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Lantos Csaba: Az in vifro androgenezis kutatasi eredményei Triticum fajok
nemesitésében
cimii az MTA doktora cim elnyerésére készitett értekezésének biralatara

Készonom. Prof. Dr. HegedUls Attilanak. MTA doktoranak. egvetemi tanarnak, hogy
doktori értekezésem biralatat elvallalta. ¢és alapos. minden tartalmi, formai és stilisztikai
részletre kiterjedd biralatot készitett. Koszonom az észrevételeket, javaslatokat és kérdéseket.
Sokat tanultam a birdlat olvasasa és a valaszok készitése soran. Tovabba kdszondém a
dolgozattal és a tudomanyos eredményekkel kapesolatos pozitiv, elismerd megjegyzéseit.

Opponensem felhivtam figyvelmemet a szakkifejezések magyar nyelvii helyes
hasznalatara. szamos formai ¢s helyesirdsi pontatlansdgra. A véglegesités elétt valoban érdemes
lett volna még egyszer alaposan dtnézni az értekezést. Eszrevételeivel egyetértek. a felmeriilt
kérdésekre (a valaszok el6tt vastagbetlvel irva) az alabbiakban valaszolok.

A Sanchez-Diaz és mtsai. (2013) dltal azonositott Ta TPD[-like, TAAIb, GSTI2, GSTA2,
TaNF-YA stb. génekrol azt irja, hogy hasznos informacioval jarulhatnak hozza a
kozonséges buza mikrospora embriogenezisének korai szakaszaban lejatszodo események
mélyebb megértéséhez.... Mik ezek a gének, milyen biologiai funkeid tirsul az dltaluk
kodolt fehérjékhez, milyen molekularis folyamatokban van tehat kiilonbség a gyenge és
jo valaszado képességii fajtak esetében?
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Sanchez-Diaz ¢és mtsai. (2013) egy jo (Pavon’) és egy gyen
valaszadoképességli buza genotipussal vizsgalta az in vitro androgenezis indukciojaban
szerepet jatszo gének mukddését. A mintavételezés stressz elokezelés eldtt és utan tortént.
valamint a tenyésztés 5., 10. és 15. napjan. Osszesen tizennégy eént irtak le. amelyek a
mikrospora-eredetti embrioszert strukturak fejlodésének kiilonbozo fazisaiban fejezodnek ki.

A jelatviteli mechanizmusokban részt vevo gének (7a7PDI-like és a TAA1b). valamint
a két glutation-S-transzferaz (GSTF2 és (GSTA2) gén akkor indukalodtak. amikor a mikrosporak
ugynevezett ..csillagszert™ morfologiat mutattak. illetve taljutottak az elsé sejtosztodason. A
stresszvalasz szabalyozasaval kapesolatos gének (TaNF-YA, TuAGLI4. TaFLA26, CHI3, XIP-
R: Tadl és WALI6) az exine felszakadasa elott aktivalodtak. Tovabba, a soksejtes struktirak
kiszabadulasakor a TaEXPB4. TaAGP3[-like ¢és TaME] gének fejezodtek ki. Az eltérd
valaszadoképességii genotipusok génexpresszios vizsgalatainak osszehasonlitasa azi mutatia,
hogy az exine felrepedése elott aktivalodo gének profilia korabbra tolodott a gyenge
valaszadoképességii genotipus esetéhben.

Az utobbi években az epigenetikai valtozasok tanulmanyozasa szintén elotérbe kertilt
az in vitro androgenezis indukcidjaval kapesolatban.



Nem vilagos, hogy a nagysziamu (dsszesen 22 hivatkozott mii) felsorolasa miért volt
nélkiilozhetetlen. Minden olyan kutatiasrol szélé kozleményt felsorolt, amelyben
kontrollalt koriilmények kozott nevelték a névényeket hasonlé kisérletekben? A gondolat
maga ui. nem til eredeti: iiveghazban barmikor nevelhetiink névényt, ezt a megallapitast
még hivatkozas nélkiil is el tudnam fogadni.

A donor névények felnevelése kulesfontossdgu az in vitro androgenezis indukcidja

szempontjabol. A megallapitasok valoban trividlisnak tlinnek elsd olvasasra. azonban a
modszerek széleskorti gyakorlati felhaszndlasa soran alapvetéen fontosak a donor névények
felnevelésének kériilményei. és novényfajonként eltéré megallapitasra jutottak a kutatok.

Repce esetében az izolalt mikrospora tenyésztés modszere valt rutin modszerré a
nemesitésben és kutatasban, ahol kizarolag kontrolalt kortilmények kozott felnevelt
alapanyagot hasznalnak, mert az indukciohoz sziikséges megfelel6 hosokk kezelést igy tudjak
biztositani (né¢hany °C eltérés is szamit). Paprika esetében is kontrolalt kériilmények kozott
nevelik fel a donor novénveket. elsésorban az in vitro tenyészetek sterilitasanak biztositasa
érdekében, igy tudjak csokkenteni a steril tenyészetek fertdzésének kockazatat. Buza esetében
még nem eldontétt a kérdés. mindkét példara taldlunk szép szdmmal publikalt adatot. Sajat
tapasztalataink alapjan az in  virro portoktenyésztés modszere haromszor-négyszer
hatékonyabb, ha szantofoldi alapanyagbdl tudunk dolgozni (nagyobb kaldszok tobb
kaldszkaval: nagyobb portokok. tobb életképes mikrosporaval).

Erdekes megfigyelni, hogy a hosszii hidegkezelés homérséklete azonos vagy inkiabb
alacsonyabb a rovid idotartamid hidegkezelés esetén alkalmazott homérsékletnél. Arra
gondolnék, hogy egy hosszabb, kevésbé hideg kezeléshez hasonlé hatast egy rovid, de
hidegebb kezelés tud elérni. Mi lehet az oka, hogy nem igy van?

Az in vitro portoktenyésztés indukcidjara a korai- ill. kozépsé egysejtmagvas
vakudlumos allapottt mikrosporak alkalmasak. Szantofoldi kortilmények kozott kb. 48 ora az
az idotartam, amikor az alapanyag ilyen allapota és begy(ijthetd. A begyijtétt hajtasok ezutan
hideg elokezelést kapnak, mely sordn a mikrosporak fejlodése lelassul. de nem all meg.

Alacsonyabb homérsékletii kezelés esetén tobb idé all rendelkezéstinkre. hogy az idedlis
allapotban megérizzik a mikrosporakat. ¢s a mikrosporak atprogramozasa megtdrténjen
gametofitikus Utrél sporofitikus dtra, azonban néhany fokkal (°C) magasabb hémérsékletti
kezelés esetében ez az idétartam rovidil. A még alacsonvabb homérsékletii kezelés mar
karositana a mikrosporak sporofita fejlédésmenetre torténd atprogramozasat.

Az F1 noévények eloallitasahoz hasznalt keresztezési kombinaciok jelolésekor a sziilo
genotipusok kozott perjelet haszndl, ami nagyvon Kkiilonos. Genetikai munkdakban a
keresztezés jelolésére nem a perjelet, nem is a kis x-betiit hasznaljuk, hanem a x
szimbélumot.



Az értekezésben bemutatott kisérletekben a mar eléallitott 'y kombinaciokat hasznaltuk
fel. melyek esetében a sziiloi genotipusok kozott perjelet alkalmaztunk. Tobb évtizedes
hagyomanya van, hogy a Gabonakutato Nonprofit Koézhaszni Kft. bliza nemesitési
programjaban az F| kombinacidkban perjelet (../7) alkalmazunk a szilo genotipusok koézott.
Kétszeres keresztezés esetén .J//7 jelet. mig haromszoros keresztezés esetén a ../3/7 jeldlést
alkalmazzuk. Ezt a jelolési rendszert a CYMMIT-161 (Mexikd) vették at idésebb kollégdim
(Barabds Zoltan akadémikus. Kertész Zoltan professzor). Magunk is ezt kivetjiik a nemesitési
munkak végzése. publikaciok készitése ¢és az ériekezés megirdsa soran. Ismereteim szerint az

ontermékenytilé gabonaféléknél ezt a rendszert sokan hasznaljak a vilagon.

Kérem ezért, hogy legyen kedves pontosan megadni, milyen képlettel szimolta ki a GCA-
t, az SCA-t, és milyen szamitiasokkal értékelte a reciprok hatast? Jelolt ugyan hivatkozik
a statisztikai analizisnél az eredeti Griffing (1956) cikkre, de abban a kiézleményben tobb
modellen keresztiil szaimos modszert és képletet ismertet a szerzd, igy megjelolés nélkiil
lehetetlen azonositani, pontosan mit hasznalt az eredmények eléréschez.

Az eredeti tudomanyos cikk publikalasa (Lantos és mtsai. 2019) sordn nem kérték a
képletek részletes ismertetését. fgy fordulhatott elé. hogy kevesebb figyelmet forditottam ezen
rész részletesebb kifejtésére az értekezés Anyag ¢s modszer fejezetében. A kisérlet soran teljes
diallél populacioval dolgoztunk. igy a kisérletek kiértékeléséhez Griffing 1 modszerét és elso
modelljét alkalmaztuk. Az ide vonatkozo képletek az eredeti cikkben olvashatéak, a cikk 2.
tablazata foglalja 6ssze azokat (Griffing 1956).
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A diallél kisérlet kiértékeléséhez Dr. Boda Krisztina (SZTE. AOK. Orvosi Fizikai és
Orvosi Informatikai Intézet: SZTE. Matematikai Doktori Iskola oktatoja) segitségét kértiik. aki
a publikalt cikklinknek tarsszerzoje is. A biralt értekezésem Koszonetnyilvanitas részében
megemlitettem az adatok kiértékelésében nyujtott segitségét. Ezaton is kdszoném Dr. Boda
Krisztinanak a diallél kisérlet statisztikai kiértékelését.

Opponensem 1j tudomanyos eredményekkel kapcsolatos észrevételeit és javaslatait
tisztelettel elfogadom a fenti valaszaimat is figyelembe véve.

Vilaszok a kérdésekre:

1. Az irodalmi attekintésben emliti, hogy a biiza portoktenyésztése sorin az embriogenezis
fokozasanak érdekében bizonyitottak néhdny vegyiilet (pl. n-butanol, antioxidansok,
antibiotikumok) pozitiv hatdsat, ami Gj lehetéségeket adhat az in vifro androgenezisen
alapulo modszerek fejlesztésekor. Ezekben a Kisérletekben véletlenszeriien Kkivalasztott
vegyiiletekrol igazoltak pozitiv hatast. Kérdésem, hogy a rendszerbiologiai alapi (omikai)
vizsgalatok segithetnek-e¢ a fenti célra leghatékonyabban felhasznalhaté vegyiiletek
azonositasaban?

Seifert és mtsai. (2016) transzkriptomikai vizsgalatokat végeztek *Svilena” 6szi bliza
genotipus in vitro izolalt mikrospora tenyészetében harom fejlettségi allapotot dsszehasonlitva:
hideg elékezelés elott (1.). utan (2.). illetve az elsod sejtosztodast kdvetden (3.). Tobb mint
huszezer transzkriptumot vizsgaltak a kisérletek soran. Feltehetden az atiratok nagy része a
mikrosporak embriogenezisének indukciojara specifikus. Nagy mennyiségben azonositottak
stressz allapottal és embriofejlédéssel kapesolatos transzkriptumokat. Sok atiratrél kiderdlt.
hogy kifejezetten mikrospordkban fejezddik ki az elso sejtosztddas soran. illetve kapesolatba
hozhato epigenetikai mechanizmusokkal.

Az utobbi években szdmos publikicio tanulméanyozta az epigenetikai mechanizmusok
szerepét az androgenezis indukcidja soran. Hiszton deacetildz inhibitorok (pl.: trichosztatin A
— roviden TSA. natrium-butirat) és DNS metiltranszferaz inhibitor (5-azacitydine) hatésat
vizsgaltak kiilonbdzo fajokban.

Bliza izolalt mikrosporak TSA eldkezelésével (0.1uM TSA. 10 pere). illetve az
indukcios tapoldathoz hozzaadott 0.01 uM TSA-val tébbszorosére emelték az embrioszert
struktarak és zold novénykék szamat izolalt mikrospora tenyészetben (Jiang és mtsai. 2017.
Wang és mtsai 2019). Tovabba két 6szi buza genotipus in vitro portoktenyészetében az
elokezelés (5 nap. 0.7 M mannit) soran alkalmazott 0.4 uM TSA kezeléssel szintén megemelték
az embridszeri struktirak és zold novénykék szamat (Castillo és mtsai. 2020).

Perez-Pinar és mtsai. (2024) atfogd metabolomikai (amino-. szerves- és zsirsavak.
cukrok stb.) vizsgalatot végeztek a jo valaszado képességti “Svilena® 6szi buza genotipussal.
mely genotipust szdmos publikdcioban pozitiv kontrollként hasznaltak a kutatécsoportok a blza
in vitro androgenezisének kutatdsa soran. A vizsgalatokban szintén a stressz (hideg) elokezelés
elotti, utdni ¢és az elsd sejtosztddas utani allapotokat hasonlitottak Ossze. A vizsgalatokbol
lathato. hogy az eclokezelés soran a keményitdé mennyisége lecsékkent. majd az elsé
sejtosztodast kovetoen emelkedett. Az in vitro androgenezis indukcidjanak kezdetén sziikséges



energiat a citromsav ciklus biztositotta. mely kés6bb az aminosavak bioszintéziséhez is
hozzajarult. Az aminosav szintézisben szerepet jatszo gének transzkripeios profilja eltért a
metabolomikai profiloktol. A citromsaveiklus koztes termékei is sziikségesek az aktiv
aminosav-anyageserchez. Az aminosavak fontos szerepet tdltenek be a  nitrogén
asszimildcioban ¢s az oxidativ stressz elkertilésében. A citoszolikus glutamin-szintetaz 1-es
izoenzimjét az elso sejtosztodds utan azonositottak nagvobb mennyiségben.

Osszességében kimutattdk (Perez-Pinar és mtsai. 2024). hogy az eldkezelés sordn
megtlermelt energia a citromsav cikluson keresztiil tamogatja az in virro androgenezis
indukecigjat és az aktiv aminosav-anyageserét. A vizsgalatokat a jo vélaszadoképességi
"Svilena™ genotipussal végezték el. Alacsony vialaszadoképességll genotipusok bevonasaval
tovabb lehetne boviteni az androgenezis indukcidjaval kapcsolatos ismereteket, melyek

segithetnek a folyamatok megértésében. és tovabbi metodikai fejlesztésck megtervezésében.

2. A portoktenyésztésbél szirmazo embridszeri struktirakbdl regenerilt z6ld névénykék
esetében jelentds mértékii genotipusfiiggés volt kimutathato (8. tablazat, 3. abra)
kiilonboz6 indukeios tapkozegek (P4mf és Wl4mf) alkalmazasa mellett. Végzett-e
vizsgialatokat (pl. korreldciéanalizist) arra vonatkozoan, hogy ha a fajtakat sorba allitjuk
a regeneracio mértéke szerint, ez a sorrend a kétféle taptalajon milyen mértékben tér el
egvmastol? Mi lehet az eltérések fiziologiai hittere ebben az esetben?

A kéttényez0s varianciaanalizis elvégzése soran genotipus>tapkozeg interakcio hatasat
vizsgaltuk. ami nem mutatott szignifikans kiilonbséget (értekezés 6. tablazata) masik négy
paramétert vizsgalva (ELS-ek. albinok. zold és kiiiltetett novénykek szama).

A z6ld novénykék regeneracidjanak statisztikai elemzése soran ismétlések nélkiili
kéttényezOs varianciaanalizist alkalmaztunk. ahol nincs mod az interakcio vizsgdlatara. A
regeneracio mértéke szerint sorrendbe allitva az alabbi tablazatban lathatjuk az eredményeket.

Z061d novénykék regenerdlasa %o-ban

Genotius P4mf| | Genotipus Wi4mf
‘Midas/Goncol’ 33.7 ‘Midas/Goncol” 423
“Tacitus/5003" 11.4 "Midas/GK Békeés’ 26.3
“Midas/GK Csillag” 9.4 "Hyland/GK Békés® t 22,9
‘Hyland/GK Békeés® 9.2 | | “Tacitus/5003° | 18.5
“Pegassos/GK Csillag’ 8.8 ‘Midas/GK Csillag’ 15.9
‘Midas/GK Békes’ 8.3 ‘Pegassos/GK Csillag” 12,2

‘Brillant/GK Bani’ 1.9 ‘Brillant/GK Bani’ 10,9
i ':?Da OK Koros’ | 46 ‘Capo/GK Kords 8.4
*Xiao Yan/GK Bani’ 1.6 Komarom/GK Bani’ T,
‘Komarom/GK Bani ‘X1ao Yan/GK Bani’ 4.2
atlag 9.6| |atlag 16.9

A legmagasabb értcket a *“Midas/Goncdl” genotipussal értiik el a 10 Fy kombinacio kéziil
mindkét tapkozegben, mig a legalacsonyabbakat a “Brillant/GK Bani®, *Capo/Kords’. ~Xiao
Yan/ GK Bani® ¢s "Komdrom/GK Bani® kombindciokkal. A tovabbi 6t kombinacio a



kozépmezoényben helyezkedett el. A sorrendben Iehet kisebb véltozas. de nagy dltalanossagban
igaz. hogy a jo valaszadoképességli genotipusokkal magasabb értékeket értiink el.

A két adatsor k6zotti korrelaciot a Microsoft Excel 2016 statisztika szoftver segitségével
vizsgaltuk. ¢s erds korrelaciot tapasztaltunk a két adatsor kézott.

Pdmf Widmf
Pdmf I
Wldmf 0.900598 ]

Természetesen az indukcios tapkdzeg Gsszetétele meghatdrozo a tenyészetekben fejlodo
ELS-ek novekedése ¢s regeneracios képessége szempontjabol, igy eléfordulhatnak olyan
genotipusok. melyek egyik vagy masik tapkézeg alkalmazdsaval mutatnak magasabb értéket.

3. Kozonséges buza F1 keresztezési kombiniciok tesztelésekor tobb sziz esetben a
sterilitast a haploidia jeleként hasznalta a fertilitds alapid szelekciéo sorin. Ennek
figyelembevételével felmeriil a kérdés, hogy az alakor esetében miért volt sziikség a flow
citométeres megerdsitésre a portoktenyészetbdl szarmazoé egyetlen névényke esetében?
(ami amugy igazolta a fenotipus alapua feltételezést)

A kalaszok teljes mértéka sterilitasat alakor esetében is alkalmas markernek tartom a
haploid ploidszint megallapitasahoz: kiilondsen akkor. ha majd nagy szamu regeneralt zold
névényrol beszélhetiink. Egy-két z6ld ndvény esetében mindenképp hasznos a flow citométeres
vizsgalat a ploidszint meghatarozasahoz.

Tudomanyos cikk publikdlasa soran egy szigoru birdld azzal a véleménnyel élhet
(tapasztalati példa), hogy a regeneralt névény nem mikrospora eredetii. hanem a portok falabol
(szomatikus szovet) szarmazik. és a sterilitast nem a haploid ploidszint okozta. hanem a
condatlan iveghdzi névénynevelés. példaul az 6ntézés hianya. A ploidszint flow citometrias
vizsgalata megel6zi az ilyen jellegli kérdéseket. Figyelembe véve azt. hogy a flow citométeres
vizsgalat az elmalt 10-15 évben altalanosan alkalmazott modszerré valt a ploidszint vizsgélatra,
ezért is alkalmaztuk ezt a mérési modszert.

4. Erdeklédéssel olvastam a ‘GK Déva’ fajta eléallitasanak torténetét, melynek lényege a
pedigree nemesitési rendszer és a portoktenyésztés modszerének kombinilasa volt.
Feltételezem, nem a Jelolt felelos a fajtak elnevezéséért, de nem tudom megallni, hogy ne
kérdezzem meg: a magyar-szlovak egyviittmikodés keretében létrehozott fajta nevének
kivalasztasakor nem meriilt fel a GK Pozsony vagy GK Kassa elnevezés lehetdsége? Miért
ragaszkodtak Dévahoz?

A szlovak-magyar egyiittmikodés tobb éven keresztiil tarto bilateralis kutatod kooperacio
volt. melyet tobb TéT palyazat tamogatott. A kooperacid soran elsoként Szlovakiaban keriilt
koztermesztésbe egy DH térzs “Januska™ néven. Mindekdzben hazankban egy masik DH t6rzs
(GK 506.16) kertilt allami elismerésre. Viszonzasul a "GK Darina” nevet valasztottuk
volna (szlovak nemesito kolléganonk keresztneve Darina). de ez mar sajnos foglalt volt az EU



névlistajan. Igy a vezetd nemesitd Pauk Janos javasolta a “GK Déva’ nevet. Elmondésa szerint
azért, mert az ugyanakkor elismert masik fajtank neve (*GK Szereda’) is erdélyi ihletés volt.
A kett0 egylitt szép harmodniat mutatott. f6leg nekiink nemesitoknek.

Nemesitéi szemmel érdekes megfigyelni. hogy két szomszédos orszdag esetében
ugvanabbol a DH populaciobol (t6bb szaz torzs) mas-mas DH torzs Keriilt allami elismerésre
és koztermesztésbe az egyes orszagokban. Igy az adott orszagban, régidban torténd
szelekcionak nagy jelentdsége van az értékes buza DH torzsek. fajtajeloltek kivalasztdsa
szempontjabol.

5. Tud-e arrol, hogy a kizonséges buza "A genomjat” ado T. urartu fajra vonatkozéan
vannak-e portoktenyésztéssel kapesolatos kutatisok?

A Titicum uratu faj gazdasagi jelentdsége még az alakornal is szerényebb. Ez lehet az
egyik oka annak, hogy Triticum wrartu DH novények eldallitasarol sz6lo publikacio nem all
rendelkezésre.

Segui-Simarro és mtsai. 2021-ben egy konyvfejezetben gyiijtotték dssze a haploid ¢s
doubled haploid novény elddllitasi kutatdsokkal kapesolatos publikalt adatokat. Kézel 400
ndvényi fajban elért eredményeket foglaltak ©ssze, azonban a Triticum wrartu nem volt
megemlitve.

Emlitésre mélto. hogy Grewal és mtsai. (2021) tavoli fajkeresztezés modszerének
alkalmazdsaval allitottak el6 DH torzseket baza és Triticum urartu introgresszios vonalakbol.

Még egyszer. nagyvon koészondm Opponensem részletekre kiterjedd munkajat és tamogato
véleményét!
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