Vilasz Dr. Pauk Janos az MTA Doktora opponensi biralatara

Mindenek el6tt nagyon kdszondm Pauk Janosnak, hogy elvallalta disszertaciom opponensi
biralatat, méltat6 szavait és 6riilok, hogy a disszertaciét nyilvanos vitara alkalmasnak tartotta.
Az opponensi véleményben megfogalmazott megjegyzésekre és kérdésekre az aldbbiakban
szeretnék vélaszolni.

Nagyon koszéném az értekezés nyelvezetével, kivitelezésével és szerkesztésével
kapcsolatos dicsér megjegyzéseit. Halas vagyok az elénytelen megfogalmazésokat illetd
kritikai megjegyzésekért is, igyekszem ezeket a hibakat a jovoben elkeriilni.

A dolgozat biralata kézben felmeriilt egy terminoldgiai probléma, mely szerint a genetikai
alapanyagok elnevezésével kapcsolatban a ,,vonal” kifejezés hasznalatat (pl. ,,diszomés
és diteloszomas addicids vonal” stb.) biradlom nem tartja szerencsésnek a kovetkezd okok
miatt: ,,A magyar genetikai, nemesitési szohasznalatban a vonal kifejezést a hibrid
vetomag rendszereknél hasznaljuk, Ggyis mondhatjuk a ,,vonal” kifejezés ott hasznalatos,
mar foglalt fogalom, ott genetikai szempontbdl tiszta vonalakat neveziink meg a szdval.
A magyar nyelvben helyesebb a torzs kifejezést hasznalni az 6nbeporzé névények
genetikai forrasainak megkiilonboztetésére.”

A felmeriilt problémara a kovetkez6 valaszt tudom adni:

Dolgozatom irasakor igyekeztem a magyar citogenetikai szakirodalom széhasznalatat
alkalmazni. Sutka Jozsef 1980-ban kiadott Citogenetika cimili kényvében konzekvensen
»addicidos vonalak” (173. oldal), illetve ,szubsztiticiés vonalak” (174. oldal)
kifejezéseket hasznalja. Késébb Belea Adonisz: Faj- és Nemzetség-keresztezések a
ndvényvildgban ciml konyvében (1986) szintén az addiciés (161. oldal) illetve
szubsztiticiés vonal (166. oldal) kifejezést hasznalja. A kifejezés a késdbbiekben is
elofordul, példdul az MTA Novénynemesitési Tudomanyos Bizottsaga altal 2019-ben
kiadott ,,A magyar névénynemesités eredményei az ezredfordulén (1990-2018)” cimi
Osszefoglalé miiben (Langné Molnar Marta és mtsai. 2019).

Biralom szintén megjegyzi: ,,.... genetikai szempontbdl tiszta vonalakat neveziink meg a
szoval.” Ezzel kapcsolatban szeretnék ramutatni, hogy az addicids, szubsztiticios és
transzlokacids vonalak genetikailag tiszta vonalak. Megkiilonboztetjiik, nyilvantartjuk és
kiilon kezeljiik ezeket a vonalakat a biza genetikai hattér (Chinese Spring vagy Mv9kr1),
illetve az idegen faj genotipusa (pl. MvGB382, MvGB642 stb.) szerint akkor is, ha
ugyanazt a kromoszémat hordozzak (pl. vannak hexaploid buza-drpa addicios sorozatok
az Asakazekomugi x Manasz és Mv9krl x Igri keresztezési kombinaciokbol).
Eléallitasuknal és fenntartasukndl szigoru Ontermékenyitést alkalmazunk, a vonalak
kaldszait még virdgzas el6tt celofdntasakkal izoldljuk, meggitolva ezzel az idegen
beporzast. A folyamatos citogenetikai kontroll szintén biztositja az addiciés vonalakban
az idegen kromoszomadk jelenlétét. Mindezek alapjan az idegenfaji addicidk,
szubsztiticiok és transzlokaciok esetében genetikailag tiszta vonalakrdl beszélhetiink,
ezért véleményem szerint indokolt lehet a ,,vonal” kifejezés hasznalata. Ugyanakkor
elfogadom a  felvetés jogossagat is, hiszen bizonyos szituaciokban,
szovegkomyezetekben félreértést okozhat a ,,vonal” kifejezés hasznalata, ezért javaslom
a kérdés megvitatdsdt az MTA Agrartudomanyok Osztilyanak Novénynemesitési
Tudomanyos Bizottsagaban.

Az értekezés fejezeteinek attekintése €s biralata soran felmeriilt kérdésekre adott valaszok

1. kérdés ,,Szeretném megkérdezni a 10. oldal alapjan, — szakirodalmi adatokat is bevonva -
hogy az ismeretlenségbe rejlé A és B genom donorjat valdban reménnyel keressiik-e tovabb,
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feljonnek-e Gjabb eredmények, ami a jelenlegi statuszt atirja?? (Az A" genom sem latszik
identikusnak az A genommal.) Mi itt a helyzet, varhaté-e a kdzeli jovOben meggy6z6 attorés az
A és B genom eredetét, hollétét illetéen?”

Valasz: Ahogyan dolgozatomban is emlitettem (9. oldal), a Triticum, Aegilops és
Amblyopyrum fajok genomdsszetételét eldszor citogenetikai modszerekkel Kihara (1954)
vizsgélta az egyes fajok egymassal képzett interspecifikus, illetve intergenerikus
hibridjeinek meiotikus kromoszoma-parosodasa és a hibridek fertilitisa alapjan. A
késObbiekben tovabbi médszerekkel, példaul izoenzimosszetétel alapjan (McIntyre 1988;
Jarvie and Barkworth 1990), DNS/DNS hibridizacion, vagy a genomi DNS restrikcids
emésztésén alapulo analizisek segitségével (Ogihara and Tsunewaki 1988; Mason-Gamer
and Kellogg 1996) probaltak feltérképezni e fajok filogenetikai kapcsolatait. A
nukleinsavszekvenalds fejlodésével olyan molekularis markerek alkalmazdsa valt
lehetévé, melyek a genom kédold és nem-kddold, nuklearis, vagy plasztid, egyedi, vagy
alacsony kopiaszamu, illetve ismétlédd lokuszait reprezentaltédk (Hsiao et al. 1995 ;
Kellogg et al. 1996 ; de Bustos and Jouve 2002 ; Mason-Gamer et al. 2002 ; Blattner 2004
; Petersen et al. 2006 ; Golovnina et al. 2007 ; Mason-Gamer 2008 ; Jakob and Blattner
2010 ; Petersen et al. 2011 ; Bordbar et al. 2011 ; Yan et al. 2011 ; Brassac et al. 2012 ;
Yan and Sun 2012 ; Mason-Gamer 2013). Mindezen analizisek révén a tetraploid és
hexaploid biiza genomjainak eredetére vonatkozdan kirajzolddni latszik az az altalanos
kép, amit ma is ismeriink, miszerint a buza A genomjanak diploid 6se a Triticum urartu
Tumanian ex Gandilyan (2n = 2x = 14; A"A") lehetett (Chapman et al. 1976 ; Dvorak
1976). B genomja az Ae. speltoides-b6l 2n=2x=14; SS) vagy egy, az Ae. speltoides-szel
kozeli rokon, korabban kihalt, vagy még fel nem fedezett fajbdl (Feldman et al. 1995),
mig D genomja az Ae. tauschii-bol (2n=2x=14; DD) szarmazik (Kihara 1944; McFadden
and Sears 1944, 1946).

Pontos egyezést valosziniileg soha nem fogunk tallni, t6bb okbdl kifolydlag.

1, Az A, B és D genom diploid genomdonor fajainak szdmos populacidja lehetett a
multban is, csak igy, mint jelenleg (Ling et al. 2018; Gaurav et al. 2022). Nem tudhatjuk
biztosan, hogy ezek ko6ziil mely populacid vagy populaciok vettek részt a hexaploid buza
genomszerkezetét létrehozé hibridizaciés eseményekben. Példaul egy egészen fiiss,
2022-es populaciogenomikai vizsgélat, amely az Ae. fauschii mintegy 242 génbanki
tételének szekvenalasan alapult azt valésziniisiti, hogy a biza D genomjanak donora a
Kaszpi-tenger délnyugati partvidékén honos L2 populacidcsoport lehetett (Gaurav et al.
2022). Ugyanakkor a tanulmany arra is ramutatott, hogy a hexaploid genomszerkezet
kialakulasa nem egy egyszeri hibridizacid, hanem t6bb fliggetlen hibridiziciés esemény
révén kovetkezhetett be, melyben szerepet jatszhattak az Ae. tauschii ritka, a mai Grizia
teriiletén honos, valdszinileg jégkorszaki reliktumként fennmaradt populéciéi is (Gaurav
et al. 2022).

A masik ok, hogy a diploid 6s6k poliploid fajképzédésben szerepet jatszé populdcidinak
genomja szintén mddosulhatott az elmult tobbszazezer év alatt. Példaul a Triticum
turgidum subsp. dicoccoides kialakulasat az alkalmazott modszerekt6l fiiggéen 0,19 — 0.8
Millié évvel ez eldttre teszik (Feldman and Levy 2015). Ennyi id6 alatt a genomdonor
fajok szintén nagymértéki valtozasokon mehettek keresztiil. Ezt timasztja ala az Aegilops
nemzettség S genommal rendelkezd Sitopsis szekcidjaban lezajlott intenziv fajképzidés
is (Ae. speltoides, Ae. bicornis, Ae. longissima, Ae. sharonensis, Ae. searsii), mely nagy
valdszintiséggel jelenleg is tart (Belyayev and Raskina 2013). Ugyanakkor az ujonnan
kialakult tetraploid, majd hexaploid buza genomjai szintén jelentds valtozasokon mentek
keresztiill a poliploidizaciénak, késébb pedig a human hatisra bekovetkez6
domesztikacionak koszonhetden. Példaul az allopoliploid fajképz6dés korai



generacidiban a citologiai diploidizaciénak nevezett komplex folyamat keretében kialakul
egy diploid szeri meidzis, mely biztositja a szabalyszert 6roklédést (Feldman and Levy
2015). Ebben a folyamatban szerepet jatszhat a kodolé és nem-koédold szekvencidk
eliminacidja (Ozkan et al. 2001). A kiilonbdz6 transzpozabilis elemek aktivalédasa
szintén része a folyamatnak, amit az is alatamaszt, hogy az LTR retrotranszpozonok
egyensulyi expresszidja ugrasszerlien megnétt a poliploidizaciot kdvetden (Kashkush et
al. 2002, 2003).

Mindezek alapjan a kérdésre valaszolva véleményem szerint a jovOben sem varhat6 egy
olyan faj felfedezése, mely az eddigieknél nagyobb egyezést mutatna a buza B
genomjaval. Ugyanakkor a genom nagyfelbontasu analizisét lehetévé tevd modszerek (pl.
teljestranszkriptom-szekvenalas, teljesgenom-szekvenalas) alkalmazdsa az egyes
Triticum és Aegilops fajok diverzitasat é€s foldrajzi elterjedését jol reprezentald
populécidin finomitani fogjak ismereteinket a buza evolucidjanak részlépéseirdl és azok
idobeli lefolyasardl (Huynh et al. 2019; Parisod and Badaeva 2020).

2. kérdés ,,A 13. oldalon emliti, Dégen nyoman Vojtko eredményét a spontin nemzetség
hibridizacioval kapcsolatban. Ez azt is jelenheti, hogy a buza evoluicids teriilete egyre kiterjed
¢s ma mar az Karpat-medence is ide sorolhat6? Mennyire erdsitheté meg molekularis
modszerekkel ez a kb. 100 éves spontan hibridizacid, esetleg csak feltételezés? Ha nyitott
szemmel jarnank, talan t6bb ilyen eseményt is talalnank?”

Vilasz: Olyan természetes él6helyeken, ahol a buzatablak kézelében vad Aegilops fajok
gyomként el6fordulnak, a btiza x Aegilops hibridek spontan kialakulasa gyakran
bekovetkezik. Spontan buza (7. aestivum) x Aegilops geniculata hibridekr6l elGszor
Requien szamol be 1825-ben, majd Godron tesz emlitést Ae. neglecta x buza, illetve Ae.
triuncialis x buza hibridek délfranciaorszagi megjelenésérol. Van Slageren Aegilops
monografidjaban (1994) szintén felsorolja a hexaploid buza Ae. columnaris-szal
(Olaszorszagban), Ae. cylindrica-val (Magyarorszagon), Ae. neglecta-val
(Franciaorszagban, GoOrdgorszagban ¢és Olaszorszagban), Ae. triuncialis-szal
(Franciaorszagban ¢és  Spanyolorszagban),  valamint  Ae. ventricosa-val
(Franciaorszagban) képzett hibridjeit.

Magyarorszagon az els6 Ade. cylindrica x biza hibridekrdl a Szentendrei-szigeten von
Degen tesz emlitést 1917-ben, aki, mint 0j fajt, Aegilops sancti-andreae Deg. néven irja
le. Rajhathy Tibor 1960-ban ugyanezen az él6helyen szintén megtalalja a leirasnak
megfelel6 egyedeket, aki a novényeket, kromoszéma szam adatokkal (2n=35) is ala
tamasztva, Ade. cylindrica x T. aestivum hibridekként azonositja. Rajhathy szintén
megemliti, hogy a kb. 300 névény 6sszesen hat szemet produkalt, valosziniileg a buzaval
tortént spontdn visszakeresztezodéseknek koszonhetéen. Rajhathy végiil arra a
kovetkeztetésre jut, hogy az Ae. cylindrica x buza hibridek spontan kialakulasa és
visszakeresztezOdése folyamatosan évrél évre megtdrténik. Mindezt megerdsiti Vojko
Andras személyes kozlése is, aki 2013-ban Pély és Tarnaszentmiklds térségében szintén
talalt egy Ae. cylindrica populéci6t, valamint biza x Ae. cylindrica hibrideket (Abra).
Zaharieva és Monneveux 2006-ban részletes attekintést adott a btiza idegenfaju hibridek
Eurdpai el6fordulasarol (Zaharieva and Monneveux 2006). A szerzok a kiilsnboz6 biza
x Aegilops hibridek fertilitasat 6-48 % kozé teszik fajtdl és évjarati hatastol fliggben. A
spontan bekodvetkezd visszakeresztezddések soran a fertilitas névekedést mutat akar az
Aegilops (BCi: 15,1%, BC2: 37,4%), akar a buza sztilovel (BCi: 4,8%, BCa: 13.7%, BCs:
55.8%) torténik a visszakeresztez6dés.
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Abra. A: Aegilops cylindrica és buza x Ae. cylindrica hibridek egyiittes el6fordulasa
buzatablak kozelében (Pély, 2013). B: balrél jobbra az Ae. cylindrica, a buza x Ae.
cylindrica hibrid és a termdhelyen talalhaté hexaploid buza (7. aestivum) kalaszai.

(Fotd: Vojtké Andras, 2013)

Mindez folyamatos génaramlast tesz lehetévé a hexaploid biza és a vele egy €él6helyen
megtalalhaté Aegilops populaciok kozt. Az a megfigyelés, miszerint a biza x Aegilops
hibridek féként allotetraploid Aegilops fajokkal képz6dnek egybecseng azzal, hogy e
fajok elterjedési teriilete sokkal nagyobb, mint a diploid fajoké (Van Slageren 1994). Nem
taldlndm meglepdnek, ha a globélis klimavaltozas kovetkeztében a Karpat-medence
égahjlatdnak valtozasaval egyre nagyobb gyakorisaggal jelennének meg hazankban is
olyan széles adaptacios képességgel rendelkezé fajok, mint az Ae. geniculata vagy az Ae.
biuncialis (melyek mar megfigyelhetok a Balkan-félsziget Magyarorszaggal hataros
orszagaiban). Egyetérteve tehat biralom kérdésével, azt kell valaszolnom, hogy igen, mar
a Karpat-medence is a bliza evoluciés teriiletéhez sorolhaté. Szintén k6széném biralém
azon kérdését, miszerint megerdsitheté-e molekularis modszerekkel az emlitett Biza x
Aegilops hibridek kialakulasa. Bar eddig kapacitdsunk nem tette lehetdvé ilyen jellegii
vizsgalatok lefolytatasat, mindenképp lehetségesnek és indokoltnak tartandm a
Magyarorszagon talalhatd biza x Aegilops hibridek szisztematikus feltérképezését,
valamint molekularis markerek és citogenetikai modszerek segitségével torténd
genomanalizisét.

3. kérdés ,Felvetddik két egyszerli kérdés, a kromoszomak kinyerésével kapcsolatban. A
kiindulasi alapanyag az dramlasi citometrias kromoszéma vizsgalatokhoz gyskércsiics eredetii
kromoszdéma volt. Mindegy-e vizsgalt fajon beliili a fajta, vagy torzs/vonal genetikai eredete?
A fejezetben leirtakbol gy tlinik, hogy nem. A gyokércsucs alapanyag a kromoszoémak
izolalasdhoz a klasszikus citolégia metodikaibol addédnak, de kromoszomaékat in vitro sejt
szuszpenziobol konnyebben lehetne izolalni. Van erre vonatkozoéan sajat vagy irodalmi adat?”



Valasz: A kromoszomék aramlasi citometriaval tortén6 izolalasa szempontjabol mindig
a feladat jellege, célja hatirozza meg azt, hogy az adott faj melyik
vonalat/torzsét/genotipusat hasznaljuk az adott kisérlethez. Ha egy fajnak el6szor irjuk le
az egy-, vagy kétparaméteres dramlasi kariotipusat, elvileg valaszthatndnk barmelyik
vonalat, amely citogenetikailag tipikusnak tekinthetd kariotipussal rendelkezik (azaz nem
tartalmaz genomatrendezddéseket). A gyakorlatban azonban célszerii azt a vonalat
véalasztani, amellyel mar egyébként is dolgozunk (pl. idegenfaju génatviteli
programokban sziil6i genotipusként alkalmazzuk.). Mi ezért valasztottuk pl. az
MvGB382-es Ae. biuncialis genotipust a kisérleteinkhez. A BF1644 Ae. sharonensis
génbanki tétel hasznalatit az indokolta, hogy ez az ,,accession” volt a forrasa az Sr62
rezisztenciagénnek, melynek klonozdsdhoz késébb felhasznaltuk az Ae. sharonensis
izolalt kromoszémainak genomdsszeillesztéseit (Yu et al. 2022, Nature Communications,
13: 1607. https://doi.org/10.1038/s41467-022-29132-8).

Egy adott faj kiilonb6zé populacidiban az &ramlasi kariotipus szerkezete hasonld, azaz
hasonlé szdmu DAPI fluorszcenciacsucsbol (egyparaméteres aramlasi kariotipus esetén),
illetve DAPVFITC fluoreszcenciaintenzitas-aranyokkal jellemezhetd
kromoszédmapopulacidkbol all (kétparaméteres aramlasi kariotipus esetén), ahol az egyes
genotipusokban az adott csucsok, kromoszémapopulaciok kromoszémadsszetétele is
hasonlé6. Fontos azonban megjegyezni, hogy a faj kiilonbdz6 vonalai/génbanki tételei kozt
fennall6 genetikai diverzitds megnyilvanulhat az drmalési kariotipus modosulasaiban is,
hasonléan a citogenetikai vizsgalatok soran C-savozassal vagy repetitiv DNS-prébak
hibridiz4ciés mintdzata alapjan meghatarozott FISH-kariotipusok polimorfizmusahoz
(Szakacs et al. 2008, 2013). gy az esetleges genoméatrendezédések a transzlokaciés
kromoszomak méretének megvaltozasan Kkeresztiil tiikkr6z6dhetnek az aramlasi
kariotipusban megjelené extra csiicsokban/kromoszémapopulacidkban (Said et al. 2022).
A kérdés masik fele arra iranyult, hogy in vitro sejtszuszpenziobdl szintén lehetséges-e
kromoszémaszuszpenziét eldallitani az aramlasi citometriai vizsgalatokhoz.

A kérdés megvalaszoldsakor figyelembe kell venniink a kovetkezOket. Szomatikus
szoveti mintadk esetében a sejtek jelentds része interfazisban van, ezért a mitotikus
kromoszdmék izolalasahoz olyan el6kezelésekre van sziikség, melyek elinditjdk a
sejtosztodds folyamatat, kés6bb pedig blokkoljak a sejtek osztddasat a mitdzis
metafizisaban. A névényi sejtkultirak mitdzisanak szabalyozdsa az allati
sejtkultirakéhoz képest komplikaltabbnak tlinik. De Laat és Blaas (1984) prébalkozott
elészér ndvényi kromoszomak izolalasaval, ahol hidroxyureat hasznaltak a
szinkronizalashoz és kolchicint a sejtek metafazisban tortén6é akkumulalasahoz. Késébb
Schwarzacher ¢és kollégai (1997) hasonld moédszert alkalmaztak buza TaKBl1
sejtszuszpenzios kultiran. Azonban a sejtkulturak hasznélata a kromoszomaizolalas terén
mégsem terjedt el a gyakorlatban, mivel ezek a kultiirdk gyakran kariolégiailag instabilak
(Leitch et al. 1993), és a sejtciklusuk rosszul szinkronizalhat6, altalaban a metafazisos
index nem éri el a 35%-ot (De Laat és Blaas 1984).

Levéleredetli protoplasztkultirak alkalmazasa szintén felmeriilt a kromoszémaizolalas
szempontjabdl (Conia et al. 1987), azonban a sejtosztddas szinkronizalasa itt sem
bizonyult elég hatékonynak, csak a sejtek 10%-a osztddott.

A gyokércsucs-merisztémak alkalmazasa végiil azért valt altalanossa, mert altaladban
nagyobb a sejtosztédasi ratajuk, és ellentétben a levéleredetii sejtekkel, a mitdzis
pontosabban szinkronizélhato, 50% feletti metafazisos index érhetd el (DoleZel et al.
1992). A gyokércsucsok hasznalatanak tovabbi eldnye, hogy a fajok tobbsége esetében
csiranévények nevelheték, melyek gydkereit hidroponikus rendszerben relative egyszerd
modon lehet kitenni a killonféle kezeléseknek (hidroxyurea, amiprofosz-metil) és mosasi
1épéseknek. A szinkronizalt és metafazisban akkumulalt gyokereket formaldehiddel lehet



kezelni, biztositva ezaltal a  kromoszomak mechanikai stabilitisdt a
kromoszémaszuszpenzid elBallitasa soran. Ez a karioldgiai stabilitas az, ami ismételhetd
modon teszi lehetévé a pontos dramlasi citometriai analizist. Tovabbi érv a gyokércsticsok
alkalmazéasa mellett, hogy csak hasznalatukkal lehet megfelelé szdm@ kromoszomat
izolalni. A kiilonb6z6 genomikai mddszerektdl (PCR templatként valé alkalmazas,
szekvenalas, BAC konyvtarak készitése, optikai térképezés, proteomikai analizis stb.)
fliggden néhany tizezertdl (1-3 dra alatt) akar 2-3 millidig (3-4 hét intenziv munka) is
terjedhet az izoldlandé mennyiség.

4. kérdés ,,Az egy paraméteres flow sorting-gal kapcsolatban meriil fel a kérdés, hogy a
kromoszémék méretével aranyos DAPI fluoreszcencia intenzitast befolyasolja-e az izolalas
soran alkalmazott kromoszoémaék roviditésére adott kezelés? Ennél a pontnal a vizsgalat
ismételhetdsége érdekel valdjaban. Ha ugyanazt a genotipust valaki mas vizsgélja, egy masik
kisérletben (laboratériumban), a mdédszert adaptalva, ugyanazt a hisztogramot kapja-e?”

Valasz: A mitotikus kromoszémak aramlasi citometrias analizise és izolalasa eddig 43
noévényfaj esetében volt lehetséges, kéztikk olyan diploid, tetraploid illetve hexaploid
gabonafélék és rokonfajaik esetében, mint az arpa, rozs, durum és hexaploid biza, illetve
ezek vad Triticum és Aegilops rokonai (DoleZel et al. 2021). Az analizishez sziikséges
kromoszémaszuszpenzidk eldallitasanak részletei, a sejtciklus szinkronizalashoz
alkalmazott hidroxyurea- és amiprofosz-metil-kezelések (koncentracid, id6tartam),
valamint a mosasi 1épések szamos metodikai cikkben dokumentaltak (Vrana et al.
2016ab; Dolezel et al. 2021).

A leirt protokoll betartasaval, az adott laboratérium koriilményeihez torténd esetleges
finomhangolas utdn egy-egy faj aramlasi kariotipusa reprodukalhat6. J6 példa erre a
hexaploid Chinese Spring és tetraploid Creso buzafajta kétparaméteres aramlasi
kariotipusa, amit az Olmiici Strukturalis és Funkcionélis Genomikai Laboratériumban
(Dolezel et al. 2014), valamint az ENEA Romai intézetében (Italian National Agency for
New Technologies, Energy and Sustainable Economic Development, Rome, Italy)
egyarant meghatéroztak és publikaltak (Giorgi et al. 2013). A két publikacidban lathat6 a
DAPI és GAA-FITC fluorszcencia alapjan felvett aramlasi kariotipus, ahol az erés GAA
savokkal rendelkez6 B-genomi kromoszomak az intenziv FITC fluoreszcencia
tartomanyokban figyelhetok meg, ellentétben az A és D kromoszémakkal, melyekben a
GAA mikroszatellit-ismétlddések mértéke elhanyagolhatd, igy a GAA-FITC
fluoreszcencia intenzitasa is 1ényegesen kisebb.

Megjegyzem, hogy a sejtciklus-szinkronizalashoz, illetve metafazisban torténd
akkumuléciohoz hasznalt protokoll a martonvasari laboratériumban is kivaloan miik6dik
mind a biza és rokonfajai, mind pedig a kukorica esetében, ezt a jovében a citogenetikai
vizsgalatokhoz kivanjuk alkalmazni.

Tovéabbi megjegyzésem, hogy a tapasztalatok szerint az aramlasi kariotipusok minGségére
sokkal nagyobb hatdssal van a berendezések tipusa, konfiguracidja, a fluoreszcencia
gerjesztéséhez hasznalt 1ézerek tipusa és hatasfoka, valamint a detektorok tipusa. Szintén
fontos paraméter az analizis sordn alkalmazott aramlasi sebesség (1500-2000
részecske/mp).

Esetiinkben kivaléan bevalt a Becton Dickinson cég FACSAria II SORP aramlasi
citométere és szortere (Immunocytometry Systems, San José, USA), ahol a DAPI
fluorszcenciajanak gerjesztése egy Genesis 1ézerrel (A=355 nm), a FITC fluoreszcencia
gerjesztése pedig egy Sapphire HP 1ézerrel (A=488 nm) torténik.



,»A 47. oldalon - feliilrd] a 8. sorban - a fajkeresztezések helyett a faj- és nemzetségkeresztezések
lenne a helyes kifejezés.”

Valasz: K6szonom a megjegyzést, egyetértek biraAlommal.

5. kérdés ,,A 62. oldal utolsé soraban a tetraploid fajok kromoszoma méretbeli eltérésével
kapcsolatban ez olvashatéd: ,tetraploid fajok kromoszémdinak méretei eltérnek, ami a
kromoszomak evolicios atalakulasara utalhat”. Feltételezések szerint milyen evolicids hatas
volt, ami a tetraploid fajok kromoszémaira — csak ezekre? — ilyen drasztikus hatassal volt?”

Vilasz: Az emlitett szévegrész az egy- és kétparaméteres aramlési citometrids
mddszerekkel végzett kromoszomaizolalasi eredmények 6sszefoglalasa volt. A nevezett
mondat miszerint ,,Ugyanakkor a diploid és tetraploid fajokon végzett vizsgalatok
ramutattak arra is, hogy az egyes diploid fajok és az allopoliploidizacidé soran kialakult
tetraploid fajok kromoszémdéinak méretei eltérnek, ami a kromoszomak evolucids
atalakulasara utalhat.” legnagyobb igyekezetem ellenére is félreértheté maradt.
Szandékom szerint az eredmények arra utaltak, hogy a diploid U és M genommal
rendelkezd fajok (azaz az Ae. umbellulata és Ae. comosa) hibridizéacidjaval 1étrejott
allotetraploid fajokban (de. biuncialis és Ae. geniculata) a kromoszémak fajon beliili
egymashoz viszonyitott mérete megvaltozott a diploid 6s6kéhez képest. Néhany oldallal
késobb (64. oldal) a 4.1.3. fejezetben ezeket az eredményeket igyekeztem megvitatni.

A nevezett evolucios hatds, ami a tetraploid fajok kromoszémaira hatdssal volt az az
allopoliploidizacié folyamata. Az allopoliploidizacié egyik korai, mar az elsd
generaciokban végbemend folyamata, az Gn. citogenetikai diploidizacio. A folyamat az
azonos homeolog csoportba tartozé kromoszoémak kozti strukturalis kiillonbségek
erGteljesebbé valasahoz vezet, melynek eredményeként az 0j faj meidzisdban a
kromoszémaparosodas soran a multivalensek kialakulasa visszaszorul és a bivalensek
kialakulasa valik preferalttd. Ennek révén kialakul egy diploid-szerii 6roklédési jelleg,
ami a késobbiekben biztositja a kiilonb6z6 genomok kromoszémdinak szabalyszerii
szegregacigjat, az Uj faj fertilitdsat €s genetikai stabilitasat (Feldman és Levy, 2015).

A citogenetikai diploidizaci6é molekuléris hatterei kozott meg kell emliteni az alacsony €s
magas kopiaszamu, kédolo és nem-kddolé DNS-szekvencidk kiesését (Ozkan et al. 2001;
Baum ¢és Feldman, 2010), valamint az olyan epigenetikus valtozasokat, melyek révén
szamos gén expresszidja megsziinik (Feldman et al. 2012). Ez a folyamat §sszhangban
all azzal a jelenséggel, hogy az allopoliploid fajok haploid genommérete (1C értéke)
altalaban kisebb, mint a diploid 6seik genomméreteinek 6sszege. Ez az U és M genommal
rendelkezd diploid és tetraploid Aegilops fajok 1C értékei esetében is megmutatkozik. Az
aramlasi citometrias eredmények a teljes genomra jellemz6 1C értékekkel leirt jelenséget
a kromoszdmak szintjén igyekezett alatdmasztani: azaz megfigyelhet6 volt, hogy pléldaul
a 4U, 2M, 3M, 4M, 6M kromoszomak eltérd csucsokban jelentek meg a tetrapolid Ae.
biuncialis és az Ae. geniculata fajokban a diploid 6s6kh6z (de. umbellulata és Ae.
comosa) képest (47. oldal).

6. kérdés ,,A 4.2.1.3. fejezetben a COS markerekkel végzett vizsgalatok kapcsan van sz az U
és C genommal rendelkezd Aegilops fajok evoluciés kiilonvalasa kapcsan az M és N genommal
rendelkezé fajokrol. Mennyire béviilhet ez a kér a tovabbi kutatasok kapcsan? Vannak-e olyan
rokonok/6s6k, amelyek mar csak archeobotanikai vizsgalatokbol tarhatok fel? Azért kérdezem,
mert a dolgozatban féleg ma él6 nemzetségek, fajok vizsgalatar6l, genomszervez6désérdl esik
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Valasz: A kérdést ketté valasztanan a valaszadas el6tt. Opponensem kérdésének els6 fele
arra vonatkozik, hogy az U és C genommal, valamint az M és N genommal rendelkezd
Aegilops fajok kore boviilhet-e a jovoben. Ismeretes, hogy az Aegilops fajok evolucidja
kapcsan jelentOs szerepet tulajdonitanak a fajok kozti homoploid hibridizaciénak (azaz a
kromoszémaszam-valtozdssal nem  jar6  hibridképz6désnek),  introgressziv
hibridizaciénak (Danilova et al. 2017) és intergenomikus kromoszémaatrendez6déseknek
(Parisod and Badaeva 2020), melyek révén reproduktiv izolacié léphet fel. Mindezek
megvaltoztathatjak az adott populacié génexpresszids mintazatat, ami adaptiv el6nydket
biztosithat az 0j genotipusnak. Ezek a folyamatok felgyorsulhatnak a mai valtozo6 klimaja
vilagban, az él6helyek okoldgiai adottsdgai médosulhatnak. Szintén meg kell emlitenem,
hogy az allopoliploid Aegilops fajok ko6zott szamos esetben figyeltink meg
intergenomikus kromoszémaéatrendezdéseket (Molnar et al. 2011; Badaeva et al. 2021).
A jovében kiilondsen érdekes adalékot nyujthatna a poliploid Ae. biuncialis
¢éléhelyekrol begyljtétt nagyszdmi génbanki tételein vizsgalnd az intra- és
intergenomikus  kromoszémaatrendezédések jelenlétét. Az adatok betekintést
nyujthatnanak arra vonatkozodan, hogy az egyes genomatrendezdések Gsszefliggésben
allnak-e az egyes tételek foldrajzi szarmazasaval, él6helyével, és okozhatnak-e
reproduktiv izolaciét a faj normal kariotipussal rendelkez$ populaciditél. Minezek
alapjan vélaszolva a kérdésre, igen, a jovOben nem tartom kizartnak 4j diploid, vagy akar
poliploid Aegilops fajok megjelenését.

Ugyanakkor a multra vonatkozéan nehezen tudok véleményt alkotni. Az elmult évek
filogenetikai vizsgalatai alapjan a diploid degilops fajok kialakulasat 0,4-2,5 millié évvel
ezelottre teszik (Feldman and Levy 2015). Ezek a vizsgalatok a ma is €16 fajok jo
mindségben izolalt DNS-ének 6sszehasonlitd elemzésén, sok esetben egyszerli nukleotid
polimorfizmusok vizsgélatdn alapulnak. Pontos informdaciéim nincsennek az
archeobotanika eszkéztarardl, de valészinlinek tartom, hogy ebb6l a korbdl szarmazé
geologiai mintadkbol nem lehet DNS-t a kivant mindségben izolalni ahhoz, hogy el
lehessen kiiloniteni esetlegesen hianyzé vagy eddig ismeretlen (ij genommal rendelkezé
Aegilops fajokat.

Az uj tudomanyos eredményekkel kapcsolatos javaslatok

Valasz: Elfogadva opponenseim (Hegediis Attila és Pauk Janos) megjegyzését és
javaslatait a tézispontok leréviditésére és atfogalmazasara vonatkozéan az 'alabbi
tézispontokat javaslom elfogadni:

1. Egyparaméteres aramlasi citometria alkalmazasaval - intakt mit6tikus kromoszomakon
- meghatdroztdk az U, M és C genommal rendelkez6 Aegilops fajok, valamint a
kenyérbuza diploid seinek aramlasi kariotipusat.

2. Kétparaméteres aramlési citometria segitségével izolaltdk az U, M, C, S genomok
Osszes egyedi kromoszoémajat.

3. Kimutattdk, hogy az M genom nagymértékii hasonldsidgot mutat a bilza
kromoszémakkal.

4. Elséként allitottdk eld az allotetraploid Ae. biuncialis nagy felbontasu genetikai
térképét.

5. Az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszémainak szekvenaldssal kapott eredményeit
felhasznava markerkapcsolt szelekcids rendszert hoztak 1étre fajidegen génatviteli
programok szamara.



6. Uj hexaploid blza x Ae. biuncialis 4U diszémés addici6s-, valamint 4M(4D) és
SM(5D) diszémds szubsztitiiciés vonalakat allitottak eld.

4. Az értekezéssel kapcsolatban felmeriilt kérdések

1. ,, Az értekezésben tObbsz6r szd esik az aramlasi citometriaval izolalt kromoszémak
tisztasagrol (pl. 70-80% kozotti tisztasdg). Mi okozza a szennyezddést, kromoszémaknak
toredéke (valdsziniileg nem), vagy mas nem DNS eredetii szennyezddésrdl van sz6? A
szennyezddés mennyire zavarja az eredményekbdl levont kovetkeztetéseket?”

Valasz: Az izolalt kromoszoémak tisztasaga alatt azt értjiik, hogy az izolalt kromoszéma
frakci6 hany %-ban tartalmazza az adott kromoszomat, illetve milyen mértékben
szennyezett egyéb kromoszoémaékkal. Ennek hatterében az 4ll, hogy egy-egy faj esetében
az egyes kromoszomak mérete és/vagy GAA mikroszatellit-gyakorisiga nem elég nagy
ahhoz, hogy 100%-ban tiszta mintakat izolaljunk. A kromoszdmaszuszpenzid
eloallitasanal szintén elofordul, hogy néhdny kromoszoma nem tokéletesen
kondenzalédott, aminek koévetkeztében az  é4ramlasi  kariotipus  nagyobb
mérettartoméanyaiban jelenik meg. Igy statisztikusan mindig el6fordul, hogy egy-egy
kozeli mérettartomanyba esé kromoszoéma nem megfeleld izolaciés ablakba keriil és
ezaltal szennyez egy mésik kromoszomafrakciot.

A gyakorlatban ezt a problémat Ggy kezeljiik, hogy minden esetben az Eppendorf csébe
izolalt 20 000-100 000 kromoszoéma mellett 2-3000 kromoszémét mikroszkop
targylemezre is izolalunk, majd FISH segitségével azonositunk. 100-150 kromoszomat
azonositva meghatarozhat6 az adott izolalt minta kromoszdmadsszetétele. Tébb hasonld
mintat elballitva mindig a legnagyobb tisztasagi kromoszémamintat hasznaljuk a
tovabbiakban. Ez az esetek tobbségében a kromoszomak DNS-tartalmanak szekvenalasat
jelenti, ezért a  molekularis  citogenetikai  moddszerrel = meghatarozott
kromoszdmadsszetétel nagyon fontos informaciot adhat a bioinformatikusok szamara a
kromoszomadgsszeillesztések utan a szennyez6 kromoszoémak kontigjainak kisziiréséhez.
Tapasztalatok szerint altalaban a 70-80%-os tisztasag az a hatarérték, amelyet példaul
génklonozési projektek esetében elfogadnak egy-egy kromoszomaminta esetében. A
genomikai projektek altalaban tobb alternativ modszert alkalmaznak. Példaul génizolalasi
projektek esetében, az esetek tobbségében, rendelkezésre allnak genetikai térkép és
transzkriptom szekvenalasi adatok, melyekkel Osszevetve a vad tipust és knock-out
mutans valtozataibol szarmazo kromoszdmaszekvenciakat megalapozott
kovetkeztetéseket lehet levonni.

2. ,,Az értekezés kapcsan 1étrejott nemesitési alapanyagok, mikor jutnak koézvetlen nemesitési

programokba? Oltalommal mit lehet védeni? Az eldallitds modszerét, a genetikai alapanyagot

(pl. diszoémas térzs), vagy csak az eldallitott fajtat, hasonldéan ahhoz, mint azt ma is tessziik?”
Valasz: A 1étrehozott nemesitési alapanyagok koziil legkorabban a buza (Mv9krl)-Ae.
biuncialis transzlokécids vonalak keriilhetnek a fajtaeldallité nemesitési programokba. A
martonvasari gyakorlatban ez azutin térténik meg, hogy az 0j transzlokacidk morfoldgiai
és agronomiai tulajdonsagait, betegségellenallosagat, beltartalmi paramétereit legalabb 3
éven keresztiil szant6foldi koriilmények kozott értékeljiik. Amennyiben a transzlokéaciok
a buzasziilével Gsszevethetd, vagy jobb értékelést kapnak, akkor atadjuk a nemesitd
kollégaknak, akik beillesztik a keresztezési programokba. Ebbdl a szempontbdl reményt
keltének tlinik az Gj 2DS.2DL-2U transzlokacid, melynek terméselemei, igaz tiveghazi
korilmények kozott, elérik az Mv9krl buzasziilé értékeit, ami arra utal, hogy egy
kompenzalé tipusu transzlokaciorol van szo.



A 4M(4D) és 5M(5D) szubsztiticié esetében, habar szintén kompenzal6 tipust
szubsztiticiokrdl van sz, sziikkség van az atvitt kromatin méretének csokkentésére. A
kollégaim segitségével nemrég 1étrehozott Mv9kr1 biizavonal phlb muténs valtozataval
(Tiirkosi et al. 2022) Gigy valthatunk ki homeoldg rekombinaciokat a buza 4D, illetve 5D,
valamint az Aegilops 4M, illetve SM kromoszoma ko6z6tt, hogy k6zben nem modositjuk
az agrondmiai szempontb6l kedvezd szi buza genetikai hétteret. Az 0ij rekombinansok
kivalogatdsdhoz, diszomds formaban torténé felszaporitdsdhoz és agrondmiai
értékeléséhez sziikséges id6t nehéz megbecsiilni, de minimalisan 6-8 évet tartanék
szilkségesnek, mire a fajtael6allitd nemesitési programok szdméra értékes
transzlokaciokat tudunk atadni. Szintén lehet6ség van a szubsztiticiés vonalak Mv9krl
buzavonallal tortén6 keresztezésére, melynek révén olyan utédok jonnek létre, ahol a 4M
€s SM Aegilops valamint a 4D illetve 5D buzakromoszoémak dupla monoszémas
formaban vannak jelen. E ndvények meidzisaban az univalensek miszdiviziojaval teljes
kromoszomakarokat érint6 centrikus fiizidkat, in. Robertsoni transzlokéaciokat hozhatunk
1étre.

Meglatasom szerint oltalommal védeni az idegenfaju introgressziokat hordozé fajtat
lehet. A genetikai alapanyagot (pl. addicids, szubsztiticios és transzlokacios vonalakat)
nem lehet. Ezeket a publikalt alapanyagokat a martonvasari gabonagénbank tartja fenn és
kutatasi céllal szabadon hozzaférhetd a kutatdk, nemesitok szdmara. Végiil, ha a kutatasok
eljutnak abba a fazisba, hogy az atvitt hasznos tulajdonsagokért felelds idegen gént vagy
génvaltozatot azonositani lehet, akkor azt elvileg lehet szabadalommal védeni.

3. ,Mi a véleménye az ivaros keresztezésen alapuld, idegen fajii genetikai eseményrdl, amirdl
sz6l az értekezés? A transzgénikus kutatasok és alkalmazasok azért keriiltek korlatozas ala, mert
idegenfaji DNS keriil egy nemesitett fajba, igaz ott legtobbszor rokonséagi koron kiviili (tavoli)
genetikai kapcsolatrél van/volt sz6. Véleménye szerint, az értekezésben végzett kutatis
(idegenfaji génatvitel), természetes eseménynek szamit-e?”

Valasz: Véleményem szerint a keresztezésen alapuld idegenfajii génatviteli folyamat
természetes eseménynek mindsiil, melynek indokldsaként a kovetkezOket szeretném
megemliteni.

Szamos publikicid igazolja, hogy a buza és rokonfajainak egyiittélése esetén lehetdség
van a buza-idegenfaju hibridek spontan kialakulasara. Ezzel kapcsolatban hagy utaljak
vissza a 2. kérdésre adott valaszomra, melyben a buiza x degilops hibridek magyarorszagi
és eurdpai €élohelyeken torténd spontan kialakuldsarol irok.

A buza és az idegen faj rokonsagi fokatdl fliggden bizonyos valdszinliséggel a hibridek
visszakeresztezddése is bekovetkezhet (Zaharieva és Monneveux 2006). Mar a XX.
szazad korai éveiben beszamoltak arrdl, hogy idegenfaji (7. turgidum ssp. dicoccoides x
Ae. geniculata) hibridekben lehetséges a kromoszomék spontan megkett6z6dése (Von
Tschermak and Bleier 1926). Késébb kimutattak, hogy buza intergenerikus hibridekben
a redukalatlan gamétak aranya akar az 50%-ot is elérheti (Kihara and Lilienfeld 1949).
Nem tul régen Matsuoka et al. (2013) a spontan genomduplikacié genetikai hatterét
vizsgalva T. turgidum x Ae. tauschii F1 hibridekben 6 db Ae. tauschii-hoz kétheté QTL-t
talalt, melyek szorosan kapcsolddtak a redukalatlan gamétaképzbdésen keresztiil a hibrid
genom spontan megduplazédasahoz.

Természetesen a kolchicin felfedezésével (Blakeslee 1937) a keresztezési kombinacidk
tobbségében viszonylag egyszeriien és gyorsan tudunk biza-idegenfaji amfiploidokat
eldallitani, melyek részleges fertilitasuknak kdszonhetben fenntarthatok és évrol-évre
visszakeresztezhet6k a buzasziilovel.
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Mindezek alapjén feltételezhetd, hogy a Triticum/Aegilops rokonséagi kordn belil jelentSs
genetikai képesség mutatkozik az interspecifikus és intergenerikus hibridizaciora. Szintén
ezt a feltevést tamaszthatja ald az, hogy a blizaban szamos keresztezhet6séget befolyasolod
gént azonositottak (lésd a dolgozat 14. oldala).

Osszegezve tehat, a keresztezésen alapulé idegenfaju génatviteli programokban
igyeksziink a rendelkezésiinkre 4116 eszk6zok (pl. citogenetikai és molekularis genetikai
markerek, genomikai moddszerek, kolchicin, recessziv kr/ alléleket és phlb deléciét
hordoz6 buza vonalak, stb.) olyan kériilményeket teremteni, ahol az egyébként kis
gyakorisaggal bekovetkezd természetes események (interspecifikus hibridizacid,
genomduplikacié, homeolég rekombindcié) a lehetd legnagyobb gyakorisdggal
kovetkezzenek be.

Végiil ismételten kdszoném Pauk Janos biralatat, észrevételeit, kritikai megjegyzéseit melyek
segitséget nyujtottak ahhoz is, hogy a jovOoben hasonl6 hibakat ne kdvessek el. Legf6képpen
természetesen azt koszoném, hogy pozitivan értékelte és disszertaciomat nyilvanos vitara
alkalmasnak tartotta.

Martonvasar, 2022. 11. 03. / / » /
o e— S
Molnar Istvan
tudoményos fémunkatars
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