tovabbi vizsgalatok kontextusairol, tavlatairol.
Utolag belatom, hogy nem volt szerencsés ezeket itt szerepeltetni, talan egy onallo alfejezet
cim alatt jobban megfértek volna, de a tovabbiakban mell6zni fogom az ilyen tartalmakat.
Sajnalom, hogy a mezei nyullal foglalkozo esettanulmanyban a filogenetikai fak
abrazolasanak modja nem kielégité Biralomnak, de nagy abrakrol van szo és a lathatosagot is
meg kellett driznem, ezért keriiltek kulon oldalakra.

Professzor ar kérdéseire adott valaszaim a kovetkezok:

K1) Van-e annak specidlis oka, hogy a kiilonbozo fajokbol, de azonos forrasbol (pl.

tépett szor) szarmazo minlcak esetén eltéré DNS izoldlasi eljarasokat hasznaltak?
A tobbféle izolalasi protokoll alkalmazasat a gyakorlati munka természete vonta maga utan.
Ugyanis a genomialis DNS izolalasok nem ugyanabban a laboratoriumban torténtek minden
kutatas esetén, és az egyes laborokban, de akar még azonos laboratoriumon belil is, mas-mas
idoben, mas-mas protokoll volt az alkalmazott modszer. Az izolalasi modszerek folyamatosan
fejlodnek. Ha lehetéséguink van egy-egy uj kit, modszer kiprobalasara, €liink a lehetéséggel,
mert minél jobb hatasfoki modszert sikeriil talalni, annal nagyobb lehetéségek nyilnak a
mintazasban, ami pedig az egész kutatasra pozitiv hatassal lehet. El6fordul sokszor az is, hogy
ugyanaz a protokoll, kit nem miikodik minden fajnal és modositani kell az egyes lépésein.
Azonban egy vizsgalaton belill, azonos mintatipus esetében ugyanazon izolalasi modszert
hasznaljuk az 6sszes mintaban.

K2) A vizsgalt fajok és fajtak esetében melyeknél latja szitkségességét a tovabbi

vizsgdlatok  kiterjesztését  nagyléptékii  genomi  eljarasokra?  Mely  eljarasokat

alkalmazna ezekben az esetekben és miéri?
Mindegyik fajjal/fajtaval végzett kutatas folytathato, foleg, mivel sok faj/fajta esetén a
mintagyUjtés idotartama honapokban, években mérhetd, igy célunk minél tobb, a gyakorlati
szakembereknek €s tudomanyos életnek is hasznosnak itélt kutatast elvégezni hasznalatukkal.
Ezt az egyes fejezetrészek végén jelezni is kivantam, leirva, hogy a kutatas milyen iranyban
folytatodik. Mindig anyagi forrastol, az aktudlis palyazati kiirasok témajatol fugg, hogy
milyen iranyba probaljuk vizsgalatainkat kiterjeszteni, szem elott tartva a gyakorlatnak is
atadhato eredmények felhasznalhatosagat, illetve kutato 1évén, a publikacios lehetdseégeket is.
A kozelmultban hatalmas lehetoségek nyiltak a kutatok szamara a genomikai vizsgalatok
egyre szélesebb koru elterjedésével. Az Gjgeneracids szekvenalas (NGS) —nagy mennyiségl
nyersadatot eredményezve— és a kulonbozd denzitasu SNP-chipek —nagy szami SNP-re
torténo genotipizalas— hasznalataval teljes genomra kiterjedd eredményeket kapunk, melyek
lehetové teszik a genom alapi szelekciot, segitve az allatnemesitok munkajat. Ezen
vizsgalatok egyre elérhetobbek kisebb anyagi forrassal rendelkezd laborok, kutatok szamara
is, hiszen egyre tobb szolgaltatd cég veszi palettjara ezeket az () modszereket, igy az
infrastruktara felallitasa, nagy teljesitmény(i szamitogépes hattérpark sem szitkséges, sot
felesleges is, hogy minden laboratoriumban rendelkezésre alljon, a szakképzett személyzetrol
nem is beszélve. Ez a korilmény igen jo lehetoségeket nyujthat a forrasmegosztasokra és az
egyuttmiukodések keretében torténd kutatasokra az egyes munkacsoportok kozott.
Napjainkban az alkalmazott kutatasok preferalasa miatt a kutatok inkabb a domesztikalt
allatfajokat vizsgaljak, azok genetikai hatterének ismerete a potencialis gazdasagi elonyok



miatt elsobbséget €lvez a vadon €l6 fajokéval szemben. Az altalam vizsgalt domesztikalt fajok
mindegyikére létezik kereskedelmi forgalomban elérhet6, kilonb6zé denzitasi SNP chip
(néhany tizezer-szazezer SNP), amelyekkel genotipizalas szikséges lenne az altalam is
vizsgalt fajtakra, elsodlegesen diverzitas vizsgalatokhoz, mivel a genotipusok termelési
tulajdonsaggokkal valo Gsszevetése ezeknél a fajtaknal nem igazan relevans, azonban a kapott
eredményekkel az allattenyésztok, nemesitok munkajat nagyban segithetjik. Egy-egy
populacio genotipizalasa egyébként is folyamatos feliilvizsgalatot igényel, hiszen a chipeket
folyamatosan frissitik. Jo példa erre az allatorvostudomanyi felhasznalas, mert folyamatosan
megjelenhetnek 1 mutaciok betegségekkel osszefiiggésben, melyeket egy korabbi chip nem
fog mar kimutatni.

A vadon €16 fajok vizsgalatakor sok esetben a hozza legkozelebbi rokon domesztikalt fajra
kidolgozott arrayt hasznaljak pl. kutya chip farkashoz, aranysakalhoz, sertés chip
vaddisznohoz vagy szarvasmarha chip europai vagy amerikai bolény vizsgalatahoz. A
genotipizalasi arak az utobbi 10 évben drasztikusan csokkentek igy egyre inkabb elerhetoek a
kisebb anyagi forrassal rendelkez6 kutatocsoportok szamara is. Pl 2011-ben egy mintara
Canid SNParray 170 000 SNP-re kb. 250 EUR-t fizettiink, addig napjainkban 500 000 SNP-re
kb. 100 EUR az ar. Ugyanez az aresés jellemzi a domesztikalt allatfajokra kidolgozott
kiillonbozo denzitasu chipekkel végzett genotipizalasi koltségeket is (jelenleg kb. 30-100 EUR
kozott mozognak az arak a chip denzitasatol, fajtol fuggden).

A vadon €16 allatfajok esetén, ahogy fentebb mar emlitettem, altaldban a kozeli rokon
haziallatfajra kifejlesztett chipet hasznaljak, azonban szakirodalmi adatok alapjan
elmondhatom, hogy ezek nem minden esetben olyan sikeres genotipizalasok mint azon
domesztikalt faj esetén, amire a chipet kifejlesztették. Ezért a vadon €16 fajokra inkabb a teljes
genom szekvenalasi (WGS) modszereket javaslok. A silyosan veszélyeztetett fajok, mint
példaul a viza (Huso huso), thzok (Olis tarda), europai bolény (Bison bonasus) vagy az
eurOpai nyérc (Mustela Ilutreola) minél tobb, még fennmaradt egyedének bevonasaval,
referencia genom ismeretében alacsony lefedettségii referenciagenom hianyaban restrikcios
helyhez kotott DNS szekvenalassal (RADseq) végzett teljes genom szekvenalas is adhat annyi
j eredményt, ami nagy lehetdséget rejt a fajmegorzési- €s az allatkertekben zajlo tenyésztési
munka szamara. Ezek a fajok erételjes drift hatasnak vannak kitéve, ami miatt sulyosan
csokkenhetett alkalmazkodoképességiik is. A teljes genom szekvenalasaval kapott
informaciotomeg korabban nem latott részletességli elemzést tesz lehetové, igy felmérhetdveé
és menedzselhetové valnak a kockazati faktorok az érintett fajok esetében, mely ismeretek
alapvet6 fontossaguak lehetnek a sikeres megdrzési, visszatelepitési erdfeszitések kapesan.

A WGS segitheti az altalam is vizsgalt vadon €16 fajok esetén is fellépd hibridizacio (pl. hazi
sertés-vaddiszno, havasi nyul-mezei nyul, kutya-aranysakal stb.) jelenségének vizsgalatat,
megbecsiilhetjiik akar az introgresszio mértékét is. Amennyiben rendelkezésre all
referenciagenom poolseq modszerrel, populacio szinten viszonylag kis mennyiségii DNS
hasznalataval elég nagy genomi lefedettségli (>70%) eredményt kaphatunk, és tobb millio
SNP-t azonosithatunk. Egy-egy faj evolucios torténetének, domesztikaciojanak (pl. kutya,
hazi sertés) megismerésc¢hez, referenciagenom ismeretében a teljes genom Ujraszekvenalassal
tobb szaz akar ezer egyed is vizsgalhato. Mivel egyre tobb teljes genom elérhet6 (az altalam
vizsgalt fajok koziil tudomasom szerint egyediil a damszarvasé nem, igy azon el6szor de novo
szekvenalast végeznék) online adatbazisokban, akarcsak a mtDNS szekvenciake, igy
osszehasonlito vizsgalatok végezhetdek kevés sajat minta szekvenalasaval is.

Az altalam is vizsgalt vadon ¢él6 fajok mar tobb kutatocsoport uj genomikai modszerekkel
végzett vizsgalatanak alanyai. Teljes genom vagy mitogenom szekvenalasbol SNP-ket
azonositanak, illetve szekvenciakat elemezve hatarozzak meg a vizsgalt fajok eredetét,
filogenetikai fan helyezik el 0ket, mas fajokkal torténd hibridizaciot és annak fokat becsiilik,



elorejeleznek modellszamitasok révén demografiai valtozasokat, bizonyitanak multbeli
eseményeket.

Osszefoglalva elmondhatom, hogy az altalam vizsgalt mindegyik faj/fajta esetén végezhetd
nagyléptékt genomi eljaras, a kutatas céljatol figgden megvalasztott modszerrel.

K3) Amennyiben rendelkezésére dllna az ehhez sziikséges anyagi tamogatas, az

értekezésében vizsgall fajok koziil melyiknek a genomjct szekvendltatna meg, és miért?
A kérdés kapcsolodik az el6zohoz, igy annak folytatasaként is értelmezheto.
Ha korlatlan anyagi lehetoségeim lennének és valaszthatnék, nem fajt, hanem a
dolgozatomban is vizsgalt Oshonos domesztikalt fajtak mindegyikén teljes genom
szekvenalast végeznék/tetnék. Ezek a fajtak a kis gazdasagi értékitk miatt kevéssé vizsgaltak a
modern genomikai eszkozokkel, pedig ezek a fajtak azok, amelyek tokéletesen
alkalmazkodtak a helyi klimatikus viszonyokhoz, igy a napjainkban kurrens témanak szamito,
éghajlatvaltozashoz vald alkalmazkodas kulcsfontossagu valtozatait hordozhatjak. Rendkiviili
ellenalloképességik a killonbozo betegségrezisztenciakkal kapcsolatos vizsgalatok idealis
alanyava is teszik Oket. Ezen tulmenden a magyarorszagi allattenyesztés és elelmiszer-
eloallitas kitoresi pontja elsdsorban nem a mennyisegi parameterek javitasaban, hanem a
mindség fokozasaban rejlik, és ezen a tertleten egyedulallo lehetéséget rejtenek Gshonos
fajtaink. Akar jelenlegi allapotukban, akar 1j genotipusok kialakitasa altal, de
felhasznalasukkal kilonleges mindségh termékek fejleszthetoek. Példaul a gasztronomiai
érték és a pozitiv élettani hatasu beltartalmi tulajdonsagok parhuzamos fejlesztése a
zsirsavosszetétellel osszefiiggd genetikai hattér vizsgalata altal. Ezt a munkat hatékonyan
tudnank tamogatni a modern genomikai eszkozok felhasznalasaval.

Bizom észrevételeire, kérdéseire adott valaszaim elfogadasaban ¢s koszonom, hogy
Professzor ur MTA Doktori értekezésemet alkalmasnak tartja nyilvanos vitara.

Debrecen, 2020. janius 03.
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