Valasz Dr. Hegediis Attila, egyetemi tanar, az MTA doktora biralatara

Mindenekel6tt szeretném koszonetemet kifejezni opponensemnek a birdlat elkészitéséért, méltatd
szavaiért. Javaslataival, gondolatébreszt6 kérdéseivel segitette szamomra egy-egy probléma
mélyebb atgondolasat, 0jszerli megkozelitését, mely a dolgozat kritikai értelmezésén tul jelentdsen
hozzajarult j6vobeli szakmai fejlédésemhez is.

Az értekezés szakmai, tudominyos értékére vonatkozo észrevételekkel Kkapcsolatos
valaszaim a kovetkezok.

Ko6szoném, és elfogadom Biralom felvetését a fajnevek, pontosabban az Ade. markgrafii,
masnéven Ae. caudata konzekvens névhasznalatira vonatkozdan. Valéban a C genom diploid
Osének esetében nem mindeniitt hasznéltam egységesen az Ae. markgrafii nevet. Ennek
hatterében az allhat, hogy munkdm soran igyekeztem a taxonomusok altal elfogadottnak
tekintett Van Slageren 1994-ben kiadott *Wild wheats: a monograph of Aegilops L. and
Amblyopyrum (Jaub. & Spach) Eig.” cimii monografiajat alapul venni, az abban szerepld
némenklatirat kovetni. E szerint az Aegilops caudata L. az elfogadott fajnév, mig az Aegilops
markgrafii (Greuter) Hammer a szinonim név. Eredményeim publikalasakor azonban a biralék
kérték az Ae. markgrafii név hasznélatat. A doktori mii elkészitésekor ezért az a dilemma
munkalt bennem, hogy ragaszkodjam-e az eredeti koncepciéhoz és kovessem-e a Van
Slageren-féle nevezéktant vagy igyekezzem azokat a fajneveket hasznalni, amelyek a palyazat
alapjaul szolgal6 tudomanyos publikaciokban is szerepelnek. Ezért torténhetett meg az, hogy
igyekezetem ellenére mindkét fajnév szerepel a dolgozatban a nélkiil, hogy jeleztem volna,
hogy ezek a fajnevek egymas szinonim elnevezései. A jovOben igyekezni fogok elkeriilni a
hasonlé hibékat.

Az Ae. markgrafii valdban kimaradt az Irodalmi attekintés Aegilops fajok és azok nemesitési
szempontbdl relevans tulajdonsigainak bemutatasarol szolo 2.1.2. fejezetbdl. Ennek oka az,
hogy ebben a fejezetben igyekeztem azokra a fajokra fokuszalni, melyeket munkam sorén az
idegenfaju keresztezési programokban génforrasként alkalmaztunk. fgy ez a fejezet foként az
U és M genommal rendelkezd fajokat, leginkabb az Ae. biuncialis bemutatasat tartalmazza.

Egyetértek Biralom felvetésével, miszerint célszerli lett volna a buza és az Aegilops fajok
evoluciogjat osszefoglald 2.1.1 fejezetben megemliteni, hogy a poliploidizacié révén paraldg
génkopiak keletkeznek. A paraldg gének (azaz a homolog gének azon csoportjanak, melyek
génduplikéacid révén jottek 1étre és hasonld funkcioval rendelkeznek), illetve a paraldgia
fogalmanak bevezetésével valoban teljesebb képet adhattam volna a genetikai diploidizacio
hatterében allé, a génfunkciok megvaltozasat érinté molekularis folyamatokrol. Kiilonésen
indokoltnak érzem a paralég gének megemlitését az autopoliploid fajképz6dés esetében, ahol
a ketténél tobb homoldg genomot tartalmazé sejtekben, pl. az Agropyron cristatum diploid
(PP), tetraploid (PPPP) és hexaploid (PPPPPP) valtozataiban a kromoszomdik tobbszoros
szerelvénye ugyanabbdl a fajbol szarmazik. Megjegyzem, hogy a Triticum/Aegilops fajokra
jellemzé allopoliploid fajképz3dés soran kiilsnb6z6 eredetli genomok vannak jelen az 4j fajban
(lasd a hexaploid buza, vagy a tetraploid Ae. biuncialis genomosszetételét), igy esetiikben a
valéban paraldg gének részardnyat nehéz megitélni. Mentségemre szolgaljon, hogy
citogenetikusként a gabonafélék evolicidjanak leirasakor, a kés6bb targyalt buza-Aegilops
homeologgenom-osszefliggések terén elért eredményeim felvezetéseként, tobbnyire a genom-
és kromoszomaszinti valtozasokrol igyekeztem képet adni, amelyek a meiotikus
kromoszdmaparosodésra, illetve ezen keresztil a homeoldg rekombinacidra gyakorolt
hatasukon keresztiil elsddlegesen befolyasoljadk a keresztezési programok soran az idegen
kromoszémaszegmentumok atvitelét a buzaba.




Nagyon kosz6ndm Birdlomnak, amiért ramutatott arra, hogy az 06szi kikerics esetében
hagymagumordl és nem hagymardl beszéliink, amint azt 2.1.3 fejezet hibasan tartalmazta.
Igyekszem ezt a tényt munkam soran a jévOben helyesen emliteni.

Halas vagyok a homologia fogalom hasznalataval kapcsolatos kiegészitéséért is. Valoban
célszeri lett volna a ,,homolog” és ,,homeolog™ kifejezések jelentését még a dolgozat elején
tisztazni, hiszen a buza- és Aegilops kromoszoémak homeolég kapcsolatinak kérdése végig
vonul a disszertacion.

A ,homeolédgia” fogalmat az allopoliploid fajok genomjénak vizsgéalataval kapcsolatban
vezettek be (Huskins 1931). Az allopoliploid fajokban egy adott genomon beliil a homoldg
kromoszomapér tagjaiban a géndsszetétel és génsorrend azonos, a meidzis soran egymassal
szabdlyszeriien parosodva (altaldban gytirti alak) bivalenseket képeznek. Az allopoliploid
fajok szubgenomjai olyan diploid fajokbdl szarmaznak, melyek filogenetikailag egy kozos
8sre vezethetok vissza. A k6zos Ostdl szarmazoé diploid fajok genomjai az evollcié soran
differencialédnak, melynek részeként bizonyos esetekben genomatrendez6dések (inter- és
intrakromoszoémalis transzlokaciok, para- és pericentrikus inverziok stb.) révén megvaltozhat
a kromoszémék géndsszetétele és -sorrendje. Példaul az Ae. umbellulata U genomjiban
szamos kromoszoma (pl. 4U, 6U, 7U) atrendez6dott a buzahoz képest, mig az Ade. comosa M
genomjéban ilyen mértékii atrendezddések nem torténtek. Ezért az allotetraploid fajok
kiilonboz6 genomjainak homeoldg kromoszémaiban a géndsszetétel és a génsorrend lehet
nagyrészt azonos vagy az egyes régiokban kiilénb6z6, a meidzis soran azonban 4ltalaban nem
parosodnak egymassal. Valosziniileg ennek koszonhetd, hogy a disszertaciéban a ,,homologia™
és a ,homeoldgia” fogalmat a ,,hasonlésag” kifejezéssel szinonim fogalomként hasznaltam
olyan kromoszémak, illetve kromoszomaszakaszok esetében, ahol a géndsszetétel és
génsorrend azonos. Opponensemmel egyetértve a ,,nagyfokii homoldgia”, a ,,legnagyobb
homologia” stb. kifejezés valoban helytelen és hasonlé szovegkomyezetben a jovében a
,»nagyfoku hasonl6sag”, a ,,legnagyobb hasondsag” stb. kifejezést fogom hasznalni.

Szintén el kell ismermem, hogy a Novényi kromoszémak aramlési citometria segitségével
torténd izolaldsat és genomikai alkalmazasait Gsszefoglalo 2.3 fejezetben szerepld, sajat
olmiitzi eredményeim alapjan késziilt 2. abra forrasa nincs vildgosan feltiintetve. A 29. oldalon
talalhaté 4bra két jelentds gazdasagi ndvényfajunk, az arpa (Hordeum vulgare cv. HOR2442)
és a hexaploid buza (7. aestivum cv. Thatcher) kétparaméteres aramlasi kariotipusait mutatja
be. A buza 4ramlasi kariotipusan az egyes kromoszomak Kkariotipuson belill elfoglalt
pozicidjanak bemutatasdval az volt a célom, hogy mar az irodalmi attekintésben 'részletes
hattérinformacidkat adjak az olvasonak, hogy a biza-Aegilops addiciés vonalakon kapott
aramlési citometrids eredményeimet a kés6bbiekben kénnyebben értelmezhesse.

A dolgozat irasakor az egyik legnagyobb kihivast az angol nyelvii szakirodalomban
altalanosan hasznalt kifejezések és fogalmak magyar nyelvli megfelel6jét megtaldlni,
eldsegitve ezzel a magyarnyelvii tudomanyos szaknyelv fejlodését is. Ezért kiilondsen halas
vagyok Biralomnak javaslatéért, hogy a BLASTx analizis soran a ,.kérdez$” szekvencia helyett
a sokkal helyesebb ,keresd” szekvencia kifejezést hasznaljam, melyet a j6vOben e szerint
fogok alkalmazni.

Szintén elfogadom kritikai megjegyzését és magam is ugy gondolom, hogy az olyan
megallapitasok esetén, amelyek nem szerepelnek tablazatban vagy abran szerencsésebb lett
volna jelezni, hogy az adatok nem keriiltek bemutatasra az értekezésben. Néhany esetben, pl.



az Ae. markgrafii MvGB428 ¢s MvGB607 genotipus FISH-mintdzata kozti kiilonbség
hianyara vonatkozoan ez a jelzés sajnalatosan elmaradt.

»AZ Aegilops kromoszomak nyomon Kovetésére tervezett, EST-alapi markerekkel
kapcsolatban a 4.3.1 fejezetben az szerepel, hogy Jelolt 124 PCR primerpart tesztelt, melyek
koziil 50 bizonyult polimorfnak. Itt hivatkozza az értekezés a 4. online mellékletet, ahol
viszont 37 primerpar adatai és az altaluk felszaporitott amplikonok méretei talalhaték meg.
Kérdésem, hogy a maradék 13 primerpar adatait miért nem kozolte?”

Valasz: A 124 tesztelt EST-marker esetében valoban 50 bizonyult polimorfnak a buza- és az
Aegilops  genotipusok  ko6zott. Az értekezés 4.  On-line  mellékletének
,»PCR_validélas sziilok EST” oldaldn mutattam be az 50 polimorf EST-primerpar adatait és
a keresztezési programok buza (Mv9krl) és Ae. biuncialis MvGB642 sziil6i genotipusain adott
eredményeit. A markerek degilops kromoszémakon PCR segitségével torténd azonositasahoz
a bliza-Ae. geniculata addici6s sorozatot hasznaltuk, mert ott a teljes U és M genom esetében
rendelkezésre alltak kromoszémaaddiciés-vonalak. Ugyanakkor a blza és az Ae. geniculata
kozott mar csak 39 marker mutatott polimorfizmust, igy csak ezen markerek esetében tudtuk
meghatarozni a kromoszoémalis helyzetet, amit a 4. On-line melléklet ,Markerek” és
,»PCR validalas addiciok EST” oldalain mutattam be. Sajnalatos modon a fenti eltérésekre
félreérthetd modon utaltam dolgozatomban.

Az értekezés formai hibaival kapcsolatos észrevételek.
Valasz: Egyetértek biralom észrevételeivel, javaslataival. A jévében igyekszem munkam
soran hasonl6 hibakat nem elk6vetni.

Kisebb jelent6ségii hibak.
Valasz: Szintén elfogadom Opponensem kritikajat és k6szondm javaslatait a kisebb
jelentdségli hibakra vonatkozoan.

Uj tudomanyos eredmények.
Valasz: Az 0j tudomanyos eredmények tézispontokba tortént Gsszefoglalasara vonatkozdan
elfogadom Opponensem megjegyzését és javaslatait a tézispontok lerGviditésére és
atfogalmazasara vonatkozoan. Tekintettel arra, hogy ez a kérdés Pauk Janos biralataban is
felmeriilt, mindkét birdlom javaslatat figyelembe véve, Uj tudomanyos eredményeimet
lerdviditve €s atfogalmazva az alabbi tézispontokban javaslom elfogadni:

1. Egyparaméteres aramlasi citometria alkalmazasaval - intakt mitotikus kromoszémakon -
meghataroztadk az U, M és C genommal rendelkez6 Aegilops fajok, valamint a kenyérbtiza

diploid dseinek aramlasi kariotipusat.

2. Kétparaméteres aramlasi citometria segitségével izolaltdk az U, M, C és S genom Gsszes
egyedi kromoszomajat.

3. Kimutattak, hogy az M genom nagymértékii hasonlésagot mutat a blizakromoszémakkal.
4. Elsoként allitottak el6 az allotetraploid Ae. biuncialis nagy felbontasu genetikai térképét.
5. Az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszomainak szekvenalassal kapott eredményeit

felhasznava markerkapcsolt szelekcios rendszert hoztak létre fajidegen génatviteli programok
szamara.



6. Uj hexaploid buza x Ade. biuncialis 4U diszémas addiciés, valamint 4M(4D) ¢és 5SM(5D)
diszémas szubsztitiicids vonalat allitottak eld.

A kérdésekre adott valaszaim a kévetkezok:

1. kérdés: ,,A 15. oldalon az szerepel, hogy ,,Aramlasi citometri4val az idegen kromoszémat nagy
mennyiségben izolalni lehet, mely szamos tovabbi genomikai és proteomikai vizsgalat alapjaul
szolgalhat.” Kérdésem, hogy pontosan milyen proteomikai vizsgélatok elvégzése lehet érdekes
izolalt kromoszémék esetében, milyen kérdésekre remélhetiink vélaszt ezzel a megkozelitéssel ?”

Valasz:

A sejtmagban lokalizalt eukaridta genom DNS-allomanya szamos fehérjével képez szoros
kapcsolatot, melynek révén kialakul a kromatinnak nevezett nukleoprotein komplex. A
kromatinnak egyrészt fontos strukturalis szerepe van a nagy méretli DN relative kis nukleéris
térfogatban torténd elhelyezkedésében, masrészt fontos szabalyoz6 szerepet jatszik a DNS
miikodésével kapcsolatos folyamatokban, mint példaul a génexpresszio, a DNS repair
folyamatok, vagy a replikacio.

A mitotikus kromoszémak proteomikai vizsgalata azokra a fehérjékre iranyulhat, melyek
szerepet jatszanak a kromatin kondenzacidjiban, a metafazisos kromoszomak magasabb
szintli struktirdjdnak kialakitasaban, masrészt azokra a szabalyozé fehérjékre, melyek a
mit6zis soran is aktiv gének expresszidjat befolyasoljak. A tovabbiakban ezekre a teriiletekre
emlitek néhany példat.

A mit6zis és a meidzis kezdetén az interfazisos kromatin strukturalis valtozasok sorozatan
megy keresztiil, mely végiil a kondenzalodott kromoszémak kialakulasat eredményezi. A
kondenzalédott (metafazisos) kromoszomak szerkezete és funkcidja szamos fehérjecsalad
segitségével alakul ki. Ezek koziil a legfontosabbak a struktura fenntartasaért felels, az angol
elnevezés (Structural Maintenance of Chromosome) roviditésébdl szarmazé SMC fehérjék,
mint amilyenek példaul a condenzinek, cohezinek, és SMC5/6 fehérjék. Ezek szerepe a
kondenzécidéval kialakuld egyre Osszetettebb szerkezet kialakitasaban van. A kohezin példaul
a replikalodott testvérkromatidakat koti Ossze. A profazisban a kondenzin II a DNS-hez valo
kotddéssel a nagy kezdeti hurkok kialakuldsat segiti, mig a prometafazis soran, a
sejtmagmembrén lebontasa utan, a kondenzin I k6t6dik a kromatinhoz és a kondenzin II 4ltal
képzett nagy hurkokba é4gyazddva kisebb hurkok kialakitdsat végzi, ezzel eldsegitve a
kromatin tovabbi tomorodését, kondenzacidjat. Ezen kivill ismeretesek még tovabbi
kondenzacios faktorok is, mint példaul a topoizomeraz Il vagy a kromoszémakhoz kapcsolt
KIF4 (kinezin) motorfehérje.

Mivel a kromoszéma kondenzacid soran a szabalyozé fehérjék kromatinhoz val6 hozzaférése
nem valtozik lényegesen (Hsiung et al., 2015; Blythe and Wieschaus, 2016), sok gén képes a
mitdzis soran is kifejez6dni (Palozola et al., 2017). Mindez arra utal, hogy Kkiilonb5z6
szabalyozé fehérjék és RNS-ek asszocidlodhatnak a kromatinnal a kondenzalt mitotikus
kromoszémékban. Ezek megismerése hozzajarulhat a mitézis folyamaténak részletesebb
megismeréséhez. Kiilondsen érdekes lehet e kérdések tanulményozéasa olyan névényi kisérleti
rendszerekben, ahol fajkeresztezésekkel kiilsnb6z6 aneuploid vonalak, addicids sorozatok
hozhatdk 1étre. Példaul a diploid Ae. umbellulata-bdl, az allotetraploid Ae. biuncialis-bol,
valamint a buza-Ade. biuncialis 1U addiciés vonalb6l izolalt 1U kromoszomamintak
proteomikai  vizsgalata értékes adalékul szolgdlhatna az 1U  kromoszomak
fehérjedsszetételében bekovetkezett esetleges evolicios 1éptéki valtozasokrol.



Foéként emlds modellrendszereken végzett kutatdsok alapjan ismeretes, hogy a kromoszémak
kondenzacigjaval parhuzamosan 1étrejon egy perikromoszomalis réteg, egy fehérjeburok,
mely a kinetokér-komplexek kialakulasaban szerepet jatszé centroméra-régidkat kivéve
korbeveszi a teljes kromoszoma feliiletét (Booth et al. 2016). A perikromoszomalis rétegnek
tobbféle szerepet is tulajdonitanak, melyek koziil a legfontosabbak kozt emlitheté a
kromoszémaarchitektura 1étrehozésa és fenntartdsa (Takagi et al., 2016), a kromoszémak
Osszetapadasanak megakadalyozasa (Cuylen et al, 2016), a citoplazma-komponensek
szabalyozott elmozdulasdnak eldsegitése a sejtmagmembran kialakuldasat megel6zden
(Cuylen-Haering et al., 2020), valamint a fehérje- és RNS-6sszetevok szabalyozott atvitelének
biztositasa az utddsejtekbe (Sirri et al., 2016). Szinte alig vannak informacidink a
perikromoszomalis burok kialakuldsardl és szerepérol a ndvények esetében, mely helyzet
jelentésen javulhat az izolalt mitotikus ndvényi kromoszémak proteomikai vizsgalataval.

A mitotikus kromoszomak esetében szintén meg kell emliteniink még a centroméra-régiot,
mely a kinetokér-komplex felépiilésének szinhelye. Mint ismeretes, a kinetokor-komplex
biztositja a kapcsolatot a kromoszémak €s a magorséfonalak kozott. Gerincesek esetében a
kinetokor tobb, mint 100 fehérjébdl all, melyek tobb f6 haldzatba szervezédnek (Pesenti et al.,
2018). Az un. konstitutiv centromer-asszocialt halézat (CCAN) 16 alegységbodl all és a
sejtciklus folyaman végig kapcsolddik a centroméra kromatinjdhoz (Hara and Fukagawa,
2020). A Knl1, Mis12, és Ndc80 10-10 alegységbdl allé szuperkomplexek, melyek a CCAN-
hez kapcsolodnak a korai profazisban és a teljes mitozis folyaman kapcsolodva maradnak.
Meglehetosen keveset tudunk a kinetokor felépitésérél a ndvényi szervezetek esetében. A
névényi mitotikus kromoszomakon végzett kisszami proteomikai vizsgalat oka abban
kereshet, hogy nehéz feladatot jelent a mitdzisban nagymértékben szinkronizalt ndvényi
sejtpopulaciokat eldallitani. Az aramlasi citometria segitségével izolalt kromoszémak idealis
objektumai lehetnek ezeknek a vizsgalatoknak, mivel az eljaras segithet megkiilonboztetni a
valédi ¢és funkcionalis jelentoséggel biré kromoszémalis fehérjéket az interfazisos
sejmagokbdl izolalt, a szinkronizalast elkeriil$ citoplazmatikus fehérjéktol.

2. kérdés ,,Az Aegilops speltoides kromoszomak koziil a FISH-analizis soran a 4S kromoszéma
mutatta a legerdsebb jelolodést GAA-hibridizaci6é esetén (10. dbra). Egy mésik S genommal
rendelkez6 faj, az Ae. sharonensis FISHIS segitségével torténd, GAA-probaval végzett jelolését
kovetden a 4S kromoszomakat tartalmazo populacié ugyanakkor kisebb FITC fluoreszcenciaval
volt jellemezhetd, mint pl. a 2S és 7S kromoszomakat tartalmazé frakciok (14. abra). Mi lehet a
kiilonbség oka?”

Valasz:

Véleményem szerint az Aegilops speltoides és Ae. sharonensis 4S kromoszémainak GAA-
probaval torténé kiilsnb6zé mértékil jel6lddésének okait a két faj evolicidjanak eltérései
okozzak.

Osszehasonlité szekvenciaanalizis alapjan végzett filogenomikai vizsgélatok szerint az S
genommal rendelkez6 Aegilops fajok koziil az Ae. speltoides kiiloniilhetett el leghamarabb,
mintegy 7— 2,7 a feltételezett Triticeae 6stdl (Marcussen et al. 2014), mig az Emarginata
alcsoporthoz tartozé Ae. sharonensis tekinthetd a legfiatalabb fajnak, amely kb. 0,4 millié
évvel ezel6tt johetett 1étre.

A kromoszomak kiilonbozé repetitiv DNS-frakcidi eltérd evollcids valtozasokat mutatnak az
Ae. speltoides és az Emarginata fajok, kiilonosen az Ae. sharonensis esetében, amint arra
Ruban és Badaeva (2018) 6sszehasonlité citogentikai elemzése ravilagit. Egyéb citogenetikai
valtozasok mellett az Ae. speltoides-re jellemzé a GTT mikroszatellit-ismétlddések
gyakorisiga, ami nem jellemz6 az Emarginata fajokra. Az Ae. sharonensis genomjaban



jellemzd a nagy kopiaszamdi DNS-frakcié ndvekedése, foként a CTT (masnéven GAA),
valamint a Spelt-52 ismétlddések amplifikacidja, illetve a C-savok, a CTT, GTT és
pAesp_SAT86 klaszterek atrendezddése, valamint a D-genomra jellemzd ismétlodések
(pAsl, pTa-535 és pTa-s53) fokozatos elimindcidja (Ruban és Badaeva 2018). Mindezek a
valtozasok megnyilvanulhattak az Ae. speltoides és Ae. sharonensis nuklearis DNS-tartalma
kozti kiilonbségekben is. Az S genommal rendelkezd diploid fajok koziil az Ae. speltoides
rendelkezik a legkisebb genommérettel (1C = 5.81 + 0,123 pg), mig az Ae. sharonensis-¢ a
legnagyobb (1C = 7,52 + 1,000 pg) (Eilam et al., 2007).

A kromoszomaék szintjén tehat valdszinlsithetd, hogy az Ae. speltoides esetében, a hosszabb
evoliciés mult és az eltérd kornyezeti hatdsok révén mas genomi valtozasok (pl. eltérd
transzpozonok aktivacidja) kovetkeztében a 4S kromoszéman halmozodtak fel legnagyobb
mértékben a GAA mikroszatellit-motivumok. A Ko6zel-Keleten, a ,,termékeny félhold”
tertiletén az Aegilops és Triticum fajok evolicidja még ma is tart (Belyayev and Raskina,
2013). Az egyes fajok alpopulacidiban a kiilonbdz6 Okoldgiai kornyezethez vald
alkalmazkodas részeként kiilonb6z6 transzpozonok aktivalédhatnak, ami elidézheti nagyobb
mikroszatellit-klaszterek kialakuldsat (McMurray 1995). Ennek révén az egyes fajok eltérd
alpopulaciéiban kiilonb6z6 dsszetételii repetitiv frakciok alakulhatnak ki a genomban, ami
tovabbi citogenetikai valtozasok révén hozzajarulhat az egyes alpopulaciok kozti reproduktiv
izolacid kialakulasdhoz és 0j fajok képzodéséhez (Pollak et al. 2018). Valodsziniileg ezen
folyamatok eredménye lehet a sokkal fiatalabb Ae. sharonensis kialakulasa is, ahol a GAA-
motivumok felszaporodésa inkabb a 2S és 7S kromoszomat érintette.

3. kérdés ,,A biza génszekvencidk alapjan tervezett COS markerek az Aegilops fajoknal is jol
hasznalhaténak bizonyultak, mellyel kapcsolatban Jelolt megjegyezte, hogy a tervezés alapjaul
hasznalt ortolég gének kevésbé tlinnek varidbilisnak, mint az SSR régiokat kozrefogd genomi
szekvencidk. Kérdésem, hogy milyen konkrét kisérleti adatok igazoljdk ezt a szekvencia-
variabilitasbeli kiilonbséget, illetve milyen szakirodalmi adatok tamasztjdk ezt ala, hiszen a
mikroszatellit ismétlodéseket hatirolé szekvencidkat is altalanosan konzervaltnak ismerjiik
(kulonoés tekintettel az EST-SSR szekvencidkra)?”

Valasz:

A ,tervezés alapjdul hasznalt ortolég gének kevésbé tlinnek varidbilisnak, mint az SSR
régiokat kozrefogé genomi szekvencidk,, - kijelentés alapjaul olyan PCR-reakciok
eredményei szolgaltak, ahol buza COS markereket alkalmaztunk az Ae. biuncialis és Ae.
geniculata, valamint diploid 6seik U és M kromoszoémadinak jellemzésére (Molnar et al. 2013).
A PCR-reakciok szerint 140 markerbdl 132 adott PCR-terméket a biiza és legalabb'az egyik
Aegilops faj valamely genotipusan. Ez azt jelenti, hogy a markerek 94.28%-a (kerekitve:
94,3%-a) esetében a buza pimer-szekvenciak képesek voltak hibridizalni az Aegilops templat
DNS-hez és kimutathatdé PCR-terméket amplifikalni. Ugyanakkor csoportunk korabbi
eredményei (Schneider et al. 2010; Molnar et al. 2011) és tSliink fliggetlen szakirodalmi
adatok (Zaharieva et al. 2003) arra utaltak, hogy buza SSR markerek esetében ez az arany
kisebb volt, pl. 24 biza SSR markerb6él csak 13 marker (54.16%) tudott PCR terméket
amplifikdlni a vizsgalt de. umbellulata, Ae. comosa, Ae. biuncialis és Ae. geniculata
genotipusok valamelyikén (Molnar et al. 2011). E PCR-reakciok eredményei alapjan
kovetkeztettiink indirekt modon arra, hogy az ortoldg gének kevésbé tiinnek variabilisnak,
mint az SSR régidkat kézrefogd genomi szekvenciak.

E jelenség hatterében az allhat, hogy a COS markerek fejlesztése olyan ortolog génekbdl indul
ki, melyek szekvencia és kopiaszam tekintetében eleve konzervaltak a buza és valamely
modell faj (pl. Brachypodium distachion) esetében (Quraishi et al. 2009). Mivel a markerek
primerei specifikusak a gén egy exon régidjéra, illetve az azt kdvetd intron régiora, a COS
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markerek fajok kozti alkalmazhatésaga Osszefiigghet a kddold szekvencidik nagymértékii
konzervaltsagaval.

A mikroszatellit, madsnéven SSR markerek fejlesztésénél szintén szitkség van a mikroszatellit-
ismétlédéseket hatarold régidk ismeretére, ahol a primer oligonukleotid szekvencidjanak
egyik fele a hatarolé régiéra, mas fele pedig a mikroszatellit-motivumra specifikus.
Tekintettel arra, hogy a hatarold régié nem minden esetben bizonyul kédolé szekvencianak,
ezen régiok fajok kozotti valtozatossadga nagyobb lehet, ami magyarazhatja az SSR markerek
fajok kozti csokkent alkalmazhatosagat a COS markerekhez képest. Az EST-SSR markerek
esetében a mikroszatellit-ismétlddések a gének 4tirddo részén talalhatdk, igy ezek a markerek
génspecifitasuk €s genomi pozicidjuk pontosabb meghatirozottsiga miatt nagyobb
népszeriiségre tettek szert, a funkciondlis és filogenomikai kutatasokban. Kiilénosen a
transzkriptoma-szekvenalast lehetévé tevd Ujgeneracios szekvenalasi eljarasok elterjedését
kovetden.

Ugyanakkor konkrét, szekvenélason alapuld kisérleti bizonyitékot (azaz DNS-szekvencidk
6sszehasonlitasan alapuld variabilitas adatokat) arra vonatkozéan, hogy ugyanazon faj(ok)
genotipusain a COS markerek primer-szekvencidi vagy a genomi-, illetve EST-SSR markerek
hatarol6 régioi mutatnak-e nagyobb variabilitast, nem talaltam.

4. kérdés ,,Az 0j tudomanyos eredmények koziil gyakorlati szempontbodl kiemelkedik a buza-
Aegilops szubsztitlcids €s transzlokéacids vonalak eldallitasa. Kérdésem, hogy Jelslt véleménye
szerint mi az a legkorabbi idépont, amikor a piacra keriilhet egy j martonvasari bizafajta,
melynek genetikai hatterének kialakitdsdhoz hozzajarulhatnak ezek a vonalak valamely hasznos
agrondmiai tulajdonsag donor genotipusaként?”

Valasz:

Az az id6tartam, ami ahhoz sziikséges, hogy e tulajdonsagokat meghatarozé Aegilops gének
megjelenjenek a martonvasari buzafajtakban két f6 innovacios folyamattdl fligg. Az els6 egy
elénemesitési, Gn. pre-breeding (elénemesitési) folyamat, ami ahhoz sziikséges, hogy a
rendelkezésre 4ll6 addicids vonalakboél olyan transzlokacids vonalakat hozzunk 1étre, melyek
lehetdség szerint minél kisebb Aegilops kromoszémaszegmentum formajaban hordozzak a
mindségi paramétereket befolyasold géneket. E blza-Aegilops transzlokacids vonalakban
ugyanakkor a kies6 buzagéneket kompenzalniuk kell az degilops géneknek, amire nagy esély
van akkor, ha homeol6g rekombinaciét indukalunk a buza és az idegen kromoszomak kozt.
Ennek érdekében olyan buizavonallal keresztezziik az addiciés vonalakat, amelyekben egy
delécio kovetkeztében hidnyzik az a Phl 10kusz az 5B kromoszéma hosszu karjardl, ami
biztositja a normal kariotipussal rendelkezd bizakban, hogy csak a homolég kromoszémak
parosodjanak és rekombindlédjanak a meidzis soran, a homeoldg, igy buza-Aegilops,
kromoszoémék pedig szinte sohasem. E keresztezések 2. vagy 3. utédnemzedékében
szamithatunk buza-Aegilops rekombinacidk kialakuldsira. A késObbiekben sziikséges a
kialakult rekombindns kromoszémak homozigéta formaba hozasa és a phlb mutins 5B
kromoszémék eltavolitdsa a genombdl, ami tovabbi keresztezési 1épéseket és szigort
citogenetikai kontrolt igényel. Ez a folyamat kb. 5-6 évre becsiilhetd, ami az Aegilops
kromoszémakra specifikus molekularis markerekkel gyorsithatd. Ekkor keriilhet 4t az anyag
a masodik fazisba, mely a fajtael6allité nemesitést célozza.

A fajtael6allitdé buzanemesités folyamata atlagosan 10 évet vesz igénybe. Ennek soran nagy
terméshozamu, j6 agronémiai tulajdonsagokkal és/vagy jo siitdipari mindséggel rendelkezd
fajtakat kereszteziink a specialis Aegilops kromatint tartalmaz6 elénemesitési vonalakkal
tiveghdzi vagy szant6foldi koriilmények kozétt. Az igy 1étrejott Fy hibridek felnevelése és
aratasa utan az F» szegregal0d generacioban torténik meg az egyedszelekcié. Ennek soran
valtozatos morfologiai tulajdonsidgokkal rendelkezd, de egészséges kalaszok keriilnek
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begylijtésre, melyeket kaldszutédsorokban vetink el az F3 generdcidban. A
kalaszutoédsorokbdl szelektalt torzseket az F4 generaciéban mar parcellakban vetjiik el. Az
egyontetli parcelldk a kovetkezd években tobbparcellds, majd tSbbismétléses, végiil
tobbtermohelyes kisérletekbe keriilnek évr6l évre. A torzsek minGségvizsgalata az Fs
generacioban kezdddik, mig a termésOsszehasonlitas és értékelés a tobbismétiéses
kisérletekben indul. A szelektalt térzsek az F7-Fo generacioban keriilnek elészor allami
fajtakisérletekbe, ahol hdrom évi sikeres tesztelés utin engedélyezik a fajtaoltalom megadasat.
A szelekceid soran fontos lehet a nemesités céljat képezd kémiai komponens mennyiségének
mérése ¢és/vagy genetikai hétterének igazoldsa molekularis markerekkel. A tulajdonsag
stabilitasanak igazoldsara ezeket az analiziseket fontos generacidrol generaciora
megismételni.

Osszefoglalva tehat kb. 15 évet vehet igénybe az ilyen tipusti munka. Bar ez az idStartam
soknak tlinik nem hidbaval6, mert az eredményeink arra utalnak, hogy a hexaploid biza
genomjahoz addicionalt 5-6s (SU és 5M) és 7-es (7U és 7M) homeoldg csoporthoz tartozo
Aegilops kromoszomak szignifikdnsan novelhetik a bliza szemtermésének néhany mindségi
paraméterét (pl. a B-gliikan tartalmat), mig a 2M és 3M kromoszéma a sétlirési tulajdonsagait.

Végezetiil ismételten szeretném megkdszonni opponensemnek a dolgozatom részletes elemzését
¢s a biralat elkészitését.
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