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1. BEVEZETÉS 
 

A búza (Triticum aestivum L.) az egyik legfontosabb gabonanövényünk, melynek 

magyarországi vetésterülete 2019-ben elérte az 1 millió 37 ezer ha-t. Egyes előrejelzések szerint 

az emberi népesség 2050-re eléri a 9 milliárd főt, melynek élelmezéséhez évi 2%-os 

termésnövekedést kellene elérni a változó klimatikus feltételek mellett. Ezen kihívásokra adott 

válaszok biológiai alapját a jól termő, jó minőségi paraméterekkel és stressztűrő képességgel 

rendelkező búzafajták előállítása képezi. A búzanemesítők számára ugyanakkor az egyik 

legnagyobb nehézséget az jelenti, hogy megtalálják a fenti tulajdonságokat meghatározó gének 

leghatékonyabb allélváltozatait.          

A búza rokonsági köréhez tartozó vad kecskebúza- (Aegilops) fajokat az ember sohasem 

nemesítette. Nagymértékű genetikai diverzitásuk révén olyan allélváltozatokat hordoznak, 

melyek által jól tudtak adaptálódni a legkülönbözőbb ökogeográfiai élőhelyekhez. Így kiváló 

forrásai a biotikus (különböző rozsda, lisztharmat és egyéb növénybetegségek) és abiotikus 

(szárazság-, só- és magas hőmérséklet) stressztoleranciát és beltartalmi tulajdonságokat (a 

szemtermés mikroelem, étkezési rost és sütőipari minőségét) meghatározó gének búzától eltérő 

változatainak.  

A Triticum és Aegilops fajok filogenetikailag közeli rokonságban állnak egymással, ezért a 

búza és az Aegilops fajok nagy része egymással ivarosan keresztezhető, melynek révén 

intergenerikus hibridek állíthatók elő. Tradícionálisan az idegenfajú keresztezések célja, hogy 

hasznos agronómiai tulajdonságokat hordozó idegen kromoszóma-szegmentumokat tartalmazó 

búzagenotípusokat állítson elő, melyek felhasználhatók a nemesítési programokban.  

Az első búza x Aegilops keresztezések még az 1860-as évekre vezethetők vissza, de a búza 

x Aegilops hibridek nagyobb arányú előállítása késett egészen a kolchicinkezelés bevezetéséig 

(1930-as évek), mely segítségével - a kromoszómaszám megkettőzésével - az egyébként steril 

F1 hibridekből fertilis amfiploidok állíthatók elő. A XX. század második felétől a citogenetikai 

módszerek fejlődésével (Feulgen, C-sávozás) lehetővé vált a búza és az egyes Aegilops fajok, 

valamint ezek hibrid származékai kromoszómaszámának meghatározása, később pedig az 

egyes kromoszómák azonosítása is. Mindez az első búza-Aegilops addíciós és szubsztitúciós 

sorozatok, valamint transzlokációs vonalak előállítását eredményezte.  

További lökést adott az idegenfajú keresztezési programoknak a fluoreszcens in situ 

hibridizáción alapuló molekuláris citogenetikai módszerek megjelenése az 1980-as évek 

második felében, melyek az 1990-es és 2000-es években mind általánosabbá váltak. A repetitív 

DNS-próbák jól definiált szekvenciái segítségével elkészültek az első fluoreszcens in situ 

hibridizációs (FISH) kariotípusok a búza és rokon fajai esetében, míg a jelölt genomi DNS-

próbák segítségével (GISH) megkülönböztethetővé váltak az allopoliploid fajok egyes 

genomjai, valamint lehetségessé vált a búzába átvitt idegen kromoszómák és kromoszóma-

szegmentumok mind precízebb azonosítása is. Mindezek eredményeként a molekuláris 

citogenetikai módszerekre alapozott szelekció általánossá vált a fajkeresztezéses génátviteli 

programokban.    

Ugyanakkor egyre nyilvánvalóbb lett, hogy a citogenetikai módszerek nem alkalmasak 

nagyobb populációk tesztelésére, ami korlátozza a búza-Aegilops kromoszómaátépülések 

kiválogatását. Az idegenfajú transzlokációk előállítását tovább korlátozza, hogy bizonyos 

kromoszómák a meiózis során nem párosodnak és nem rekombinálódnak egymással még a 

homeológ kromoszóma-párosodást elősegítő, Ph1 lókusz-t nélkülöző genetikai háttér (ph1b 

mutáció, 5B kromoszóma hiánya stb.) esetén sem. Számos esetben a kívánatos tulajdonságok 

mellett nemkívánatos agronómiai jellegek is megjelennek a létrehozott transzlokációs 

vonalakban, ami részben a vad fajok genomjában történt evolúciós átrendeződésekre 

visszavezethető, ami a búza és a rokon fajok kromoszómái közti hasonlóság (génkolinearitás, 

szinténia) sérülését eredményezi. Ezért a búza- és Aegilops genomok közti, ma még csak 
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részben ismert homeológiaviszonyok feltérképezése jelentősen segítené a fajkeresztezéses 

génátviteli programok tervezését, az alkalmazott stratégiák kiválasztását.   

Molekuláris markerek segítségével nagyobb populáció tesztelhető, így jelentősen növelhető 

a szelekció hatékonysága. Különösen hatékony lehetne olyan génspecifikus markerek 

alkalmazása, melyek specifikusak az Aegilops-kromoszómák meghatározott régióira. 

Ugyanakkor, az ilyen típusú markerek fejlesztéséhez szükséges a vad fajok teljes 

genomszekvenciájának kromoszómaszintű ismerete.  

Összességében elmondható, hogy a vad fajokban rejlő genetikai potenciál eddigi kismértékű 

felhasználása a búzanemesítési programokban jelentősen növelhető lenne a 

genomszerveződésük részletes megismerésével, specifikus molekuláris markerek fejlesztésével 

és a markerekre alapozott szelekciós rendszer alkalmazásával. 

 

A 2000-es évek második felétől a következő (next) generációs szekvenálási eljárások 

megszületése és azóta is tartó robbanászerű fejlődése megteremtette az alapját a nagy 

genomszekvenálási projektek költséghatékony kivitelezésének. Ezzel párhuzamosan az 1990-

es években a gyökércsúcs-merisztémasejtek sejtciklusának szinkronizálása és a jó minőségű 

mitotikus kromoszómaszuszpenziók előállítása lehetővé tette az egyedi növényi kromoszómák 

méret alapján történő izolálását áramlásos citometria segítségével. Ezen a téren különösen nagy 

jelentőségre tettek szert azok a citogenetikai vonalak (főként diteloszómás sorozatok), 

melyekből izolálni lehetett az egyes kromoszómakarokat. A gabonafélék nagy és komplex 

genomjai ugyanis rendkívül magas arányban tartalmaznak repetitív szekvenciákat, ami (a 

poliploid fajok esetén) az egynél több homeológ genom jelenléte miatt szinte megoldhatatlanná 

teszi a rövidszekvencia-leolvasások összerakását nagyobb kontigokká, majd szkaffoldokká. A 

kromoszómák illetve kromoszómakarok szubgenomi DNS-mintái, melyek már csak a genom 

néhány százalékát (búza esetében 1,3 – 3,4%) reprezentálják, lehetővé tették a legkülönbözőbb 

genomikai módszerek (szekvenálás, BAC könyvtárak létrehozása, optikai térképezés, 

citogenetikai térképezés, molekuláris markerek előállítása) kromoszómaszintű alkalmazását. 

Ezek jelentősen hozzájárultak a legfontosabb kalászosaink, a búza, az árpa és a rozs 

referenciaként szolgáló genomszekvenciáinak elkészítéséhez. A legutóbbi évek során lehetővé 

vált a növényi kromoszómák szuszpenzióban történő fluoreszcens jelölése in situ hibridizáció 

segítségével, ami megteremtette az alapját a kétparaméteres áramlási citometria 

alkalmazásának. A módszer segítségével - a mérettel, valamint a GAA mikroszatellitek 

eloszlásával arányos fluoreszcencia intenzitások detektálásával - az egyes kromoszómák sokkal 

nagyobb mértékben különíthetők el egymástól, ami lehetővé tette a genomot alkotó legtöbb 

kromoszóma nagy tisztaságú (>80-90%) izolálását a hexaploid és tetraploid búza, valamint az 

árpa esetében. Mindezek eredményeként napjainkban az áramlási citometria segítségével 

történő kromoszómaizolálás és a hozzá kapcsolódó szekvenálási módszerek az egyik 

leggyakrabban alkalmazott eljárásokká váltak a különböző génklónozási projektek esetében.    

A 2000-res évek végétől, a PhD értekezés elkészítését (2008) követően, munkám jelentős 

részét arra összpontosítottam, hogy egy markerkapcsolt szelekciós rendszer létrehozásával 

hatékonyabbá tegyem az Aegilops fajokból a búzába történő fajidegen génátvitel folyamatát. 

Ehhez kapcsolódóan igyekeztem a kromoszómaalapú genomikai megközelítést alkalmazva az 

Aegilops fajok U- és M genomjának szerveződéséről, a búzagenommal alkotott homológia-

viszonyairól minél több szekvenciaszintű ismeretre szert tenni a következő kutatási célok 

megvalósításával: 

 Áramlásos citometria segítségével egyedi kromoszómák izolálása vad Aegilops 

fajokból 

 Az izolált kromoszómák DNS-mintáinak, illetve ezek szekvencia összeillesztéseinek 

felhasználása genomikai kutatásinkhoz molekuláris markerek azonosítása és új markerek 

fejlesztésének céljából. 
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 Az allotetraploid Ae. biuncialis szegregáló genetikai térképének előállítása. 

 Az azonosított  molekuláris markerek segítségével egy nagy előnemesítési populáció 

tesztelésére alkalmas markerkapcsolt szelekciós rendszer létrehozása, melyet felhasználunk 

új búza-Ae. biuncialis addíciós és transzlokációs vonalak előállítására. 

 

A kutatásaim során alkalmazott módszerek komplexitása miatt értekezésem szerkezetét 

módosítottam a könyebb érthetőség miatt, és az általánosan alkalmazott felépítéstől eltérően az 

egyes fejezetek eredményeinek bemutatása után közvetlenül tárgyalom azok megvitatását. 

 

Akadémiai doktori értekezésemben mindezen célok megvalósítása érdekében tett 

erőfeszítéseimet és eredményeimet igyekeztem a Tisztelt Tudós Társadalom elé tárni. 

 

 

1.1.  Részletes Célkitűzések 

1.1.1. Az áramlási citometria alkalmazási lehetőségei az Aegilops kromoszómák 

izolálására 

 

Kromoszómák izolálása egyparaméteres áramlási citometria segítségével méret alapján az 

U, M, C, S és D genommal rendelkező diploid Aegilops fajokból valamint ezek természetes 

allotetraploid rokonaiból. Kromoszómák izolálása kétparaméteres áramlási citometria 

segítségével a kromoszóma méret és mikroszatellit ismétlődések gyakorisága alapján az U, M, 

C, S, és Sh genomokkal rendelkező diploid és tetraploid Aegilops fajokból valamint búza-

Aegilops addíciós vonalakból. 

 

1.1.2. Áramlási citometria segítségével izolált kromoszómák felhasználása az Aegilops 

fajok genomikai vizsgálatára  

 

Molekuláris markerek azonosítása Aegilops-kromoszómákon, az izolált kromoszóma-DNS 

és búza-Aegilops addíciós vonalak segítségével. Az Ae. biuncialis kétszülős F2 szegregáló 

genetikai térképének elkészítése és a kapcsoltsági csoportok kromoszómákhoz rendelése izolált 

kromoszómák segítségével. A diploid Ae. umbellulata és Ae. comosa egyedi kromoszómáinak 

szekvenálása és a szekvenciaösszerakások felhasználása génspecifikus markerek fejlesztésére.  

 

1.1.3. A szelekciós rendszer továbbfejlesztése az Aegilops fajok U és M 

kromoszómáinak búza genetikai háttérben való kimutatására, új búza-Aegilops 

addíciós és transzlokációs vonalak létrehozása érdekében 

 

Egy új markerkapcsolt szelekciós rendszer összeállítása PCR-alapú génspecifikus markerekből.      

Búza-Ae. biuncialis addíciós és transzlokációs vonalak létrehozása és azonosítása molekuláris 

citogenetikai módszerekkel és molekuláris markerekkel.  
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS  

2.1. Idegenfajú génátvitel Aegilops fajokból a búzába  

2.1.1. A búza és az Aegilops fajok evolúciója, a génforrás-koncepció 

 

Legfontosabb kalászosaink, a búza (Triticum aestivum L.), a rozs (Secale cereale L.) és az 

árpa (Hordeum vulgare L.), a Triticeae nemzetségcsoportba tartoznak. A nemzetségcsoport 

mintegy 330 fajt foglal magába (Clayton és Renvoize, 1986), melyek közül a legalább 250 

évelő faj elterjedése főként a Mérsékelt-Sarkvidéki régiókra jellemző, míg az egyéves fajok fő 

elterjedési területe a keleti Mediterrán és Közép-Ázsiai régiókra tehető. A nemzetségcsoportban 

diploid és poliploid fajok egyaránt megtalálhatók, melyek alap-kromoszómaszáma minden 

esetben n=1x=7 (Kihara, 1923; Sax és Sax, 1924).    

A Triticeae csoportot alkotó Triticum, Aegilops és Amblyopyrum fajok genomösszetételét 

Kihara (1954) az egyes fajok egymással képzett interspecifikus, illetve intergenerikus 

hibridjeinek meiotikus kromoszóma-párosodása és a hibridek fertilitása alapján vizsgálta. A 

diploid (és később a poliploid fajok) genomjait 7 csoportra osztotta és a következő 

genomformulával jelölte: T-csoport (Amblyopyrum muticum), S-csoport (Aegilops speltoides, 

Ae. bicornis, Ae. longissima, Ae. sharonensis, Ae. searsii), A-csoport (Triticum monococcum, 

T. urartu), D-csoport (Ae. tauschii), C-csoport (Ae. caudata), M-csoport (Ae. comosa és Ae. 

uniaristata) és U-csoport (Ae. umbellulata). Ezt az osztályozást később Feldman és munkatársai 

(1979), valamint Kimber és Tsunewaki (1988) tovább pontosította, mely elvezetett a ma is 

használatos genomformulák kialakulásához (A, B, C, D, G, M, N, S, T, U). A Triticum és 

Aegilops fajok rendszertani besorolása nem mindig egyértelmű. Ez egyrészt arra vezethető 

vissza, hogy számos allopoliploid faj genomja két eltérő nemzetségből is származhat (pl. 

hexaploid búza), másrészt egy adott faj esetében előfordulhat vad és domesztikált változat is, 

végül pedig az interspecifikus és intergenerikus hibridizáció gyakorisága folytán az 

introgresszió, valamint a hibrid, illetve allopoliploid fajok kialakulása szintén elég gyakori. 

Dolgozatomban van Slageren (1994) taxonómiai rendszerét és nómenklatúráját használom, 

mely jelenleg talán a legáltalánosabban elfogadott, és amely morfológiai jellemzők alapján 

külön nemzetségekként kezeli a Triticum, Aegilops és Amblyopyrum fajokat.       

Az első korai Triticeae fajok valamikor az Oligocén korban jelentek meg körülbelül 25 

millió (M) évvel ezelőtt és váltak szét a többi Poaceae nemzetségcsoporttól (Gaut, 2002). A 

Miocén korban a klíma melegebbé válásával és a Tethys tenger eltűnésével a mérsékelt égövi 

ökoszisztémák változatosabbá váltak. Marcussen és munkatársai (2014) 275 kis kópiaszámú 

génszekvencián alapuló filogenomikai vizsgálata alapján a Triticinae (búza leszármazási vonal) 

szétválása a Hordeinae-től (árpa leszármazási vonal) szintén erre az időszakra esett (~ 8-15 M 

éve), majd nem sokkal később (~7 M éve) megtörtént a búza és a rozs leszármazási vonal 

szétválása is. A mai T. urartu és T. monococcum A genomjának, valamint az Ae. speltoides és 

Ae. mutica által reprezentált B genom leszármazási vonalainak különválását az ősi Triticineae-

genomtól Marcussen és munkatársai (2014), illetve Huynh és munkatársai (2019) körülbelül 

6,5-6,6 M évvel ezelőttre teszik. Körülbelül 5 és 6 M éve az A és B genom ősei homoploid 

hibridizációjának eredményeként alakulhatott ki a D genom leszármazási vonala (Marcussen 

és mtsai, 2014). Harmincnyolc, sejtmagban kódolt alacsony kópiaszámú gén szekvenciája 

alapján (Huynh és mtsai, 2019), valamint teljes transzkriptóm szekvenálást (RNAseq) 

alkalmazó (Glémin és mtsai, 2019; Tanaka és mtsai, 2020) legújabb filogenomikai vizsgálatok 

szerint a D genom leszármazási vonalának őse intenzív diverzifikáción ment keresztül kb. 3 M 

évvel ezelőtt, amikor a Pleisztocén klímájának instabillá válásával új ökológiai niche-ek jöttek 

létre (Levin, 2002). Mindezek eredményeként alakultak ki a jelenlegi D (Ae. tauschii), S, 

valamint az U, C, M és N genommal rendelkező diploid Aegilops fajok a Termékeny Félhold 

területén és terjedtek el a Mediterráneumban (Kilian és mtsai, 2011). A legvalószínűbb 

evolúciós forgatókönyv szerint először az U, C, M, és N genommal rendelkező fajok (Ae. 
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umbellulata, Ae. caudata, Ae. comosa és Ae. uniaristata) leszármazási vonala különült el az S 

és D genommal rendelkező fajok (Ae. searsii, Ae. bicornis, Ae. sharonensis, Ae. longissima és 

az Ae. tauschii) ősétől (Kilian és mtsai, 2011; Glémin és mtsai, 2019; Tanaka és mtsai, 2020). 

Az U, C, M, és N genommal rendelkező fajok esetében a fajképződés folyamata együttjárhatott 

a genom jelentős átrendeződésével és egyéb fajokból történő kromoszómaátépülésekkel is, 

amire a szubtelocentrikus kromoszómák gyakori jelenléte utalhat ezekben a fajokban (Ae. 

umbellulata: 2U, 3U, 6U; Ae. caudata: 2C-4C, 6C, 7C; Ae. comosa: 5M, 2M, 3M; Ae. 

uniaristata: 1N-4N, 6N, 7N) (Feldman és Levy, 2015; Parisod és Badaeva, 2020). A 

genomátrendeződések folytán bekövetkező reproduktív izoláció lehetővé tette az M és N 

genommal rendelkező fajok ősének különválását az U és C genommal rendelkező fajok ősétől 

~2,5-2,8 M évvel ezelőtt. Nem sokkal később pedig (~2 M éve) elkülönült az U genommal 

rendelkező mai Ae. umbellulata és a C genommal rendelkező Ae. caudata, majd különvált az 

M genommal rendelkező Ae. comosa és az N genommal rendelkező Ae. uniaristata (~0,8-1 M 

éve) is (Huynh és mtsai, 2019). Az S genomot hordozó fajok fajképződési folyamataira (0,1-1 

M éve) a nagymértékű genomátrendeződések nem voltak jellemzők. Ezt támasztja alá a főként 

metacentrikus kromoszómákból álló kariotípusuk is. Esetükben a fajképződést a genom 

méretének növekedése kísérte. A különböző repetitív szekvenciák (retrotranszpozonok, GAA 

mikroszatellit- és egyéb szatellit-ismétlődések) felszaporodása miatt (Ruban és Badaeva, 2018) 

az S genommal rendelkező fajok (Ae. searsii, Ae. bicornis, Ae. sharonensis, Ae. longissima) 

genommérete mintegy 20%-kal megnövekedett a többi D, C, U, M és N genommal rendelkező 

Aegilops-fajhoz képest (Eilam és mtsai, 2007).   

A diploid Triticum és Aegilops fajok kialakulását követően az utolsó 800 ezer év főbb 

evolúciós eseményei az allopoliploid fajok kialakulása volt. Zohary és Feldman (1962) az 

allopoliploid Triticum és Aegilops fajokat három fő csoportba sorolta a növény- és 

kalászmorfológia, valamint a genomösszetételük alapján. E csoportok jellemzője, hogy a 

hozzájuk tartozó poliploid fajok tartalmaznak egy közös, nagyrészt változatlan genomot (a 

’Pivotal’ genomot) és egy vagy két másik genomot, ami jelentős módosulásokon ment keresztül 

a diploid ősökhöz képest (’Differential’ genom). Az U genom csoporthoz tartozó hét tetraploid 

és 1 hexaploid faj tartalmazza az Ae. umbellulata U genomját; a D genom csoport 3 tetraploid 

és 3 hexaploid faja egyaránt rendelkezik az Ae. tauschii-tól származó D genommal, míg az A 

genom csoporthoz tartozó két tetraploid és két hexaploid fajban megtalálhatjuk a T. urartu-ból 

származó A genomot (Chapman és mtsai, 1976; Dvořák, 1976). A ’Pivotal-Differential’ 

evolúciós elmélet szerint a ’Pivotal’ genom szerepe az, hogy egyfajta pufferként működve 

bizonyos mértékű fertilitást biztosít az apai szülővel történt megporzás után, míg a 

’Differential’ genom szerepe az, hogy kromoszómái bizonyos mértékben párosodni képesek 

egy másik faj kromoszómáival és a rekombináció révén géneket tudnak kicserélni, integrálni a 

genomba. Mindezek alapján a ’Differential’ genom az allopoliploid fajokban két vagy több 

diploid fajból származó kromoszóma-szegmentumot is tartalmazhat, így a Differential genom 

különböző evolúciós utakon is keresztül mehetett az egyes fajokban.     

A hexaploid búza (Triticum aestivum L.) genomszerkezetének (2n=6x=42; BBAADD) 

kialakulásában két hibridizációs esemény játszott szerepet. Körülbelül 700-800 ezer évvel 

ezelőtt történhetett az első hibridizáció a B genom vad őse – amely pontosan nem ismert, de 

genetikailag közel állt az Ae. speltoides Tausch. (2n=2x=14, SS) fajhoz (Dvorák és Zhang, 

1990) – és a vad, diploid Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan (2n=2x=14, AuAu) (Chapman 

és mtsai, 1976; Dvorák és mtsai, 1993) között, melynek eredményeként létrejött a tetraploid 

vad tönke, a T. turgidum subsp. dicoccoides Körn. ex Asch. & Graebn. (2n=4x=28, BBAuAu) 

(Gornicki és mtsai, 2014; Marcussen és mtsai, 2014). Körülbelül 10 ezer éve az ember 

termesztésbe vonta a vad tönkét, melynek révén megjelentek annak termesztett változatai, a 

termesztett tönke (T. turgidum subsp. dicoccum [Schrank ex Schübler] Thell.) és a durumbúza 

(T. turgidum subsp. durum [Desf.] Husnot – Salamini és mtsai, 2002; Gill és mtsai, 2007; 
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Charmet, 2011). A második hibridizációs lépés kb. 8000 éve (Huang és mtsai, 2002), más 

tanulmányok szerint sokkal korábban, 280-400 ezer ével ezelőtt történhetett (Marcussen és 

mtsai, 2014) a vad vagy a termesztett tönke és az Ae. tauschii Coss. (2n=2x=14, DD) között, 

ami a hexaploid búza kialakulásához vezetett. Nagyjából ugyanerre az időszakra tehető a többi 

allotetraploid, illetve -hexaploid Triticum- és Aegilops-faj megjelenése is (pl. T. timopheevii 

subsp. armeniacum: ~0,4 M éve) (Gornicki és mtsai, 2014; Feldman és Levy, 2015).  

Az allopoliploid fajképződés folyamán a hibridizációt követően már az első generációkban 

lezajlik egy gyors, ún. citogenetikai diploidizációs folyamat, melyre jellemző a főként alacsony 

(de néha magas) kópiaszámú kódoló és nem kódoló DNS-szekvenciák kiesése (Özkan és mtsai, 

2001; Baum és Feldman, 2010), valamint olyan epigenetikus változások, melyek révén számos 

gén expressziója megszűnik (Feldman és mtsai, 2012). Mindezek a folyamatok az azonos 

homeológ csoportba tartozó kromoszómák közti strukturális különbségek erőteljesebbé 

válásához vezetnek, melynek eredményeként az új faj meiózisában a kromoszóma-párosodás 

során a multivalensek kialakulása visszaszorul és a bivalensek kialakulása válik preferálttá. 

Ennek révén kialakul egy diploid-szerű öröklődési jelleg, ami a későbbiekben biztosítja a 

genetikai anyag szabályszerű szegregációját, az új faj fertilitását, genetikai stabilitását és a 

különböző genomok kromoszómáinak független szegregációját (Feldman és Levy, 2015). A 

citogenetikai diploidizáció végül elősegíti a genetikai diploidizációt, ami azt jelenti, hogy a 

kétszeres, vagy háromszoros dózisban lévő gének (homeoallélek) funkciói hosszú távon 

megváltozhatnak a különböző mutációk által. A poliploid genetikai háttér jobban tolerálja a 

génekben bekövetkező mutációkat, ami a gének gyors neo-, illetve szubfunkcionalizációját 

eredményezheti (Dubcovsky és Dvorak, 2007). Az új intra-, vagy intergenomikus 

génkombinációk számottevő heterózishatást eredményezhetnek az adott tulajdonság 

tekintetében, ami a faj számára adaptív előnyt jelenthet (Feldman és Levy, 2015). Ezt támasztja 

alá, hogy az allopoliploid Triticum és Aegilops fajok nagyobb morfológiai variabilitással 

rendelkeznek, szélesebb körű ökológiai adaptációs képességgel bírnak és nagyobb geográfiai 

elterjedést mutatnak a diploid őseikhez képest (van Slageren, 1994; Kilian és mtsai, 2011).  

Mindezen génváltozatok gazdasági jelentőséggel bírhatnak a búzanemesítés számára. 

Nemesítési szempontból Friebe és munkatársai (1996) a hexaploid búza potenciális 

génforrásaiként alkalmazható Triticeae fajokat a genomjaik közt fennálló homológia alapján 

három csoportba sorolták. A búza genomjaival homológ genomokat tartalmazó fajok, alfajok, 

változatok az elsődleges génforrások közé tartoznak. Ide sorolhatók a T. aestivum L. 

(AABBDD, 2n=6x=42) tájfajtái, a T. turgidum L. (AABB, 2n=4x=28) vad és termesztett 

formái, valamint a búza A és D genomjának donor fajai, a T. urartu Tumanian ex Ghandilyan 

(AuAu, 2n=2x=14), a T. monococcum L. (AmAm), T. boeticum Boiss. és az Ae. tauschii Coss. 

(DD, 2n=2x=14). Másodlagos génforrások közé azok a poliploid Triticum és Aegilops fajok 

tartoznak, melyeknek legalább egy genomjuk homológ a hexaploid búzáéval. Ilyenek például 

a tetraploid T. timopheevii Zhuk. (AtAtGtGt) két alfaja, a ssp. timopheevii és a ssp. armeniacum 

Jakubz., valamint az Aegilops nemzetség Sitopsis szekciójába sorolt, S-genommal rendelkező 

fajok, amelyek a búza B-genomjával mutatnak hasonlóságot. A búza harmadlagos 

génforrásaihoz azok a fajok tartoznak, amelyek bár keresztezhetők a búzával, azzal homológ 

genomokat nem tartalmaznak. Ide tartoznak például az U, C, M és N genommal rendelkező 

diploid és poliploid Aegilops fajok (pl. Ae. biuncialis, Ae. triuncialis), vagy az árpa és egyéb 

Hordeum-fajok, a rozs és rokon fajai, valamint a különböző évelő Thinopyrum fajok.  

 

2.1.2. Az Aegilops fajok és az Ae. biuncialis elterjedése, valamint nemesítési szempontból 

releváns tulajdonságaik 

 

Az Aegilops nemzetséghez tartozó fajok általánosan megtalálhatók a Földközi tenger 

partvidékén Észak Afrikában és Dél Európában, a közel-keleti országokban, Kis-Ázsiában, a 
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Krím-félszigeten, a Kaukázusban, Nyugat- és Közép-Ázsiában. Elterjedési területének nyugati 

határa a Kanári szigetek, délről az Arab-félsziget, keletről pedig a Tien-san által határolt 

területek. Megtalálhatók 400 méteres tengerszint alatti (Holt-tenger vidéke) területektől 

egészen a 2800 méter tengerszint feletti magasságig (Hodgkin és mtsai, 1992; van Slageren, 

1994). Legnagyobb fajgazdagságban a Termékeny Félhold területén (Palesztina, Libanon, 

Szíria, Délkelet-Törökország, Észak-Iraktól Északnyugat-Iránig) fordulnak elő (van Slageren, 

1994). Az észak-amerikai kontinensre az Ae. cylindrica (Host) antropogén hatásra jutott el. 

Magyarországon is ez az egy Aegilops faj fordul elő a természetben (Lelley és Rajháthy, 1955). 

Jelentős populációi találhatók az Alföld középső és délkeleti részén, valamint a Budai-

hegységben és a Pesti-síkság területén (Táborská és mtsai, 2015). 

Az Aegilops fajok különböző élőhelyekről származó génbanki tételei gazdag tárházát 

jelentik azon tulajdonságoknak, melyek átvitele jelentősen javíthatja a búza agronómiai és 

egyéb tulajdonságait. Az Aegilops fajok hatékony rezisztenciával rendelkezhetnek a különböző 

betegségekkel és kártevőkkel szemben, mint például a levél-, szár- és sárgarozsda, lisztharmat 

(Friebe és mtsai, 1996; Schneider és mtsai, 2008), cisztaképző fonálféreg (Jahier és mtsai, 

2001), gyökérgubacs fonálféreg (Barloy és mtsai, 2000), hesszeni légy (Martín-Sánchez és 

mtsai, 2003) és zöld gabonalevéltetű (Zhu és mtsai, 2004). Egyes genotípusaik jó hő-, 

szárazság-, só- vagy fagytűrésűek (Damania és Pecetti, 1990; Rekika és mtsai, 1997; Molnár és 

mtsai, 2004). Jó beltartalmi tulajdonságainak köszönhetően (magas mikroelem-, vitamin- és 

étkezésirost-tartalom) felhasználhatók a funkcionális élelmiszerek előállítását célzó nemesítési 

programokban is (Calderini és Ortiz-Monasterio, 2003; Chhuneja és mtsai, 2006; Farkas és 

mtsai, 2014). A martonvásári előnemesítési programokban főként az U- és M-genommal 

rendelkező Aegilops fajokból, különösen az Ae. biuncialis-ból történő génátvitelre fókuszáltuk 

kutatásainkat, ezért a következőkben külön részletezem ezen fajok ökológiai, botanikai és 

agronómiailag hasznos tulajdonságait. 

Az Aegilops biuncialis Vis. (szinonima: Triticum biunciale [Vis.] Richter, nom. illeg., 

Aegilops lorentii Hochst., Triticum lorentii [Hochst.] Zeven, Triticum macrochaetum 

[Shuttlew. et A. Huet. ex Duval-Jouve] Richter) egy allotetraploid (2n = 4x = 28) Ub- és Mb-

genommal rendelkező egyéves öntermékenyülő faj. Az Ae. biuncialis az U-genommal 

rendelkező diploid Ae. umbellulata Zhuk. (szinonima: T. umbellulatum [Zhuk.] Bowden) (2n 

= 2x =14, UU) és az M-genommal rendelkező diploid Ae. comosa Sibth. et Sm. (szinonima: T. 

comosum (Sibth. et Sm.) Richter) (2n = 2x = 14, MM) természetes hibridizációja révén jött létre 

(Resta és mtsai, 1996; Badaeva és mtsai, 2004). A faj egyedeinek magassága 10–40 cm, 10-30 

hajtást fejleszt egy tövön, és a szárak végén szálkás, 1,5–3,5 cm hosszú kalászokat hoz, 

melyekben 2–3 fertilis és 1–2 kezdetleges kalászka található (van Slageren, 1994). A kalászok 

érés után letörnek. Megtalálható a Földközi-tenger partvidékén, főként az Égei-tenger 

térségében, a Balkán-félsziget országaiban, Cipruson, Törökországban, a Termékeny Félhold 

nyugati részén, a Kaukázustól keletre, a Közel- és Közép-Kelet országaiban, Észak-Afrikában, 

Oroszország és Ukrajna déli területein, valamint Azerbajdzsánban a Kaszpi-tenger partvidékén 

(van Slageren, 1994; Kilian és mtsai, 2011). Jellemző élőhelyei a szárazabb termőterületek, 

útszélek, füves, bozótos területek és száraz, sziklás hegyoldalak. Előfordul 200 méter 

tengerszint feletti magasságtól 1750 méterig (Kilian és mtsai, 2011) évi 225 és 1250 mm 

csapadékmennyiség mellett (van Slageren, 1994). Jelenleg a martonvásári gabonagénbankban 

86 Ae. biuncialis génbanki tételt tartunk fenn, melyek 16 ország mintegy 64 különböző 

ökogeográfiai élőhelyéről származnak, és jól reprezentálják a faj földrajzi elterjedését. Ezen Ae. 

biuncialis kollekció genetikai diverzitását több ezer DArTseq marker segítségével vizsgálva 

Ivanizs és munkatársai (2019) kimutatták, hogy a fajon belül nagyfokú genetikai diverzitás 

figyelhető meg. Ez a genetikai diverzitás képezheti az alapját azoknak a megfigyeléseknek, 

melyek szerint a faj egyes vonalai rezisztensek a sárgarozsdával (Damania és Pecetti, 1990), a 

levélrozsdával (Dimov és mtsai, 1993) és a szárrozsdával (Olivera és mtsai, 2018), valamint az 
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árpa sárga törpeség vírussal (Makkouk és mtsai, 1994) vagy lisztharmattal szemben (Li és 

mtsai, 2019). Más genotípusok esetében beszámoltak a faj abiotikus streszekkel szembeni 

toleranciájáról, így jó fagy- (Ekmekci és Terzioglu, 2002), só- (Colmer és mtsai, 2006; Darkó 

és mtsai, 2020), szárazság- (Molnár és mtsai, 2004; Dulai és mtsai, 2014) és hőtűréséről is 

(Dulai és mtsai, 2005). Felhasználhatók továbbá a funkcionális élelmiszerek előállítását célzó 

nemesítési programokban is, a búza táplálkozásélettani tulajdonságainak javítására 

(biofortifikáció) a szemtermésük magas mikroelem- (Farkas és mtsai, 2014), valamint 

étkezésirost- (-glükán, vízoldható arabinoxilán) tartalmának (Rakszegi és mtsai, 2017; 

Rakszegi és mtsai, 2019) köszönhetően.   

Fontos megemlíteni, hogy a martonvásári keresztezési programokban használt Ae. biuncialis 

MvGB382 és MvGB642 génbanki tétel között jelentős különbség volt megfigyelhető számos 

agronómiai tulajdonság tekintetében. Az MvGB382 genotípus az MvGB642 genotípushoz 

képest egy héttel korábban virágzik (Ivanizs és mtsai, 2019), nagyobb toleranciát mutat a 

szárazság- és sóstresszel szemben (Molnár és mtsai, 2004), szemtermése nagyobb élelmirost- 

(Rakszegi és mtsai, 2017; Rakszegi és mtsai, 2019), valamint mangán- és cinktartalommal 

rendelkezik (Farkas és mtsai, 2014). Ugyanakkor az MvGB642 genotípus hatékony 

levélrozsda-rezisztenciát mutatott, míg az MvGB382 genotípus érzékenynek bizonyult a 

betegséggel szemben.  

 

2.1.3. Fajidegen génátvitel Aegilops fajokból a búzába, főbb gyakorlati eredmények 

 

A fajkeresztezéssel történő génátvitel első lépése az F1 hibridek létrehozása (Belea, 1986). 

Az F1 hibridek, vagy más néven amfihaploidok, mindkét szülő genomját egy-egy kópiaszámban 

tartalmazzák. F1 hibridek a természetben spontán is képződhetnek. Requien már 1825-1827 

körül gyűjtött búza × Aegilops hibridet, melynek herbáriumi példányát 1834-ben Bertoloni írta 

le Ae. triticoides néven, amely valójában egy búza × Ae. geniculata hibrid volt (van Slageren, 

1994). Monográfiájában van Slageren (1994) legalább 21 természetes hibridet említ, melyek 

12 Aegilops-faj és a kenyér- ill. durumbúza hibridizációjával jöttek létre. Magyarországon 

először Dégen (1917) említi spontán Ae. cylindrica × T. aestivum hibridek létrejöttét, 2013-ban 

pedig Vojtkó András és munkatársai figyeltek meg Ae. cylindrica–búza hibridet Pély 

környékén (személyes közlés).  

Az első mesterséges keresztezéssel előállított búza × Aegilops hibridről 1863-ban Godron 

számol be (Roberts, 1929). Az F1 hibridek mindkét szülő genomjából csak egy-egy 

kromoszómaszerelvényt hordoznak, amelyek a meiózis I. metafázisában univalensekként 

jelennek meg. Ezek az osztódás végére véletlenszerűen, egyenlőtlenül oszlanak el a 

gamétákban, így nem teljes kromoszómaszámú gaméták jönnek létre, aminek köszönhetően az 

F1 hibridek általában sterilek. A fertilitás visszaállítása akkor lehetséges, ha az amfihaploid F1 

hibridek kromoszómaszerelvénye megduplázódik, melynek során fertilis amfidiploidok, azaz 

amfiploidok jönnek létre. Néhány keresztezési kombináció esetében (Ae. tauschii, Ae. comosa, 

Ae. longissima, Ae. kotschyi) a búza x Aegilops F1 hibridek meiózisában képződhetnek 

redukálatlan (2n) kromoszómaszámú gaméták, majd a diploid női és hímivarsejt fúziója révén 

spontán jön létre az amfidiploid növény (Feldman, 1983; Özkan és mtsai, 2001). Bár a 

redukálatlan kromoszómaszámú gaméták képződése evolúciós léptékben fontos szerepet 

játszhatott az allopoliploid fajképződésben, többek között az allopoliploid búza kialakulásában 

is (Kihara és Lilienfeld, 1949; Jauhar, 2007; Matsuoka, 2011), a célzott fajkeresztezési 

programokban kisebb jelentőségű, mivel ezek kialakulásának valószínűsége kicsi. Így az 

amfiploidok spontán képződéséről szóló első beszámolók után (Kihara, 1923; Tschermak, 

1926) a szisztematikus nemesítési célú keresztezési programok megindulása a kolchicin 

felfedezéséig és biotechnológiai alkalmazásáig váratott magára (Blakeslee és Avery, 1937; 

Lelley és Rajháthy, 1955;  Belea, 1986) . Az őszi kikerics (Colchicum autumnale L.) magjából 
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és hagymájából izolált kolchicin (Elgsti és Dustin, 1955) hatását a tubulin-monomerekhez 

kapcsolódva a mikrotubulusok, illetve a magorsófonalak polimerizációjának gátlásával fejti ki. 

Kolchicin kezelést követően a megkettőződött kromoszómák nem tudnak a pólusokra 

vándorolni, nem válnak el egymástól, melynek eredményeképpen megduplázódott genomú sejt 

alakul ki.  

Az F1 hibridek létrejötte a környezeti tényezők (hőmérséklet, páratartalom, megvilágítás 

(Belea, 1986) mellett nagymértékben függ a fajkeresztezések során használt búza szülői 

partnerek keresztezhetőségétől is (Mujeeb-Kazi és mtsai, 1987; Zeven, 1987; Luo és mtsai, 

1992). A keresztezhetőség mértékét a rozzsal történő megporzás után egy adott kalászban a 

kapott F1 hibrid szemek számának a megporzott virágok százalékában kifejezett értékkel adják 

meg.) Búzában a keresztezhetőséget legaláb négy Kr gén határozza meg (Molnár-Láng, 2015). 

Lein (1943) klasszifikációja szerint a Kr1 és Kr2 homozigóta domináns allélkombináció esetén 

a keresztezhetőség kisebb mint 5%, míg homozigóta recesszív allélkombináció esetén 

magasabb mint 50%. A Kr1 és Kr2 gének az 5B, illetve 5A kromoszóma hosszú karján 

helyezkednek el (Riley és Chapman, 1967; Lange és Riley, 1973; Sitch és mtsai, 1985). Falk 

és Kasha (1983) szerint a Kr1 lokusz hatása erősebb, mint a Kr2 lokuszé mind a rozzsal, mind 

a H. bulbosum-mal történt megporzások esetén, s a két lokusz hatása additív lehet. Az is 

megállapítást nyert, hogy a Kr1 és Kr2 lokuszok keresztezhetőséget gátló hatása a domináns, 

míg a recesszív kr1 és kr2 allélek nem gátolják, de nem is stimulálják a keresztezhetőséget 

(Molnár-Láng, 2015). Egyes tanulmányok valószínűsítik egy a D-genomban lokalizált 

harmadik (Kr3) keresztezhetőségi gén jelenlétét is (Krolow, 1970). Luo és munkatársai (1992) 

igazolták azokat a megfigyeléseket, miszerint Kína Szecsuán, Shaanxi és Henan 

tartományaiban termesztett búzatájfajták keresztezhetősége eléri, vagy meg is haladja az egyik 

legjobban keresztezhető búza-modellgenotípus, a Chinese Spring keresztezhetőségét. Igazolást 

nyert az is, hogy ezek a genotípusok egy negyedik keresztezhetőségi gén recesszív alléljét (kr4) 

is hordozzák (Zheng és mtsai, 1992). Ezt a gént az 1A kromoszómán mutatták ki (Zheng és 

mtsai, 1992). Végül az 1990-es évek végén Tixier és munkatársai (1998) az 5B kromoszóma 

rövid karján térképeztek egy erős hatású keresztezhetőséget szupresszáló lokuszt (SKr). A 

domináns SKr allél a későbbiekben az alkalmazott genetikai háttérben (cv. Courtot) erősebb 

hatásúnak bizonyult a keresztezhetőség gátlását illetően, mint a Kr1 (Alfares és mtsai, 2009). 

Kiváló keresztezhetőségi tulajdonságai miatt az említett Chinese Spring búzafajtát 

elterjedten alkalmazták a különböző fajidegen génátviteli programokban keresztezési 

partnerként (Kilian és mtsai, 2011). Nemesítési nézőpontból azonban ennek a genotípusnak 

számos agronómiailag kedvezőtlen tulajdonsága van: gyenge a télállósága, magas (100-120 

cm) és gyenge a szárszilárdsága, ami előnytelenné teszi alkalmazását a búzanemesítési 

programokban (Sears és Miller, 1985). Ezért nagy jelentőségű volt az a felismerés 

Martonvásáron, hogy célszerű lenne a Chinese Spring genotípusban található kr1 recesszív 

allélt átvinni egy a közép-európai ökológiai viszonyokhoz jobban adaptálódott, jó agronómiai 

tulajdonságokkal rendelkező búzafajtába. A Lángné Molnár Márta által végzett projekt 

keretében a kr1 recesszív allélt abba a Martonvásári 9 (Mv9) őszi búzafajtába vitték át, mely az 

előzetes keresztezhetőségi adatok (15,4%) alapján feltételezhetően homozigóta volt a recesszív 

kr2 allélre (Molnár-Láng és Sutka, 1989). A létrehozott ‘Mv9kr1’ genotípus jól keresztezhető 

és a közép-európai környezeti feltételekhez jobban alkalmazkodott, jó agronómiai 

tulajdonságokkal rendelkező fajta (Molnár-Láng és mtsai, 1996). Az ‘Mv9kr1’ kiváló 

keresztezési partnerként szolgált az idegenfajú keresztezési programokban (Molnár-Láng és 

mtsai, 2014). Alkalmazásával számos kromoszómát és kromoszóma-szegmentumot vittek át a 

búzába árpából (Molnár-Láng és mtsai, 2000a; Szakács és Molnár-Láng, 2007, Molnár-Láng 

and Linc, 2015), Agropyron fajokból (Kruppa és Molnár-Láng, 2016), és rozsból (Molnár-Láng 

és mtsai, 2010, Szakács és mtsai, 2020). Sikeresen alkalmazták az Mv9kr1 genotípust az 

Aegilops fajokból történő génátvitel során is. Létrehoztak búza x Ae. biuncialis F1 hibrideket és 
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amfiploidokat (Logojan és Molnár-Láng, 2000, Molnár-Láng és mtsai, 2002). Az amfiploidok 

agronómiai értéke csekély, viszont részleges fertilitásuknak köszönhetően fenntarthatók, és 

alkalmasak lehetnek a teljes idegen kromoszómaszerelvény hatásának tanulmányozására búza 

genetikai háttérben (Dulai és mtsai, 2014). Legnagyobb jelentőségük azonban az, hogy 

kiindulási alapanyagként szolgálnak az addíciós, szubsztitúciós és transzlokációs vonalak 

előállításához. Ennek során, az amfiploidokat a búzaszülővel visszakeresztezve az idegen 

kromoszómák száma generációról generációra csökken, végül a harmadik visszakeresztezés 

után a BC3 generációban már várható a monoszómás addíciós vonalak jelenléte, melyekből 

öntermékenyítéssel diszómás addíciós vonalak állíthatók elő.  

A teljes addíciós sorozat létrehozását számos tényező akadályozhatja. Egyes 

kromoszómákon (pl. 1H árpakromoszóma) sterilitást okozó gének lehetnek (Islam és mtsai, 

1978; Taketa és mtsai, 2002). Más kromoszómákon az ún. gametocid gének jelenléte 

kromoszómatöréseket indukálhat a meiózis során, ami csökkenti a fertilitást (Endo, 1990). 

Gametocid gének jelenlétét írták le pl. az Ae. triuncialis és az Ae. caudata 3C (Endo és 

Tsunewaki, 1975) vagy az Ae. cylindrica 2C (Endo, 1979) kromoszómáin (lásd később). 

Tudományos közlemények számoltak be egyes idegenfajú kromoszómák preferált 

átadódásáról, vagy preferált eliminálódásáról a következő nemzedékben (Jiang és mtsai, 1993). 

Például az Ae. biuncialis kromoszómák esetében Schneider és Molnár-Láng (2012) a 

keresztezési programok során a 3Mb és 2Ub kromoszóma 99%, illetve 91%-os átadódását 

figyelte meg az egyes generációk között, míg a 6Ub kromoszóma esetében a kromoszóma 

megjelenése a következő generációban 0%-os volt. Mindezen nehézségek ellenére eddig 18 

Aegilops-faj esetében számoltak be teljes vagy részleges addíciós sorozat létrehozásáról 

(Schneider és mtsai, 2008). Többek között sikerült teljes búza (Chinese Spring) x Ae. 

umbellulata addíciós sorozatot előállítani (Kimber, 1967; Friebe és mtsai, 1995b), valamint 

részleges (2M-7M) addíciós sorozatot létrehozni az Ae. comosa-val (Riley és mtsai, 1968; Liu 

és mtsai, 2019). Friebe és munkatársai (1999) 13 diszómás és egy monoszómás Chinese Spring-

Ae. geniculata Roth (2n = 4x = 28; UgUgMgMg) kromoszóma addíciós sorozat előállításáról 

számoltak be.  

Martonvásáron a Génmegőrzési csoport munkatársai ezidáig hat diszómás őszi búza 

(Mv9kr1)-Ae. biuncialis (MvGB642) addíciós vonalat hoztak létre (1Ub, 2Ub, 3Ub, 2Mb, 3Mb 

és 7Mb) (Logojan és Molnár-Láng, 2000; Schneider és mtsai, 2005; Schneider és mtsai, 2008). 

Ezek mellett Farkas és munkatársai (2014) előállítottak egy 3Mb(4B) szubsztitúciós és egy 

3Mb.4BS centrikus fúziós vonalat is. Kínai kutatók szintén beszámoltak hexaploid búza 

(’Chuannong 19’)-Ae. biuncilais részleges amfiploid létrehozásáról (Tan és mtsai, 2009), majd 

a későbbiekben előállítottak 6Ub (Zhao és mtsai, 2013), 1Ub (Zhou és mtsai, 2014), 2Mb (Li és 

mtsai, 2019) és 5Mb addíciós vonalat is (Song és mtsai, 2020).  

A diszómás addíciós vonalak jelentősége abban áll, hogy már csak egy adott idegen 

homeológ kromoszómapárt tartalmaznak. Ezek a vonalak sokkal stabilabbak az amfiploid 

vonalaknál, így (genetikai-citogenetikai kontroll mellett) könnyebben felszaporíthatók. 

Emellett számos strukturális és funkcionális genomikai vizsgálatra biztosítanak lehetőséget: 

például tanulmányozni lehet gének és markerek kromoszómális lokalizációját (Molnár és mtsai 

2013), az idegen kromoszóma génjeinek búza genetikai háttérben történő expresszióját (Cho és 

mtsai, 2006), vagy az idegen kromoszóma kromatindinamikáját a meiotikus sejtosztódás 

különböző fázisaiban (Naranjo, 2018). Áramlási citometriával az idegen kromoszómát nagy 

mennyiségben izolálni lehet, mely számos további genomikai és proteomikai vizsgálat alapjául 

szolgálhat (lásd később; Doležel és mtsai, 2021). Nemesítési szempontból nagy jelentősége van 

annak, hogy addíciós vonalak segítségével elkülönítve vizsgálható az egyes idegen 

kromoszómák különböző agronómiai tulajdonságokra gyakorolt hatása szántóföldi vagy 

laboratóriumi körülmények között. Búza-Ae. geniculata és búza-Ae. biuncialis addíciós 

vonalak segítségével Rakszegi és munkatársai (2017) kimutatták, hogy az 5U és 5M valamint 
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a 7U és 7M kromoszóma által hordozott gének jelentős szerepet játszhatnak a szemtermés 

élelmirost-(-glükán)-tartalmának kialakításában. Szintén búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis 

addíciós vonalak segítségével Darkó és munkatársai (2020) kimutatták, hogy az Ae. biuncialis 

2M és 3M kromoszómája pozitív hatással lehet a búza sótűrésére. 

A búza-idegenfajú diszómás szubsztitúciós vonalak kromoszómaszáma euploid (2n=42), így 

genetikailag stabilabbak az addíciós vonalaknál, ezért felszaporításuk is könnyebben 

megvalósítható. Amint azt Schneider és munkatársai (2008) összefoglaló tanulmányukban 

részletezték, eddig kilenc Aegilops-fajjal hoztak létre részleges vagy teljes szubsztitúciós 

sorozatot. Az U- illetve M-genommal rendelkező Aegilops fajok esetében az Ae. umbellulata 

1U, 2U, 5U és 7U kromoszómájával állítottak elő szubsztitúciós vonalakat, melyekben a 

megfelelő homeológ csoporthoz tartozó A, B vagy D búzakromoszómát helyettesítették (Riley, 

1973). Az Ae. geniculata esetében 5Mg(5D) szubsztitúciós vonalat állítottak elő Dhaliwal és 

munkatársai (2002). Az addíciós és szubsztitúciós vonalak kiindulási alapanyagként szolgálnak 

az intergenomikus transzlokációk létrehozásához (Feldman és Sears, 1981).  

 

2.1.4. Búza-Aegilops transzlokációk létrehozásának lehetőségei 

 

A búza-idegenfajú transzlokációk létrehozásán keresztül a fajkeresztezések célja az olyan, 

(minél kisebb) kromoszóma-szegmentum integrálása a búzagenomba, mely már csak az adott 

tulajdonságért felelős gén(eke)t hordozza. Az intergenomikus kromoszóma átépülések 

előállítására többféle módszert dolgoztak ki az elmúlt évtizedekben (Sears, 1972; Gale és 

Miller, 1987; Feldman, 1988), melyeket összefoglalóan „chromosome engineering”-nek nevez 

a szakirodalom (Sears, 1981). Mivel munkám során nem alkalmaztam az összes módszert és az 

értekezés terjedelme sem engedi ezek részletes tárgyalását, itt csak felsorolás szerűen említem 

meg a leggyakrabban használt eljárásokat azok biológiai alapjának mélyebb tárgyalása nélkül.  

A homeológ rekombinációk előállítását célzó módszerek a hexaploid illetve tetraploid búza 

kromoszómáinak párosodását szabályozó és diploid szerű öröklődését biztosító genetikai 

rendszer hatását igyekeznek csökkenteni, és ezáltal fokozni  az azonos homeológ csoportba 

tartozó búza- és idegen kromoszómák közti párosodás és rekombináció esélyét. A hexaploid 

búzában a meiózis folyamán a homológ kromoszómák párosodását biztosító és a homeológ 

kromoszómák párosodását gátló genetikai rendszer legerősebb hatású komponense az 5B 

kromoszóma hosszú karján azonosított Ph1 (Pairing homoeologous 1) gén (Riley és Chapman, 

1958), melyhez több kisebb hatású komponens is tartozik a 3AS, 3DS, 4D és 2DL 

kromoszómán (Naranjo és Benavente, 2015). A rendszer tartalmaz még több kisebb hatású, a 

homeológ kromoszóma párosodást elősegítő elemet a 2-es, 3-as és 5-ös homeológ csoport 

kromoszómáin (Naranjo és Benavente, 2015). A Ph1 hatásának csökkentésére, így a búza és az 

idegen kromoszómák közti párosodás és rekombináció gyakoriságának növelésére irányuló 

módszerek az 5B kromoszóma eltávolítása (5B monoszómás-, vagy 5B nulliszómás vonalak 

alkalmazása), Ph1 deléciós mutánsok létrehozása (Chinese Spring ph1b; cv. Capelli ph1c) 

(Sears, 1977; Giorgi, 1978), az Ae. speltoides Ph1 inhibitor géneket (PhI) hordozó búza 

genotípusok alkalmazása [Chinese Spring PhI; Chen et al. (1994)], vagy az egyes Aegilops 

fajokban, pl. az Ae. geniculata 5Mg kromoszómáján található homoeológ kromoszóma-

párosodást indukáló gének (Hpp-5Mg) alkalmazása (Koo és mtsai, 2020). Chhuneja és 

munkatársai (2008) PhI-indukált homeológ rekombináció segítségével hoztak létre búza-Ae. 

umbellulata 5U/5D introgressziós vonalakat, melyek révén sikerült átvinni az Lr76 és Yr70 

levél- és sárgarozsda-rezisztenciagéneket a hexaploid búzába (Bansal és mtsai, 2020). Hasonló 

módszert alkalmazva hoztak létre T5DL·5DS-5MgS rekombinációkat, melynek révén az Ae. 

geniculata Lr57 és Yr40 rezisztenciagénjeit vitték át a búzába (Kuraparthy és mtsai, 2007).  

Egy másik gyakran alkalmazott módszer a teljes kromoszómakarok irányított átvitelére 

irányul az univalensek miszdivíziójának kiváltásával. A módszer lényege, hogy olyan 
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búzavonalakat hoznak létre, melyek monoszómásak az idegen kromoszómára és egy azonos 

homeológ csoportba tartozó búzakromoszómára nézve. E növények meiózisában a 

monoszómás kromoszómák, azaz univalensek, az I. ana- illetve telofázisban a centromérában 

törnek (néhány %-os gyakorisággal), majd a kialakuló telocentrikus kromoszómák ugyanabba 

a sejtmagba szegregálva a második meiotikus osztódás interkinézise során a törött 

centroméráknál fúzionálhatnak. Ezzel interspecifikus centrikus fúziót, vagy más néven 

Robertsoni transzlokációkat hoznak létre (Friebe és mtsai, 2005). Ezzel a módszerrel, azaz az 

univalensek miszdivíziójának alkalmazásával állították elő Marais és munkatársai (2005) az Ae. 

kotschyi Lr54 és Yr37 rezisztenciagénjeit hordozó T2DS.2k#1L centrikus fúziót. 

Hasonlóképpen, centrikus fúziók (T3AL.3Ss#1S, T3BL.3Ss#1S, és T3DL.3Ss#1S) 

előállításával vitték át (Liu és mtsai, 2011) az Ae. searsii 3Ss kromoszómájának rövid karján 

lokalizált Sr51 szárrozsda-rezisztenciagént a búzába.   

Abban az esetben, ha a homeológ rekombináció révén csak korlátozottan lehetséges az 

interspecifikus transzlokációk létrehozása (például, ha evolúciós genomátrendeződések miatt 

az idegen faj egyes kromoszómái és a búzakromoszómák közti kolinearitás csak részleges), 

érdemes olyan módszerhez folyamodni, mely random kromoszómatöréseket, illetve 

transzlokációkat hoz létre (Sears és Gustafson, 1993; Jubault és mtsai, 2006).  

Random kromoszómaátépülések kiválthatók ionizáló sugárzással (Bálint, 1996; Sutka, 2005), 

melyre az egyik leghíresebb példa az Ae. umbellulata rozsdarezisztenciájának (Lr9 gén) átvitele 

a termesztett búzába röntgen sugárzás segítségével. Ez egyben az első idegenfajú transzlokáció 

előállítását is jelentette (Sears, 1956). Kiss Árpád 1954-ben szintén röntgensugárzás 

segítségével állított elő hímsteril hexaploid tritikálé genotípusokat (Kiss, 1968). Csoportunk 

amfiploid szemek besugárzásával (60Co γ-sugárzás) hozott létre búza-Ae. biuncialis dicentrikus 

kromoszómákat, terminális és intersticiális transzlokációkat, valamint centrikus fúziókat 

(Molnár és mtsai, 2009). 

A kémiai mutagenezishez használt szerves vegyülettípusokkal (pl. epoxidok és epiminek, 

alkiláló és oxidáló vegyületek, purin-származékok, alkánszulfonsav-észterek) is indukálhatók 

kromoszómatörések. Az etil-metánszulfonát (EMS), melyet főleg pontmutációk (SNP) 

létrehozása érdekében alkalmaznak (Slade és mtsai, 2005), szintén kiválthat 

kromoszómatöréseket és ezen keresztül interspecifikus transzlokációkat. Erre jó példa a búza-

A. elongatum T7DS.7DL-7Ae1L-7DL intersticiális transzlokáció létrehozása (Friebe és mtsai, 

1994). Meg kell még említeni, hogy szövettenyésztés során is kialakulhatnak strukturális 

átrendeződések, például deléciók, transzlokációk és inverziók (Dudits és Heszky, 2003). Ezekre 

példa a szövettenyészetekben előállított búza-árpa (Molnár-Láng és mtsai, 1991), búza-

Agropyron desertorum (Li és Dong, 1994), és búza-Dasypyrum villosum (Li és mtsai, 2000) 

interspecifikus transzlokációk. Martonvásáron Lángné Molnár Márta és munkatársai 

szövettenyészetben elszaporított búza x árpa hibridekben kimutatták, hogy a szövettenyésztés 

során a búza-árpa kromoszóma-párosodások száma megnőtt és ennek eredményeként búza-árpa 

transzlokációk jöttek létre (Molnár-Láng és mtsai, 2000a; Molnár-Láng és mtsai, 2000b). 

Az Aegilops fajokból történő génátviteli programok során megfigyelték, hogy egyes idegen 

kromoszómák a többinél nagyobb gyakorisággal kerülnek át a következő nemzedékbe (Endo 

1988). Ezek hátterében az ún. gametocid (Gc) gén(ek) jelenléte áll. Monoszómás állapotban a 

zigotikus sejtekben, vagy a gametogenezis során a Gc gének hatására kromoszómatörések, 

kromoszómaátrendeződések, dicentrikus kromoszómák, stb. jönnek létre azokban a 

gamétákban, melyek nélkülözik a Gc géneket hordozó kromoszómát (Nasuda és mtsai, 1998).  

A Gc gének molekuláris szintű hatásmechanizmusa, mellyel kapcsolatban több elmélet létezik 

(Endo, 2015), még kevéssé ismert, ám abban egyetértés mutatkozik, hogy letális hatásukat a 

kromoszómatörések kiváltásán keresztül fejtik ki. Amennyiben ezek a kromoszóma-aberrációk 

súlyosak, akkor az a gaméták abortálódását eredményezi. Kisebb mértékű kromoszóma-

átrendeződések esetén azonban a gaméta életképes maradhat és a kromoszómaátrendeződések 
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megjelenhetnek az utódnemzedékekben is (Endo, 2015). Az Aegilops nemzetségen belül 

számos faj esetében kimutatták a Gc gének jelenlétét, például az Ae. triuncialis és az Ae. 

caudata 3C (Endo és Tsunewaki, 1975), az Ae. cylindrica 2C  (Endo, 1979), az Ae. longissima 

és Ae. sharonensis 2Sl és 4Sl (Maan, 1975; Endo, 1985), az Ae. speltoides 2S és 6S (Kota és 

Dvorak, 1988) és az Ae. geniculata 4Mg kromoszómáján (Kynast és mtsai, 2000). Különböző 

idegenfajú addíciós vonalakat az Aegilops cylindrica 2C kromoszómáját tartalmazó addíciós 

vonallal keresztezve számos új búza-árpa (Ishihara és mtsai, 2014) és búza-rozs 

transzlokációkat (Schubert és mtsai, 1998; Friebe és mtsai, 2000) állítottak elő.  

A random kromoszómatörések előnye, hogy az idegenfajú transzlokációk létrehozása nem 

függ az átvinni kívánt gén (génkomplexum) helyzetétől, valamint a búza és idegen 

kromoszómák közti rekombinációs gyakoriságtól. A módszerek hátránya, hogy rendszerint 

nagyszámú, általában nem a homeológ kromoszómák közt létrejövő transzlokációk alakulnak 

ki, ami gyakran genetikai defektusokat és csökkent fertilitást eredményez az utódokban. A 

létrehozott interspecifikus/intergenerikus transzlokációk, illetve a búza genetikai háttér 

stabilizálódása többszöri visszakeresztezést igényelhet, így az egyes generációkban a 

transzlokációk nyomonkövetése nem nélkülözheti egy hatékony szelekciós rendszer 

alkalmazását. 

 

2.2. Az idegen kromoszóma-szegmentumok átvitelét segítő genetikai módszerek  

2.2.1. Citogenetikai módszerek  

 

Az idegenfajú addíciós és transzlokációs vonalak előállítása és jellemzése során szükséges 

az idegen kromoszómák, kromoszóma-szegmensek azonosítása. Eredetileg a szelekciós 

módszerek azokra a citogenetikai módszerekre korlátozódtak, melyek a meiotikus és mitotikus 

kromoszómák morfológiai vizsgálatán alapultak. Például, amikor Sears 1956-ban átvitte az Ae. 

umbellulata-ból a levélrozsda-rezisztenciát a búzába, a búza-Ae. umbellulata addíciós vonal 

citogenetikai jellemzése a gyökércsúcs-merisztémasejtek mitotikus kromoszómáinak 

morfológiai vizsgálatán alapult, míg a transzlokáció jelenlétének igazolása csupán a 

levélrozsda-rezisztens fenotípus megléte alapján történt (Sears, 1956). A kromoszóma-sávozási 

módszerek, mint például a Giemsa C-sávozás elterjedése (Gill és Kimber, 1974) lehetővé tette 

az interspecifikus/intergenerikus hibridek genomösszetételének leírását, az idegen 

kromoszómák azonosítását és a transzlokációk szubkromoszómális szinten történő jellemzését. 

Különösen sikeresnek bizonyult a C-sávozás a búza-rozs transzlokációk szelekciója és 

jellemzése terén, ahol a rozskromoszómák diagnosztikus terminális sávjai lehetővé tették a 

búzakromoszómáktól való megkülönböztetésüket (Lukaszewski és Gustafson, 1983; Lapitan és 

mtsai, 1984; Friebe és Larter, 1988). A módszer ugyanakkor kevésbé volt sikeres, ha az átvitt 

kromoszóma-szegmentum nem tartalmazott jellemző diagnosztikus sávokat.  

Az in situ hibridizáción alapuló módszerek bevezetése további új lendületet adott az 

idegenfajú introgressziós vonalak jellemzésének és előállításának. A FISH alkalmazásának 

lehetőségei a kromoszómák és szegmentumainak azonosítására függ a rendelkezésre álló 

próbáktól. A búza és a rokonsági körébe tartozó vad fajok esetében a legáltalánosabban 

alkalmazott próbák közé tartozik az Afa family, illetve annak szubklónja a pAs1 szatellit 

szekvencia (Nagaki és mtsai, 1995). Ezek főként a D kromoszómák azonosítását teszik 

lehetővé. A rozsból izolált pSc119.2 ismétlődés főleg a B kromoszómák azonosítását biztosítja 

(Bedbrook és mtsai, 1980; Rayburn és Gill, 1985), míg a pTa71 riboszómális DNS-klón (amit 

később 45S rDNS szekvenciaként azonosítottak) segítségével a szatellites kromoszómák 

nukleolusz-organizáló régiója határozható meg (Gerlach és Bedbrook, 1979). Ezekkel a 

próbákkal a kenyérbúza összes D és B kromoszómája azonosítható, továbbá a hibridizáció 

minőségétől függően teljesen vagy részlegesen az A genom kromoszómái is. A fenti próbákat 

sikerrel alkalmazták az Aegilops (Badaeva és mtsai, 1996a, 1996b; Ivanizs és mtsai, 2018, 
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Molnár és mtsai, 2011a,b), Agropyron (Linc és mtsai, 2012; Gaál és mtsai, 2018), és Hordeum 

(de Bustos és mtsai, 1996) fajokon is a genetikai diverzitás tanulmányozására, kariotípusuk 

leírására, valamint a búzába átvitt kromoszómáik és kromoszóma-szegmentumaik 

azonosítására (Molnár és mtsai, 2009; Nagy és mtsai, 2002; Sepsi és mtsai, 2008; Farkas és 

mtsai, 2014). Ezeken kívül a HvT01 tandem ismétlődés és az AT-gazdag pHvMWG2315 

tandem ismétlődés FISH próbaként való alkalmazásával az árpa teljes kromoszómaszerelvénye 

azonosíthatóvá vált (Busch és mtsai, 1995; Schubert és mtsai, 1998). Különböző 

próbakombinációk alkalmazásával a búza genetikai háttérbe átvitt árpakromoszómák 

azonosítása is lehetséges volt (Szakács és Molnár-Láng, 2007). A rozs esetében a teljes 

kromoszómaszerelvény azonosítható a pSc119.2 próba, valamint a 45S rDNS, illetve AAC 

mikroszatellit próba kombinálásával (McIntyre és mtsai, 1990; Szakács és Molnár-Láng, 2008). 

Az említett szatellit DNS-próbákat rendszerint egy bakteriális plazmidba klónozva tartják 

fenn, így a FISH próbák előállításához a baktériumkultúrát fel kell szaporítani, a plazmidot 

izolálni kell, majd a próba-DNS-t fel kell szaporítani és (általában nick-transzláció 

segítségével) jelölni kell valamilyen fluorokrómmal, vagy antigénnel. Mindez idő- és 

munkaigényessé teszi a próbaelőállítást. Később a próba előállítása egyszerűbbé és gyorsabbá 

vált azáltal, hogy a repetitív szekvenciákat PCR segítségével közvetlenül a genomi DNS-ből 

szaporították fel és jelölték meg (Nagaki és mtsai, 1995). Később a fenti próbákra 

legjellemzőbb oligonukleotidok megtervezésével lehetővé vált az adott próbák végjelöléssel 

ellátott oligonukleotid változatainak megszintetizáltatása és megvásárlása (Tang és mtsai, 

2014). Mindez sokkal olcsóbbá és egyszerűbbé tette a molekuláris citogenetikai vizsgálatok 

elvégzését.   

A diagnosztikus hibridizációs sávok növelése érdekében a GAA, AAC és ACG 

mikroszatellit trinukleotid motívum FISH próbaként való alkalmazása szintén sikeresnek 

bizonyult a búza, árpa, rozs (Cuadrado és mtsai, 2008), valamint különböző Aegilops (Molnár 

és mtsai, 2011a; Mirzaghaderi és mtsai, 2014) és Dasypyrum fajok (Grosso és mtsai, 2012) 

esetében.  

BAC (Bacterial Artificial Chromosome) vektorok DNS inzertjeit is tesztelték annak 

érdekében, hogy lokusz-specifikus citogenetikai markereket hozzanak létre (Zhang és mtsai, 

2004b). BAC klónok FISH próbaként való alkalmazásával eredményesen különböztették meg 

a hexaploid búza három genomját (Zhang és mtsai, 2004a), de sikerrel használták lisztharmat-

rezisztenciagének fizikai térképezéséhez is (Yang és mtsai, 2013). Ugyanakkor a BAC klónok 

egyik hátránya, hogy gyakran nagy arányban tartalmaznak repetitív DNS-szekvenciákat, 

melyek a hibridizáció során megakadályozzák a BAC klónok helyzetének meghatározását. Egy 

lehetséges megoldást jelenthet erre a problémára az, ha az eredeti BAC klónok olyan 

szubklónjait használják próbaként, melyek már nem tartalmaznak ismétlődő szekvenciákat 

(Karafiátová és mtsai, 2013).  

Lokusz- és génspecifikus citogenetikai markerek fejlesztéséhez további lehetőséget jelenthet 

a komplett cDNS klónok felhasználása FISH próbaként. Danilova és munkatársai (2014) 

számos cDNS markert azonosítottak a búza mind a 14 homeológ kromoszómakarján, majd 

ezeket sikerrel alkalmazták a búza és az Ae. caudata közti homeológiaviszonyok 

tanulmányozásához (Danilova és mtsai, 2017). Az ún. single-gene FISH térképek segítségével 

a későbbiekben tanulmányozhatóvá vált a kromoszómák közt fennálló kolinearitás olyan vad 

fajok esetében is, ahol szegregáló genetikai térképek nem állnak rendelkezésre (Said és mtsai, 

2018). A módszer alkalmas lehet agronómiai szempontból fontos gének kimutatására is.  

A mitotikus és meiotikus kromoszómákon végzett FISH egyik gyakori hátránya az alacsony 

felbontás, azaz kicsi a két hibridizációs jel között detektálható legkisebb távolság. A felbontás 

javítható azáltal, ha a FISH-t dekondenzáltabb DNS-formákon, például megnyújtott 

kromoszómákon (Valárik és mtsai, 2004), egyedi DNS-szálakon (Fiber-FISH) (Jackson és 
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mtsai, 1998; Ersfeld, 2004) vagy áramlási citometriával izolált és extrém mértékben kinyújtott, 

kromoszómákon végzik  (Endo és mtsai, 2014).   

A próba-DNS jellege alapján az in situ hibridizációs módszerek egy másik típusa a genomi 

in situ hibridizáció (GISH), mely teljes genomi DNS-t alkalmaz próbaként (Schwarzacher és 

mtsai, 1989). GISH segítségével meghatározható az allopolyploid Triticeae fajok 

genomösszetétele és kimutatható a búzába átvitt idegen kromatin is. Kromoszóma-sávozási 

módszerekkel és/vagy FISH-sel kombinálva a GISH módszere alkalmas intergenomikus 

transzlokációk töréspontjainak meghatározására és azonosítására búza-idegenfajú hibridekben 

(Friebe és mtsai, 1992; Friebe és mtsai, 1993; Jiang és mtsai, 1993; Liu és mtsai, 2010; Ivanizs 

és mtsai, 2018).  

Amellett, hogy a citogenetikai módszerek nélkülözhetetlenek az interspecifikus hibridek 

genomösszetételének megerősítésében, korlátozott mértékű érzékenységük és alacsony 

felbontóképességük határt szab alkalmazhatóságuknak. Emellett ezek a citogenetikai 

módszerek rendkívül időigényesek, így ezek kizárólagos alkalmazása jelentősen lassítja a búza-

idegenfajú introgressziós vonalak azonosítását. A jelen körülmények közt csaknem 2-3 hét 

szükséges ahhoz, hogy a csíráztatást követően elkezdődhessen a gyökércsúcs-preparátumok 

készítése, mely egy tapasztalt kutató esetében kb. 30 genotípus/nap sebességgel történik. A 

hibridizáció során egy kutató 15-30 tárgylemezzel tud dolgozni alkalmanként, melyek 

fluoreszcens mikroszkóppal történő kiértékelése, fotózása 5-6 tárgylemez/nap sebességgel 

történik. Mindezek alapján 96 minta citogenetikai (GISH, FISH) vizsgálata kb. 11-12 hét 

intenzív munkát igényel. Ez jelentősen korlátozza a nagyszámú minták elemzését. Mivel a 

citogenetikai módszerek továbbra is nélkülözhetetlenek az idegenfajú introgressziós vonalak 

kiválogatásában, a munka hatékonysága javítható (a mikroszkópok mellett töltött munkaidő 

növelésével) az automatizált mikroszkópok (ún. slide scannerek: pl. https://metasystems-

international.com/en/products/metafer/) bevezetésével. Emellett azonban szükség van további 

nagyfelbontású és nagy áteresztőképességű módszerek kifejlesztésére és alkalmazására a 

szelekciós kapacitás növelése érdekében. Továbbá az idegen eredetű rövid DNS-szekvenciák, 

mikrointrogressziók kimutatásához és a transzlokációs töréspontok pontos meghatározásához 

is elengedhetetlen az új módszerek kifejlesztése. Ezekre a problémákra megoldást jelenthet a 

molekuláris markereken és legújabban a DNS-szekvenáláson alapuló módszerek alkalmazása 

az interspecifikus/intergenerikus hibridek genomösszetételének meghatározásában.  

 

2.2.2. Idegenfajú kromoszómák azonosítása molekuláris markerek segítségével 

 

Morfológiai tulajdonságok, izoenzimek, valamint a szemtermés tartalékfehérjéit kódoló 

DNS-szakaszok voltak az első markerek, melyeket a búzába történő idegenfajú génátvitel során 

alkalmaztak az idegenfajú addíciós vonalak kiválogatása és jellemzése során (Guadagnuolo és 

mtsai, 2001; Tang és Hart, 1975; Hart és mtsai, 1980). Kis számuk azonban csak korlátozott 

mértékben tette lehetővé a kromoszómaátépülések igazolását. 

A búzával történt idegenfajú keresztezésekkel előállított introgressziós vonalak 

jellemzéséhez először olyan DNS-markereket alkalmaztak, melyek fejlesztéséhez nem volt 

szükség előzetes szekvencia-információkra. Ilyen markerek voltak az RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphisms), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) és AFLP 

(Amplified Fragment Length Polymorphism) markerek (Williams és mtsai, 1990; Vos és mtsai, 

1995; Fedak, 1999). Ezeket számos vizsgálatban használták idegenfajú diszómás és 

diteloszómás addíciós, valamint szubsztitúciós vonalak azonosításához (Devos és Gale, 1993; 

King és mtsai, 1993; Wang és mtsai, 1995; Hernandez és mtsai, 1996; Francki és mtsai, 1997; 

Qi és mtsai, 1997; Peil és mtsai, 1998). Időleges népszerűségük ellenére a fenti markerek 

alkalmazása nagy laboratóriumi hátteret igényelt, időigényes és drága volt. Ezek így nem voltak 

alkalmasak nagyszámú egyed genotipizálására. Emellett a RAPD markerek alacsony szintű 
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polimorfizmusa, és az AFLP markereknek a könyebben kezelhető PCR-alapú STS (Sequence-

Tagged Site) markerekké való nehéz konvertálhatósága megakadályozta e markerek gyakori 

alkalmazását a búza előnemesítésben (Gupta és mtsai, 1999). Az RFLP markerek - kodomináns 

tulajdonságuk és lokuszspecifitásuk miatt - (Qi és mtsai, 2007) sikeresen alkalmazhatók 

genetikai és fizikai térképek előállításához (Qi és mtsai, 2003, 2004), a búza és rokon fajai 

kromoszómái közt fennálló homeológiaviszonyok és evolúciós átrendeződések azonosításához 

(Devos és mtsai, 1993; Zhang és mtsai, 1998; McArthur és mtsai, 2012). RFLP markerek 

segítségével sikerrel azonosítottak továbbá olyan mikrointrogressziókat is, melyeket 

citogenetikai módszerekkel nem lehetett kimutatni (Kuraparthy és mtsai, 2007). Az informatív, 

de nehézkesen alkalmazható RFLP markereket gyakran konvertálták át PCR-alapú STS 

markerekké, melyek sokkal alkalmasabbnak bizonyultak a vizsgált gének nyomon követésére 

és térképezésére (Cenci és mtsai, 1999; Seyfarth és mtsai, 1999; Langridge és mtsai, 2001).  

A genomban random előforduló traszpozábilis szekvenciák molekuláris markerekként 

történő alkalmazására szintén találunk példákat a búzanemesítésben és előnemesítésben (Nagy 

és Lelley, 2003; Queen és mtsai, 2004). Az S-SAP (Sequence-Specific Amplified 

Polymorphism) technológia az egyedi retrotranszpozonokat határoló genomi szekvenciákat 

sokszorosítja fel (Waugh és mtsai, 1997). Az S-SAP markerek előnye a genetikai diverzitás 

kimutatásában az, hogy a markerek egyenletesebben oszlanak el a genomban és nagyobb 

mértékű polimorfizmus érhető el velük, mint az RFLP markerekkel (Nagy és Lelley, 2003). 

További előnye, hogy a számolt genetikai távolságok nagyobb egyezést mutatnak a 

fizikaitérkép-adatokkal (Ellis és mtsai, 1998), mint más markerek esetében. Hazánkban, Nagy 

és munkatársai (2006) az Ae. umbellulata-ban azonosított ‘Au short interspersed nuclear 

elements’, röviden SINE (Yasui és mtsai, 2001) felhasználásával hozott létre az Aegilops fajok 

U és M genomjára specifikus S-SAP markereket.  

A Simple Sequence Repeat (SSR), vagy más néven mikroszatellit markerek (Tautz, 1989) 

képviselték az idegenfajú génátvitelben alkalmazott markerek következő generációját. Az SSR 

markerek előállításához szükséges a genomi szekvenciák ismerete, ezért e markerek előállítása 

párhuzamosan haladt a genomot reprezentáló szekvencia-gyűjtemények, EST (Expressed 

Sequence Tags), cDNS és BAC (Bacterial Artifical Chromosome) könyvtárak előállításával. 

Az árpa, a hexaploid búza, valamint Ae. tauschii és T. urartu cDNS könyvtáraival és draft 

genomszekvenciáival együtt az EST szekvenciák képviselik jelenleg a legnagyobb 

mennyiségben hozzáférhető szekvencia-információforrást. Ezek az adatok 15 Triticeae 

nemzetség legalább 25 fajára elérhetők (Rey és mtsai, 2015). A kenyérbúza esetében az a 16 

ezer EST lokusz, melyet fizikailag térképeztek az egyes búzakromoszómákra a specifikus 

deléciós vonalak töréspontjai által határolt régiókban (Qi és mtsai, 2004), kiváló forrásként 

szolgált az adott kromoszóma-régiókra specifikus markerek fejlesztéséhez. Mivel az EST 

szekvenciák génspecifikusak és ennél fogva konzervatívak, az EST szekvenciákból származó 

SSR markerek nagy arányban alkalmazhatók különböző Triticeae fajok esetében is (Gupta és 

mtsai, 2008). Tekintettel arra, hogy az EST és cDNS szekvencia-gyűjtemények sokkal kevésbé 

érhetők el más Triticeae nemzetségek, pl. Elymus, Aegilops és Leymus esetében, számos 

vizsgálatban sikerrel használták a búza EST-SSR markerek távoli rokon fajok közti 

alkalmazhatóságát összehasonlító genomikai kutatásokhoz, agronómiai tulajdonságok 

térképezéséhez, valamint a vad rokon fajok és a búza közt fennálló filogenetikai kapcsolatok 

felderítését célzó evolúciós kutatásokhoz (Adonina és mtsai, 2005; Jing és mtsai, 2007; Kroupin 

és mtsai, 2013).   

A COS (Conserved Orthologous Set) markerek az ún. intron targeting markerek azon 

csoportját alkotják, ahol a markerfejlesztéshez konzervált ortológ gének szekvenciáit 

használják. A PCR-alapú intron-targeting markerek primereit úgy tervezik, hogy az egyik 

primer specifikus legyen az adott gén exon régiójára, míg a másik az intron régión belül 

helyezkedjen el. A COS markerek eléggé konzerváltak ahhoz, hogy az illető primerpár több faj 
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esetében is alkalmazható legyen, míg az intron régiók a nagyobb gyakorisággal előfordulú 

inszerciós/deléciós (INDEL) és egyedi nukleotid cserék (SNP) miatt (Bryan és mtsai, 1999) 

elégséges polimorfizmust biztosítanak a különböző fajok, pl. búza és az Ae. peregrina, vagy az 

Ae. ventricosa génvariánsainak megkülönböztetéséhez (Burt és Nicholson, 2011; Howard és 

mtsai, 2011). A COS markerek segítségével lehetőség van a búza és vad rokon fajai közti 

ortológ régiók, kromoszóma-szakaszok azonosítására, elősegítve ezáltal az idegenfajú 

génátvitel hatékonyságának növelését. A PLUG (PCR-based Landmark Unique Gene) 

markerek fejlesztése ugyanazon az elven történik, mint a COS markereké, azzal a különbséggel, 

hogy a markerfejlesztéshez nemcsak ortológ géneket alkalmaznak (Ishikawa és mtsai, 2007). 

A PLUG markerek használata szintén kezd egyre elterjedtebbé válni az Aegilops fajokból 

történő génátvitel során (Gong és mtsai, 2014).  

 

2.2.3. Nagy áteresztőképességű genotipizáló módszerek 

 

Az újgenerációs szekvenálási eljárások elterjedése az egyre növekvő számú genom- és 

transzkriptóm-szekvenálási projekt révén az SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markerek 

számának és alkalmazásának ugrásszerű emelkedését váltotta ki. Az SNP-k detektálására épülő 

nagy áteresztőképességű (high-throughput) módszereknek alapvetően két csoportjuk van: (1) a 

meghatározott összetételű SNP-ket tartalmazó chipek és (2) a de novo ‘genotyping-by-

sequencing’ (GBS) módszerek. Mindkét technológiát elterjedten használják a különböző 

genetikai és genomikai célú kutatásokban, mint amilyen például a nagy felbontású genetikai 

térképek készítése (Hussain és mtsai, 2017), QTL térképezés (Monostori és mtsai, 2017), 

diverzitás, illetve filogenetikai vizsgálatok (Edet és mtsai, 2018; Ivanizs és mtsai, 2019) vagy 

az idegenfajú introgressziók azonosítása és nyomon követése (King és mtsai, 2017; Szakács és 

mtsai, 2020).   

Az első generációs 9000, illetve 90000 SNP markert tartalamzó Illumina iSelect 9K és 90K 

fix SNP chipek esetén az SNP-k azonosítása főként búzagenotípusok szekvenciaadatainak 

felhasználásával történt (Cavanagh és mtsai, 2013; Wang és mtsai, 2014). Mivel a 

chipfejlesztéshez a búza rokonsági köréhez tartozó vad fajok szekvenciáit nem használták, csak 

korlátozottan voltak alkalmazhatók az idegen kromoszómák kimutatására. E hátrányokat 

igyekeztek kiküszöbölni a második generációs SNP chippek, mint amilyen például a Winfield 

és munkatársai (2016) által kifejlesztett Axiom 820K chip is, valamint annak nemesítésre 

optimalizált változata, a 35K ’breeder’ chip, melynek fejlesztéséhez 23 hexaploid 

búzagenotípus mellett további 20 rokon faj (pl. T. monococcum, Ae. tauschii, Th. bessarabicum, 

S. cereale és további Aegilops fajok) szekvenciáit is felhasználták 

(http://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/CerealsDB/axiom_download.php). Mindez 

lehetővé tette ezen másodlagos és harmadlagos génforrásokból származó kromoszóma-

szegmentumok azonosítását a búzával végzett fajkeresztezési programokban (King és mtsai, 

2017; Grewal és mtsai, 2018). A fix összetételű, multiplex SNP cippek nagy előnye az 

ismételhetőség. Több generáción át ugyanazon markerekkel vizsgálhatjuk a nemesítési 

alapanyagokat. Hátrányuk viszont, hogy új alléleket, melyek a chipfejlesztés során nem voltak 

reprezentálva a felhasznált szekvenciákban, nem tudnak kimutatni. Magas áruk pedig még 

mindig korlátozza széleskörű alkalmazásukat. 

A GBS módszerek tetszőlegesen alkalmazhatók bármely növény faj esetében, mivel 

esetükben nincs szükség előzetes szekvencia-ismeretre. A genotipizálás során a genomi DNS-

t általában egy gyakran és egy ritkán vágó restrikciós endonukleázzal emésztik (búza és rokon 

fajai esetén ez gyakran PstI/TaqI) majd az adott mérettartományba eső genomi fragmenteket 

egy PstI adapterhez történő ligálás után PCR segítségével felszaporítják (amplifikálják) és 

szekvenálják. A genotipizálás eredményeként kapott domináns markerek igen/nem választ 

adnak és a genomi fragment jelenlétét vagy hiányát, pontosabban a restrikciósenzim-
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kötőhelyekben bekövetkező polimorfizmust tükrözik az adott genotípusban. A kodomináns 

markerek az adott genomi fragmenteken belüli egyedi nukleotid-polimorfizmusokat jelzik a 

különböző genotípusok között.  

A GBS rendszerek egyik változata a DArTseq technológia 

(https://www.diversityarrays.com/). Ez a módszer széles körben elterjedt a gabonafélék 

strukturális és funkcionális genomikai kutatásában, valamint a nemesítésben. A DArT 

(Diversity Arrays Technology) markereket eredetileg mint szekvencia-független microarray 

hibridizáción alapuló markerrendszert hozták létre, ami lehetővé tette több ezer polimorf lokusz 

vizsgálatát egyetlen reakcióban, adatpontonként nagyon alacsony áron (Jaccoud és mtsai, 

2001). Előnyei miatt a DArT technológiát elterjedten alkalmazzák genetikai térképezésekhez,  

genotipizáláshoz és diverzitás vizsgálathoz a búzában (Colasuonno és mtsai, 2013; Bentley és 

mtsai, 2014; Cabral és mtsai, 2014; Iehisa és mtsai, 2014; Yu és mtsai, 2014; Jighly és mtsai, 

2015) és rokonsági köréhez tartozó vad és termesztett fajokban (Jing és mtsai, 2009; Alheit és 

mtsai, 2014; Bolibok-Brągoszewska és mtsai, 2014; Cabral és mtsai, 2014; Castillo és mtsai, 

2014; Yabe és mtsai, 2014; Kalih és mtsai, 2015; Montilla-Bascón és mtsai, 2015). A GBS 

platformok előnye, hogy nagyobb valószínűséggel képesek új SNP-ket kimutatni, ezáltal 

hatékonyabban alkalmazhatók a rokon és vad fajokból származó introgressziók kimutatására 

is. Reprodukálhatóságuk (~70%) azonban nem éri el a fix összetételű SNP chip-ek paramétereit.  

Összességében elmondható, hogy a fenti nagy áteresztőképességű módszerek még mindig 

elég drágák ahhoz, hogy a mindennapi gyakorlatban rutinszerűen alkalmazzák több száz vagy 

több ezer genotípus vizsgálatára. Bevett gyakorlat, hogy néhány, a genom meghatározott 

régióira (pl. az egyes kromoszómák terminális illetve centroméra-közeli régióira) specifikus 

SNP-t kiválasztanak, és ezeket tesztelik az előnemesítési populációkban valamilyen uniplex 

SNP detektálási technológiával (pl KASP) (Grewal és mtsai, 2020). A KASP technológia 

allélspecifikus oligonucleotid-szaporításon és fluoreszcenciarezonancia-energiaátvitel 

segítségével történő jelkibocsátáson alapul (Petersen és mtsai, 2015). A KASP markerek 

alkalmasak az SNP-alapú polimorfizmus és az inzerciós-deléciós variációk kimutatására, és 

sikerrel alkalmazták búza-idegenfajú hibridek és visszakeresztezett származékaik vizsgálatára, 

rekombinánsok és egyéb introgressziós vonalak azonosításához (King, 2014).  

A modern genotipizálási rendszerek adta lehetőségeket az introgressziós nemesítésben akkor 

lehet megfelelően kihasználni, ha a génforrásként szolgáló fajok esetében is ismert a markerek 

kromoszómán belül elfoglalt pozíciója (lokalizációja) és egymáshoz viszonyított sorrendje. Bár 

a markerek kromoszómális lokalizációja és kromoszómán belül elfoglalt pozíciója 

megállapítható addíciós és transzlokációs vonalak segítségével is (Ivanizs és mtsai, 2018), a 

markerek genomi helyzetéről sokkal pontosabb információk nyerhetők genetikai térképezés 

segítségével a rekombinációs gyakoriság kiszámításán keresztül. A genetikai térképezéshez 

szegregáló térképezési populációt kell előállítani, melynek talán leggyakoribb változata a 

kétszülős F2 populáció, de ettől eltérő populációkat is alkalmaznak, pl. RIL (Recombinant 

Imbred Line: rekombináns beltenyésztett vonalakból álló populáció), BC, vagy többszülős 

(MAGIC, NAM stb.) populációk. A kétszülős F2 térképezési populáció egyedeinek 

meghatározzák a kívánt markerekkel adott allélösszetételét, majd a markerek között levő 

rekombinációs gyakoriságot, ami arányos a köztük lévő távolsággal (Allard, 1956; Ritter és 

mtsai, 1990; Kiss és Endre, 1999). A rekombinációs gyakoriság alapján számolt markerek 

közötti távolságot (térképtávolság) centimorganban (cM) fejezik ki (1 cM = 1%-os 

rekombinációs gyakoriság). A többszörös ‘crossing overek’ okozta hatás (mely nagyobb 

távolságokon torzíthatja a rekombinációs gyakoriságokat) kiküszöbölésére térképfüggvények 

alkalmazását vezették be, melyek közül a Haldane-, és a Kosambi térképfüggvény (Haldane, 

1919; Kosambi, 1943) a legelterjedtebb. Ezek segítségével kiszámítható a markerek közti 

térképtávolság, illetve hárompontos térképezésekkel megállapítható a markerek egymáshoz 

viszonyított elhelyezkedése, meghatározhatók a kapcsoltsági csoportok és azokon belül a 
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markerek sorrendje. A markersorrend és térképtávolsági adatok grafikus ábrázolása a genetikai 

térkép, mely bonyolult algoritmusok és hosszadalmas számítások eredményeként jön létre. Egy 

ilyen térkép megalkotásához speciális szoftverek (MAPMAKER, JoinMap) állnak 

rendelkezésre, köztük olyanok is, melyek képesek a nagy áteresztőképességű markerrendszerek 

által szolgáltatott több tízezres, esetenként százezres nagyságrendű markeradatok kezelésére is 

(QTL-IciMapping http://www.isbreeding.net/software/; MultiPoint: www.multigtl.com). A 

markersorrend ábrázolására és meghatározott genotípusú egyedek kiválogatására a színtérkép 

szolgálhat segítségül (Kiss és mtsai, 1998).  

A kétszülős szegregáló genetikai térképeket gyakran használják genetikai, genomikai és 

növénynemesítési kutatásokban. A kapcsoltsági térképek feltétlenül szükségesek a QTL-ek 

(Quantitative Trait Loci) térképezéséhez (Su és mtsai, 2018) vagy a gének térképalapú 

klónozásához (Li és mtsai, 2003). Az utóbbi években a búza, durumbúza, árpa és rozs 

genomszekvenálási projektjei hatékonyan alkalmazták a nagy felbontású genetikai térképeket 

a szekvencia-szkaffoldok kromoszómákon belüli sorbarendezéséhez (Appels és mtsai, 2018; 

Maccaferri és mtsai, 2019; Beier és mtsai, 2017; Rabanus-Wallace és mtsai, 2019) és virtuális 

génsorrendek, ún. GenomeZipperek előállításához.  

Szegregáló genetikai térképekre nagy szükség lenne a búza génforrásaként szolgáló vad 

fajok esetében is. Ez segítené a búza rokonsági köréhez tartozó vad fajok genomstruktúrájának 

és a búzakromoszómákhoz viszonyított homeológ kapcsolataik megismerését, agronómiai 

szempontból fontos gének azonosítását és célzottabb (markerkapcsolt) átvitelét a búzába (Edae 

és mtsai, 2017). Mindezidáig azonban az Aegilops fajok esetében szegregáló genetikai térképek 

előállításáról főként a búza genomjainak diploid ősei esetében számoltak be (Kishii, 2019). Az 

Ae. tauschii (DD) esetében 2 db RFLP-alapú, 2db SSR és 1 db 10 K SNP chip-alapú F2 

genetikai térképről tesznek említést. Az S genommal rendelkező Ae. speltoides (SS) és Ae. 

longissima (SlSl) esetében RFLP-alapú F2, míg az Ae. sharonensis (SshSsh) esetében DArT és 

SSR markereken alapuló genetikai térképet állítottak elő (Olivera és mtsai, 2013). Egyéb 

genomokkal rendelkező fajok esetében RFLP-, valamint GBS-alapú F2 szegregáló térképet 

állítottak elő az Ae. umbellulata U genomjára (Zhang és mtsai, 1998; Edae és mtsai, 2016; Edae 

és mtsai, 2017), valamint Axiom 35K SNP chip alkalmazásával az A. muticum T genomjára 

(King és mtsai, 2017). Mindazonáltal nem állítottak még elő szegregáló genetikai térképet az 

Aegilops fajok M genomjára, és eddig nem készült genetikai térkép az általunk génforrásként 

használt U és M genommal rendelkező tetraploid Ae. biuncialis-ra sem. 

 

2.2.4. Genomszekvenálás 

2.2.4.1. Teljesgenom-szekvenálási megközelítések 

 

Az emberiség szempontjából betöltött központi szerepük ellenére a Triticeae fajok 

genomszekvenálása sokáig húzódott a nagy genomméretük és komplexitásuk miatt. A 

kenyérbúza (T. aestivum L.) sejtmagi genomjának három, szerkezetileg hasonló (homeológ) 

algenomjának (A, B és D) haploid genommérete összesen ~17 Gb. Ez mintegy  40-szer nagyobb 

a rizs genomjánál (0,43 Gb) és 126-szor nagyobb, mint az Arabidopsis thaliana genomja (0,135 

Gb). Hasonlóan a többi Triticeae faj genomjához, a búzagenom is nagy arányban tartalmaz 

különböző repetitív DNS-szekvenciákat (IWGSC, The International Wheat Genome 

Sequencing Consortium, 2014). Az újgenerációs szekvenálási eljárások hatalmas kapacitása ma 

már lehetővé teszi még a legnagyobb genomok szekvenálását is. Ugyanakkor, a fő problémát a 

szekvenálásokból származó rövid, nyers szekvenciák összeillesztése és sorba rendezése jelenti 

(IWGSC, 2014). A genomszekvenálási projektek során az esetek többségében először ún. 

vázlatos (draft) genomösszeillesztéseket hoznak létre, ahogy ez történt például az árpa (IBGSC, 

The International Barley Genome Sequencing Consortium, 2012), a T. urartu (Ling és mtsai, 

2013), az Ae. tauschii (Luo és mtsai, 2013) valamint a hexaploid búza esetében (Brenchley és 

dc_1953_21

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.isbreeding.net/software/


25 

 

mtsai, 2012). Természetszerűleg a vázlatos genomösszeillesztések csak részlegesen 

reprezentálják a teljes genomot és nem ritkán csak kb 50%-át alkotják a genom becsült 

méretének. Mindez azzal jár, hogy az expresszálódó gének jelentős része hiányozhat, ami 

jelentősen befolyásolhatja a gének azonosítására és klónozására irányuló projekteket. Ezen felül 

a fragmentált genomszekvencia és a nagyszámú nem lokalizált kontig jelentősen 

akadályozhatja az összehasonlító genomikai kutatásokat. A fent vázolt jellegük ellenére a 

vázlatos genomösszeillesztések használható betekintést adhatnak a Triticeae genomok 

szerveződésébe, evolúciójába és funkciójába. Segítségükkel határoztak meg például 

fehérjekódoló génmodelleket, vizsgálták a genomok szerveződését, térképezték fel a 

rekombinációs gyakoriság alakulását a kromoszómák egyes régióiban, valamint részletesen 

elemezték a különböző fajok genomjai között fennálló génkolinearitást (más szóval szinténiát) 

(Ling és mtsai, 2013; Luo és mtsai, 2013; IBGSC, 2012). A vázlatos genomösszeillesztéseket 

sikerrel alkalmazták az agronómiailag fontos gének jellemzéséhez, valamint genomspecifikus 

molekuláris markerek létrehozásához is (Ling és mtsai, 2013). 

A Triticeae-fajok esetében a jó minőségű ún. referencia genom összeillesztések (haploid 

genom pszeudoszekvenciáit tartalmazó konszenzus szekvenciák összessége) elkészítésekor a 

legnagyobb problémát a genomok komplexitása, a repetitív szekvenciák gyakorisága és a 

heterozigozitás (a homológ kromoszómapár egy-egy tagja között lévő szekvenciabeli 

különbségek) okozza, melynek kezeléséhez több szekvenálási és egyéb genomtérképezési 

módszer együttes alkalmazására van szükség. A nagy leolvasási hosszt eredményező 

újgenerációs (NGS) technológiák, például PacBio (www.pacb.com) vagy Oxford Nanopore 

(https://nanoporetech.com/) ma már lehetővé teszik a több kilobázis méretű szekvencia-

leolvasásokat is (átlagos leolvasási hossz PacBio: 15Kb - 25Kb; Nanopore Ultralong: ≥40kb). 

A kis (pl. Illumina) és nagy leolvasási hosszt eredményező szekvenálási eljárások 

kombinációjával jelentősen növelhető a genomösszeillesztések átlagos kontigmérete és 

csökkenthető a szekvenálási hibák száma.  

Ugyanakkor a genomösszeillesztések kromoszómaszintű szkaffoldokba, 

szuperszkaffoldokba rendezése, a szkaffoldok megfelelő orientációjának kialakítása egyéb 

térképezési eljárásokat igényel. Erre az egyik lehetőség az optikai térképezés. A BioNano 

Genomics (https://bionanogenomics.com/) által kifejlesztett eljárás lényege, hogy a jó 

minőségű, nagy molekulatömegű (≥150kb), YOYO-val festett DNS-t specifikus 

endonukleázokkal (ún. nick-ázokkal pl. Nt.BspQI, felismerőhely: GCTCTTC, becsült 

gyakoriság: 11 felismerő hely/100kb) emésztik és az enzim felismerőhelyére specifikusan 

képződő nick-eken egy fluorokrómmal jelölt nukleotidot (Alexa546-dUTP) építenek be a DNS-

szálba. Ezt követően a jelölt DNS-molekulát elektroforézis segítségével futtatják, miközben 

egy nanocsatornasor segítségével az egyes DNS-szálakat lienarizálják. A futás közben a 

lienarizált DNS-molekula hosszát, valamint a nickek mentén képződött jelölések pozícióját 

optikailag detektálják. Az így képződött különböző hosszúságú, az adott endonukleáz-

felismerőhely mintázatát megjelenítő DNS molekulákból hosszabb szkaffoldok rakhatók össze, 

melyek in silico megfeleltethetők, illetve összevethetők a kisebb kontigmérettel rendelkező 

szekvenálással kapott genomösszeillesztésekkel. Mindez lehetővé teszi a 

genomösszeillesztések nagyobb szkaffoldokba, kromoszóma-specifikus pszeudomolekulákba 

rendezését. Ezek a technológiák fontos részét képezik a jó minőségű referencia-szekvenciát 

eredményező, illetve igénylő teljes referenciagenom-szekvenálási, illetve génklónozási 

projekteknek (Appels és mtsai, 2018; Thind és mtsai, 2017; Keeble-Gagnère és mtsai, 2018). 

Ezeket gyűjtöttem össze az 1. táblázatban. A főbb Triticeae fajok teljes genomszekvenciáinak 

alkalmazása bizonyítja, hogy hasonló genomikai adatokra a búza vad rokon fajai esetében is 

szükség volna. Erőfeszítéseket kellene tenni annak érdekében, hogy a lehető legtöbb 

információt tudjuk meg a genomjaikról azért, hogy jobban megértsük a Triticeae fajok 

genomjai közti összefüggéseket, meghatározhassuk az agronómiai szempontból fontos gének 
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vad allélszekvenciáit, és génspecifikus markerek előállításával segíthessük e géneket hordozó 

kromatinszegmentumok átvitelét a keresztezési programokban. 

 
1. táblázat A legfontosabb kalászos gabonaféléken végzett főbb genomszekvenálási projektek  

 

Év Faj Technológia Genomössze-
illesztés mérete 

Scaffold  
N50 

Irodalom 

 árpa     
2012 H. vulgare  

(HH) 
BAC+Illumina+ 
Genetic map 

4,98 Gb 904 kb IBGSC, Nature 

2017 H. vulgare  
(HH) 

BAC+Illumina+BioNano 
+Genetic map +Hi-C 

4,79 Gb 1,9 Mb Mascher és mtsai, 
Nature 

2020 H. spontaneum Illumina (PE+MP) 4,28 Gb 724,9 kb Liu és mtsai, Plant 
Biotechnol. J. 

2020 H. vulgare  
(20 fajta) 

10x Genomics +Illumina 
+PacBio+Hi-C 

3,8-4,5 Gb 5-50 Mb Jayakodi és mtsai, 
Nature 

 búza     

2012 T. aestivum 
(AABBDD) 

B454+Solid 17 Gb - Brenchley és mtsai, 
Nature 

2013 T. urartu  
(AA) 

Illumina (PE+MP) 4,94 Gb 63,69 kb Ling és mtsai, Nature 

2013 Ae. tauschii  
(DD) 

Illumina (PE+MP) 4,36 Gb 57,6 kb Jia és mtsai, Nature 

2014 T. aestivum Illumina 10,2 Gb  Mayer és mtsai,  
Science 

2017 T. turgidum ssp. 
dicoccoides 
(BBAA) 

Illumina+Hi-C 10,1 Gb 6,95 Mb Avni és mtsai, Science 

2017 T. aestivum Illumina+PacBio 15,3 Gb - Zimin és mtsai, 
Gigascience 

2017 T. aestivum Illumina 13 Gb 88 kb  Clavijo és mtsai, 
Genome Res. 

2017 Ae. tauschii  
(DD) 

BAC+Illumina+PacBio+ 
Optical Map+Genetic map 

4,3 Gb 31,73 Mb Luo és mtsai, Nature 

2017 Ae. tauschii  
(DD) 

BAC+Illumina+PacBio+ 
Optical Map 

4,338 Gb 521,6 Kb Zimin és mtsai, 
Genome Res. 

2017 Ae. tauschii  
(DD) 

BAC+Illumina+PacBio+ 
Genetic Map 

4,31 Gb 12,1 Mb Zhao és mtsai, Nature 
Plants 

2018 T. urartu  
(AA) 

BAC+ PacBio+ 10x Genomics 
+Bionano 

4,94 Gb 3,67 Mb  Ling és mtsai, Nature 

2018 T. aestivum BAC+Illumina+Genetic 
Map+Hi-C 

14,5 Gb 22,8 Mb Appels és mtsai, 
Science 

2019 T. turgidum ssp. 
durum (BBAA) 

Illumina+Genetic Map+ 
Hi-C 

10,45 Gb 6 Mb Maccaferri és mtsai, 
Nature Genetics 

2020 T. aestivum Hi-C+Illumina+Nanopore 
+10x Genomics 

14,2-14,8 Gb - Walkowiak és mtsai, 
Nature 

 rozs     

2017 S. cereale 
(RR) 

Illumina (PE+MP) 2,8 Gb - Bauer és mtsai, Plant 
J. 

2021 S. cereale 
(RR) 

PacBio+ Illumina+Hi-C+ 
BioNano+Genetic Map 

7,74 Gb 1,04 Gb Li és mtsai, Nature 
Genetics 

2021 S. cereale 
(RR) 

Illumina+10xGenomics 
+BioNano+Genetic Map+ Hi-C 

6,74 Gb 15,16 Mb Rabanus-Wallace és 
mtsai, Nature Genetics 
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2.2.4.2. A genomkomplexitás csökkentésével kombinált szekvenálási eljárások 

 

Egy lehetséges megközelítés, mely elősegítheti a hatalmas Triticeae genomok szekvenálását, 

a minták komplexitásának csökkentése a szekvenálást megelőzően. A mintakomplexitás 

csökkentése érdekében különböző stratégiákat dolgoztak ki, melyek alapvetően két fő csoportra 

oszthatók: (1) Az első csoportba a transzkriptóm, illetve egyéb kitüntetett szekvenciák szelektív 

szekvenálása (sequence capture) tartozik, melyekre összefoglalóan az jellemző, hogy csak a 

genom egy adott részét szekvenálják meg. A (2) kromoszóma központú megközelítés lényege 

az, hogy a minta komplexitását veszteség nélkül csökkentik azáltal, hogy a genomot kisebb 

részekre, kromoszómákra, illetve kromoszómakarokra bontják, melyeket azután elkülönítve 

szekvenálnak, illetve rakják össze a nyers szekvenciákat kontigokká és nagyobb szkaffoldokká.   

A genom konzervált, génspecifikus részeinek szekvenálása lehetővé teszi olyan módszerek 

kifejlesztését, melyek különböző fajok esetében is alkalmazhatók és elősegítik a fontos 

agronómiai tulajdonságok genetikai hátterének megértését. Például Haseneyer és munkatársai 

(2011) megszekvenálták öt őszi rozs beltenyésztett vonal transzkriptómját, aminek a 

segítségével több mint 5000 SNP-t azonosítottak, amelyek felhasználásával további 54 

beltenyésztett vonal genotipizálását végezték el. Ez a vizsgálat, melyhez előzetesen nem volt 

szükség a genomszekvenciák pontos ismeretére, lehetővé tette molekuláris markerek nagy 

mennyiségben történő fejlesztését a nagy áteresztőképességű genotipizálási feladatok 

elvégzéséhez. Nemrégiben az Agropyron cristatum transzkriptóm-vizsgálata lehetővé tette 

mintegy 6172 A. cristatum-specifikus egyedi gén azonosítását, köztük számos 

rezisztenciagénét, melyek potenciális fontossággal bírhatnak a búzanemesítés számára (Zhang 

és mtsai, 2015).     

Egy másik lehetséges módszer a szekvenálás volumenének csökkentésére az, ha a 

szekvenálás előtt a számunkra jelentőséggel bíró szekvenciákat feldúsítjuk a mintában. Az ún. 

sequence-capture eljárások lényege az, hogy a célszekvenciákat valamilyen oldatban lévő, vagy 

szilárd hordozón rögzített próba-szekvenciához hibridizálják. Ez a stratégia rendszerint előzetes 

szekvencia-információk ismeretét igényli. Ugyanakkor a módszer, mivel hibridizáción 

alapszik, nagyarányú szekvencia-eltéréseket is engedélyez, így különböző szekvencia-

változatok dúsítását is lehetővé teszi. Általános eljárás, hogy egy jobban jellemzett faj, például 

búza, árpa, Brachypodium vagy rizs ismert szekvenciáit alkalmazzák próbaként annak 

érdekében, hogy kevéssé jellemzett szekvenciákat találjanak valamilyen rokon fajban vagy 

fajtában. A szekvencia-dúsítással kapcsolatos szekvenálási eljárásokra szép példa a Jupe és 

munkatársai (2013) által kifejlesztett RenSeq (Resistance gene enrichment Sequencing) 

technika, ami a nukleotidkötő leucingazdag ismétlődéseket (NBS-LRR) tartalamzó doméneken 

(a rezisztenciagének egyik jellemező alkotórésze) alapul. A RenSeq, illetve ennek 

mutagenezissel (MutRenSeq, Steuernagel és mtsai, 2017) vagy asszociációs térképezési 

eljárásokkal (AgRenSeq, Arora és mtsai, 2019) kiegészített változatai napjainkban jelentős 

szerepet játszanak a búza betegségrezisztencia-génjeinek azonosításában.   

A nagy és poliploid genomok komplexitásának csökkentésére szolgáló alternatív eljárás 

lehet az egyedi kromoszómák izolálása áramlási citometria segítségével, majd az izolált 

kromoszómák egyedi szekvenálása. Ez az ún. kromoszóma-genomikai technika képezte az 

alapját a Nemzetközi Búzagenom Szekvenálási Konzorcium keretében történő (hexaploid) 

búzagenom-szekvenálásnak (IWGSC, 2014). Napjainkig mintegy 29 növényfaj, köztük 15 

Triticeae faj esetében számoltak be áramlásos citometriával történő kromoszómaizolálásról 

(Doležel és mtsai, 2014). Az izolált frakciók nagy tisztasága és nagy molekulatömegű DNS-e 

ideális kísérleti objektummá teszi az izolált kromoszómákat a további genomikai célú 

vizsgálatok számára. Tekintettel arra, hogy munkám során jelentős mértékben alkalmaztam ezt 

a technikát a vad Aegilops fajok esetében, a következő fejezetben részletesen tárgyalom az 
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áramlási citometriával történő kromoszómaizolálás módszerét és az izolált kromoszómák 

genomikai alkalmazásának lehetőségeit.  

 

2.3 Növényi kromoszómák izolálása áramlási citometria segítségével és genomikai célú 

felhasználásuk 

 

A növényi kromoszómák izolálására és áramlási citometriával történő analízisére 

leggyakrabban használt módszer a gyökércsúcs szinkronizáltan osztódó merisztémasejtjeiből 

indul ki (Doležel és mtsai, 1994; Doležel és mtsai, 1999; Lucretti és mtsai, 1999; Doležel és 

mtsai, 2012; Zwyrtková és mtsai, 2021). A szikronizációt kémiai gátlószerek [pl. hidroxiurea, 

amiprofosz-metil (APM), orizalin vagy trifluralin (Doležel és mtsai, 1992; Lee és mtsai, 1996; 

Doležel és mtsai, 1999; Vláčilová és mtsai, 2002) alkalmazásával érik el, melyek az osztódást 

a mitózis metafázisában (a G1-S átmenet határán) ideiglenesen megállítják. Fontos lépés a 

kezelések koncentrációjának és időtartamának pontos meghatározása. A gátlás megszűnését 

követően (csíranövényeket gátlószermentes tápoldatba helyezve) citogenetikai vizsgálatokkal 

meghatározható, hogy a sejtek mikor lépnek a metafázis-szakaszba. Ennek a fázisnak a 

megtalálása, időzítése (pl. jeges vízfürdő segítségével) elengedhetetlen a legnagyobb 

kromoszóma-kihozatal eléréséhez. Az izolált kromoszómákat DNS-specifikus fluoreszcens 

festékkel (az esetek többségében DAPI-val) festik, majd a kromoszómákat a méretükkel, illetve 

relatív DNS-tartalmukkal arányos fluoreszcencia intenzitás alapján áramlási citometria 

segítségével osztályozzák néhány 1000 db/s sebességgel. Az analízis eredményeit 

egyparaméteres relatívgyakoriság-hisztogramok formájában jelenítik meg, ahol az abszcissza 

arányos a DAPI-val festett kromoszómák fluoreszcenciaintenzitásával, míg az ordináta az adott 

fluoreszcencia intenzitással rendelkező kromoszómák számát adja meg (áramlási kariotípus) 

(1. ábra). Azok a kromoszómák, melyek DNS-tartalma (azaz mérete) eltér a többitől különálló 

csúcsokat formálnak a áramlási  kariotípuson (1. ábra). Ezen kromoszómák egyedileg 

izolálhatók átlagosan 20 kromoszóma/s sebességgel, ami egy átlagos munkanap alatt néhány 

százezer kromoszóma izolálását jelenti.    

 

 
1. ábra A hexaploid búza DAPI-val festett kromoszómáinak egyparaméteres áramlási kariotípusa a normál 

kromoszómaszerelvénnyel rendelkező Chinese Spring búzafajta  (A), a búza-árpa 7HS diteloszómás addíciós 

vonal (B) valamint egy T5BS.7BS és T5BL.7BL centrikus fúziót tartalmazó búzafajta (C) esetében. A vörös nyilak 

a méret alapján jól megkülönböztethető kromoszóma-specifikus csúcsokat jelölik. Világosan látszik, hogy a 

normál karitípussal rendelkező hexaploid búzából (A) méret alapján csak a 3B kromoszóma izolálható (Doležel 

és mtsai, 2021 nyomán). 

 

Sajnos a fajok többségében a kromoszómák mérete nem különbözik túlságosan a genomon 

belül, ezért a hasonló DNS-tartalom miatt az áramlási kariotípuson belül nem különíthető el 

minden egyes kromoszóma kizárólag a DAPI-festés segítségével. Az egyik legegyszerűbb 

megoldás ennek a nehézségnek a kiküszöbölésére olyan citogenetikai alapanyagok 
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alkalmazása, melyekben egy vagy több megváltozott méretű kromoszóma található, így a 

kérdéses kromoszóma megkülönböztethető és könnyen izolálható (1. ábra). Ilyen citogenetikai 

alapanyagok lehetnek például transzlokációs (Kubaláková és mtsai, 2002) és deléciós vonalak 

(Kubaláková és mtsai, 2005), valamint idegenfajú addíciós és diteloszómás addíciós vonalak 

(Kubaláková és mtsai, 2003; Suchánková és mtsai, 2006). 

Azon fajok esetében, ahol a fentebb említett citogenetikai alapanyagok nem állnak 

rendelkezésre, ott a DNS-tartalomtól függő fluoreszcens jelölés mellett a kromoszómák 

második fluoreszcens jelölésén alapuló kétparaméteres áramlási kariotipizálás segíthet a 

hasonló méretű és DNS-tartalommal rendelkező kromoszómák megkülönböztetésében. A 

szuszpezióban lévő kromoszómák második (első a DAPI-festés) fluoreszcens jelölésére számos 

lehetőség van. Ilyenek a kromoszómafehérjék immunofluoeszcens festése (Levy és mtsai, 

1991), a kromoszóma-DNS-szekvenciák in situ PCR segítségével történő jelölése (Macas és 

mtsai, 1995), módosított nukleotidpróbák alkalmazása, mint amilyenek például a peptid-

nukleinsavak (Brind'Amour és Lansdorp, 2011) és a szintetikus poliamidpróbák (Gygi és mtsai, 

2002).  

Elméletileg bizonyos DNS-szekvenciák FISH jelölése is alkalmazható lehet a kromoszómák 

áramlási citometriás szétválogatásához, de amikor FISH segítségével jelöljük meg a 

szuszpenzióban lévő kromoszómákat, a hibridizációhoz szükséges hődenaturációs és 

különböző mosási lépések miatt a kromoszómák hajlamosak összetapadni és kicsapódni 

(Lucretti és mtsai, 2014). E problémák kiküszöbölésére számos próbálkozás volt (Ma és mtsai, 

2005), de sikerrel Giorgi és munkatársai (2013) jártak. Az általuk leírt eljárásban a 

szuszpenzióban lévő kromoszómákat fluorokrómmal (FITC, Alexa-488) konjugált 

mikroszatellit (GAA) oligonukleotid-próbával  jelölték in situ hibridizáció segítségével (FISH 

in suspension: FISHIS), melynek során a próba- és kromoszóma-DNS denaturációját a 

szuszpenzió pH-jának növelésével érték el, mosási lépéseket pedig nem alkalmaztak. E 

protokoll lehetővé tette a kromoszómák morfológiájának megőrzését és a hibridizációs 

mintázat jó reprodukálhatóságát, ami jelentősen javította a kromoszómák elkülönítését a DAPI-

FITC kétparaméteres (ún. dot plot) áramlási kariotípusokon (2. ábra). A fenti eljárás 

segítségével a szerzők nagy tisztaságban (>90%) izolálták a durumbúza 1A, 6A, 2B és 3B 

kromoszómáját, a kenyérbúza 2A, 4A, 6A, 3B és 5B kromoszómáját, valamint a Dasypyrum 

villosum (L.) teljes kromoszómaszerelvényét (Giorgi és mtsai, 2013).  

 

 

2. ábra Az árpa (cv. HOR2442) (A) és a hexaploid búza (cv. Thatcher) (B) kétparaméteres (DAPI vs. GAA-FITC) 

áramlási kariotípusa a kromoszómák izolálásához szükséges szeparációs ablakok (barnával jelölve) 

feltüntetésével.   

 

Mostanáig mintegy 29 növény faj, köztük 15 Triticeae faj mitotikus kromoszómáját sikerült 

áramlási citometria segítségével izolálni  (Rey és mtsai, 2015; Doležel és mtsai, 2021) 
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viszonylag nagy mennyiségben és tisztaságban (>80%). Az így előállított izolált kromoszómák 

felhasználhatók számos genetikai, genomikai, illetve proteomikai vizsgálathoz (Doležel és 

mtsai, 2014; Zwyrtková és mtsai, 2021), többek között kromoszóma-specifikus markerek 

azonosítására, molekuláris markerek fejlesztésére, kromoszóma-specifikus BAC-könyvtárak 

létrehozására és optikai térképek fejlesztése (Doležel és mtsai, 2021). Az egyik legfontosabb 

felhasználási terület az izolált kromoszómák DNS-ének újgenerációs eljárásokkal történő 

szekvenálása  (Zwyrtková és mtsai, 2021), mely történhet a kromoszómális fehérjék eltávolítása 

után közvetlenül, vagy a DNS további amplifikációját követően (Šimková és mtsai, 2008).  

Legfontosabb gabonaféléink genomszekvenálási projektjei során különösen sikeres volt az 

áramlási citometria segítségével izolált (ún. flow-sorted) kromoszómákra alapozott 

szekvenálási eljárások alkalmazása. Az árpa (Mayer és mtsai, 2011) és rozs (Martis és mtsai, 

2013) esetében flow-sorted kromoszómák szekvenálásával hoztak létre ún. vázlatos (draft) 

genomösszeillesztéseket. Mivel a rozs esetében méret alapján csak az 1R kromoszóma volt 

izolálható, a többi rozs kromoszómát búza-rozs diszómás addíciós vonalakból izolálták. A 

kromoszómaalapú megközelítés különösen sikeres volt a búza struktúrális genomikai kutatása 

terén, ahol a genom 1,3-3,3%-át reprezentáló kromoszómakarokat áramlási citometriával 

izolálták és Illumina technológia segítségével szekvenálták (IWGSC, 2014). A szekvenálás 

eredményeként kapott rövidszekvencia- leolvasások összerakásával a genom 61%-át 

reprezentáló, mintegy 10,2 Gb összméretű kontigkönyvtárat állítottak elő. Összesen mintegy 

133090, a rokon fűfélék génjeivel homológ gént azonosítottak, melyek 93,3%-át annotálták a 

kromoszómakarok szekvenciáin. Összességében a nyers szekvenciák 81%-a, az összerakott 

szekvenciák 76,6%-a tartalmazott ismétlődő elemeket, mely alátámasztja azt a tényt, hogy 

miért olyan nehéz ezen genomok összerakása a rövid szekvenciákból.  

A kromoszómaalapú genomika szintén alkalmas lehet a génforrásként használható vad fajok 

kromoszóma-szegmentumainak jellemzésére, és ezen régiókra specifikus markerek 

tervezésére, valamint elősegítheti az idegen génváltozatok térképezését és klónozását is. A búza 

elsődleges génforrásai közé tartozó Ae tauschii esetében az 5D kromoszóma méret alapján 

izolálható (Molnár és mtsai, 2014). Ezt kiaknázva Akpinar és munkatársai (2015) Roche 454 

technológia segítségével állítottak elő szekvencia-összerakásokat izolált 5D kromoszómák 

felszaporított DNS-ének alkalmazásával. Tiwari és munkatársai (2014) a búza harmadlagos 

génforrási közé tartozó Ae. geniculata 5Mg kromoszómájának rövid karját izolálták és 

szekvenálták meg annak érdekében, hogy genom-specifikus SNP markereket hozzanak létre. 

Ezek közül két SNP marker alkalmasnak bizonyult egy olyan 5D-5Mg transzlokáció 

azonosítására, mely levél- és sárgarozsdával szembeni rezisztenciagéneket (Lr57, Yr40) 

hordoz. A Haynaldia villosa szintén a búza harmadlagos génforrásai közé tartozik, mely 

rezisztencia-forrásként szolgálhat számos betegségrezisztencia-gén átvitelét célzó 

fajkeresztezéses programok számára. Ezen programok elősegítése érdekében Xiao és 

munkatársai (2017) a 4V kromoszóma rövid karját izolálta és szekvenálta meg, ami hozzájárult 

e kromoszómakar génösszetételének megállapításához és elősegítette a jelölt rezisztenciagének 

feltérképezését. 

Amint azt korábban említettem, a nagy leolvasási hosszt eredményező újgenerációs (NGS) 

szekvenálási technológiák (PacBio, Nanopore, Dovetail Genomics: 

https://dovetailgenomics.com/) alkalmazása jelentősen javítja a genomösszeillesztések 

minőségét. E technológiák alkalmazásához a 750-1000 ng-tól (Dovetail) a 15 g mennyiségig 

(PacBio) terjedő, jó minőségű és nagy molekulatömegű (HMW) DNS-minta szükséges, 

melyhez nagyszámú (általában 105 – 106 db) kromoszóma 3-4 héten át történő izolálására van 

szükség. Jelenleg is intenzív kutatások folynak annak érdekében, hogy a flow-szeparáláshoz 

kapcsolódva a kromoszóma-fixálási és DNS-izolálási lépéseket kompatibilissé tegyék az 

említett hosszúszekvencia-leolvasásokat eredményező (long-read) szekvenálási technológiák 

legújabb, kis mennyiségű DNS-t igénylő szekvenálási könyvtár előállítási protokoljaival.   
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Az elmúlt néhány évben a kromoszómák áramlási citometriás izolálására és szekvenálására 

alapozva számos génklónozási eljárást dolgoztak ki. A TACCA (TArgeted Chromosome-based 

Cloning via long-range Assembly) eljárás azon alapul, hogy az izolált kromoszóma nagy 

molakulatömegű DNS-mintájából nagyon jó minőségű de novo összerakást (assembly-t) lehet 

készíteni, ami eléggé hosszú szkaffoldokal rendelkezik ahhoz, hogy a feltételezett gént határoló 

markerek egy szkaffoldon legyenek megtalálhatók (Thind és mtsai, 2017). Az eljárás lehetővé 

tette az Lr22a gén azonosítását a búza (’CH Campala’) 2D kromoszómáján.   

A Sánchez-Martín és munkatársai (2016) által kifejlesztett MutChromSeq (Mutant 

Chromosome Sequencing) génklónozási stratégia nem igényli az extrém nagy felbontású 

genetikai térképek alkalmazását. A módszer alapja az, hogy az előnyös fenotípussal (pl. 

betegségrezisztenciával) rendelkező vonalból EMS mutagenezis segítségével knock-out 

mutánsokat (lehetőleg több, mint 5 független mutáns vonalat) állítanak elő, majd mind a vad 

(rezisztens), mind a mutáns (szenzitív) vonalakból izolálják azt a kromoszómát, melyen a 

feltételezett gén található. A szekvenálás után egy speciális bioinformatikai eljárás 

(MutChromSeq) segítségével meghatározzák az adott kromoszómarégióban található azon 

gént, melynek szekvenciája konzekvensen megváltozott minden vizsgált mutánsban. 

MutChromSeq segítségével sikerült azonosítani az ’Icaro’ durumbúza-genotípus 6A 

kromoszómáján egy részleges törpeséget okozó gént (Ford és mtsai, 2018), vagy az Sudan 

árpafajtában az Rph1 levélrozsda-rezisztenciagént (Dracatos és mtsai, 2019). A MutChromSeq 

eljárás napjainkra az egyik leggyakrabban alkalmazott génklónozási stratégiává vált (Hewitt és 

mtsai, 2021), melynek segítségével a búzába átvitt idegen kromoszóma-szegmentumokon 

lokalizált rezisztenciagének is azonosíthatókká válhatnak a jövőben, elősegítve ezzel az idegen 

rezisztenciagénekre specifikus markerek előállítását.   

A ‘flow-sorting’ technika ma már lehetővé teszi egyetlen darab kromoszóma izolálását is. A 

kromoszóma-DNS felszaporítása és PCR-alapú markerekkel történő azonosítása után annak 

alacsony lefedettségben történő szekvenálása elvégezhető (Cápal és mtsai, 2015). Az adott 

kromoszóma megfelelő lefedettségét több egyedi minta szekvenciájából állítják elő. Ennek a 

módszernek egyik előnye lehet, hogy nem kell számolni a más kromoszómák általi szennyező 

hatással (1-10%), ami elkerülhetetlen a kromoszóma-frakciók egy- és kétparaméteres áramlási 

citometriás izolálásánál. Másrészt a genom kromoszómánként történő szekvenálása nem függ 

az egyes kromoszómapopulációk áramlási kariotípuson belül történő elkülönítésétől, hiszen 

nem egy nagy tisztaságú (de mégis valamilyen szinten szennyezett) kromoszómapopulációt 

izolálunk, hanem csak egyetlen kromoszómát. E technika alkalmazása a jövőben válhat 

jelentőssé.   

Összefoglalásként elmondható, hogy az Aegilops kromoszóma szegmentumok átvitelét a 

búzába jelentősen segítené az U és M genomok szerkezetének részletes megismerése. Az 

áramlási citometria segítségével a nagy és komplex növényi genomok egyedi kromoszómákra 

bonthatók. Munkánk során célunk volt a kromoszóma szeparáció módszertanát kidolgozni a 

génforrásként alkalmazott legfontosabb Aegilops fajok genomjaira. Az előállított kromoszóma 

specifikus DNS mintákra alapozott szisztematikus strukturális-genomikai vizsgálatokkal 

további célunk volt a búza és az Aegilops kromoszómák közt fenálló szerkezeti összefüggések 

feltérképezése, nagy információ tartalmú genomikai adatbázisok (kromoszóma specifikus 

vázlatos genomösszeillesztések, és génszekvenciák, marker-gazdag genetikai térkép) és 

molekuláris eszközök (génspecifikus SNP és PCR markerek) előállítása. A molekuláris 

eszköztár előnemesítési programokba ágyazott alkalmazásával legfontosabb célunk volt új 

búza-Aegilops introgressziós vonalak előállítása és a búza genetikai variabilitásának növelése. 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1. Növényi anyagok 

 

Az értekezés tematikailag öt fejezetet ölel fel (kromoszóma-szeparáció, COS-

markeranalízis, Ae. biuncialis genetikai térkép előállítása, Aegilops kromoszómák szekvenálása 

és markerfejlesztés, búza-Aegilops introgressziós vonalak előállítása). Az egyes fejezetekben 

felhasznált növényi anyagokat a későbbiekben a vizsgálatok részletezésénél és az eredmények 

leírásánál pontosan felsorolom. Itt a részletek említése nélkül sorolom fel a vizsgálatokba 

bevont, a martonvásári génbankban megtalálható genotípusokat, melyeket folyamatosan 

fenntartunk:   

 

Aegilops fajok 

Ae. umbellulata (2n=2x=14,UU) AE740/03 és JIC2010001,  

Ae. comosa (2n=2x=14,MM) MvGB1039 és JIC2110001,  

Ae. speltoides (2n=2x=14,SS) MvGB905,  

Ae. tauschii (2n=2x=14,DD) MvGB605,  

Ae. markgrafii (2n=2x=14,CC) MvGB428 és MvGB607,  

Ae. sharonensis (2n=2x=14,SshSsh) Sr1644,  

Ae. biuncialis (2n=4x=28,UbUbMbMb) MvGB382, MvGB642, MvGB1112 és MvGB470,  

Ae. geniculata (2n=4x=28,UgUgMgMg) AE1311/00 és TA2899,  

Ae. cylindrica (2n=4x=28,DcDcCcCc) MvGB1719,  

Ae. triuncialis (2n=4x=28,UtUtCtCt) MvGB585.  

(Az egyes genotípusok génbanki azonosítóinak rövidítései: JIC: Germplasm Resource Unit, 

John Innes Centre, Norwich, Egyesült Királyság; AE: IPK, Gatersleben Németország; TA: 

Wheat Genetics Resource Center, KSU, Kansas, USA; MvGB: Martonvásár Gabona Génbank) 

 

Triticum fajok 

T. urartu (2n=2x=14, AuAu) MvGB115, 

T. turgidum subsp. durum (2n=4x=28, AABB) ‘Mv Makaróni’ 

T. aestivum (2n=6x=42, AABBDD) ‘GK Öthalom’, Chinese Spring (kínai tavaszi búzafajta), 

Mv9kr1 (Molnár-Láng és mtsai, 1996), ’Mv25’. 

 

Búza-Aegilops addíciós vonalak 

Chinese Spring – Ae. umbellulata (JIC2010001) 1U, 2U, 4U, 5U, 6U, 7U (Kimber 1967). 

Chinese Spring – Ae. comosa (JIC2110001) 2M, 3M, 4M, 5M, 6M, 7M (John Innes Centre 

germplasm collection, Norwich, UK) 

Mv9kr1 – Ae. biuncialis (MvGB642) 1Ub, 1Ub/6Ub, 3Ub, 2Mb, 3Mb, 7Mb (Schneider és mtsai 

2005) 

Chinese Spring – Ae. geniculata (TA2899) 1Ug, 2Ug, 3Ug , 4Ug , 5Ug, 6Ug, 7Ug, 1Mg, 2Mg, 

3Mg, 5Mg, 6Mg, 7Mg  (Friebe és mtsai, 1999) 

Chinese Spring – Ae. umbellulata (JIC2010001) Diteloszómás addíciós vonalak 2US, 2UL, 

7UL (Friebe és mtsai, 1995) (Friebe és mtsai, 1995a) 

 

Búza-Aegilops szubsztitúciós vonalak 

Chinese Spring – Ae. comosa (JIC2110001) 6M(6A) (John Innes Centre germplasm collection, 

Norwich, UK) 

Mv9kr1 – Ae. biuncialis (MvGB642) 3Mb(4B) (Farkas és mtsai, 2014) 

Mv9kr1–Ae. biuncialis (MvGB642) centrikus fúzió 3Mb.4BS (Farkas és mtsai, 2014) 
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A különböző in situ hibridizációs kísérletekhez a próba-DNS felszaporításához, illetve blokkoló 

DNS-ként alkalmaztuk még a következő fajokat:  

Secale cereale cv. ‘Lovászpatonai’, Oryza sativa cv. ‘Bioriza’ 

 

3.2. Alkalmazott módszerek 

3.2.1. Növénynevelés, megporzások.  

 

A kísérleti növényeket szántóföldi, üvegházi, vagy ritkán fitotroni körülmények között 

neveltük. Az esetek többségében az üvegházi és fitotroni növényneveléssel párhuzamosan 

citogenetikai vizsgálatok is történtek. A citogenetikai vizsgálatokhoz az azonosító számmal 

ellátott magokat laboratóriumi körülmények között Petri csészékben, nedves szűrőpapíron 

csíráztattuk. A gyökereket felhasználtuk kromoszóma-preparátumok készítéséhez (lásd 

később), a csíranövényeket pedig 6 hetes vernalizációt (4 °C-on, 200 µmol/m2/s fényintenzitás 

mellett) követően fitotroni vagy üvegházi körülmények között felneveltük felszaporítás vagy 

keresztezés céljából.  

A fitotronban (Conviron PGR-15 kamra, Conviron, Winnipeg, Kanada) történő 

növénynevelést a Tischner és munkatársai (1997) által leírt módon végeztük. Röviden: 

bokrosodásig a növények 8 óra megvilágítás (200 μmol/m2/s), illetve 15 °C nappali és 10 °C 

éjszakai hőmérséklet mellett fejlődtek. Szárbaindulástól, virágzáson át a szemfejlődés 

kezdetéig a hőmérsékletet és a megvilágítást fokozatosan növeltük 23/18 °C-ra és 16 órára.  

Az üvegházi (Global Glasshouse Venlo) növénynevelés során a kezdeti 11/7 °C-os 

(éjszakai/nappali) kezdeti hőmérséklet 23/17 °C-ra, a megvilágítást pedig 13 óráról 16 órára 

növeltük a növények beéréséig (12 hét). 

A szántőföldi növénynevelés során a búza-Ae. biuncialis amfiploidokat és addíciós 

vonalakat, továbbá a szülőpartnereket szabadföldi tenyészkertben elvetettük (Martonvásár, 

Tükrös; GPS: É47 18' 40" K18 46' 56"). Egy-egy genotípusból a szemek mennyiségétől 

függően 2-10 sort vetettünk (10 szem/1m-es sor). A tenyészkerti növénynevelés célja a 

különböző genetikai anyagok szaporítása, a búza szülői partnerrel (Mv9kr1) történő 

visszakeresztezése, illetve megfigyelések (morfológiai tulajdonságok, levélrozsda-, 

lisztharmat-fertőződés megjelenése, kalászolási idő) végzése volt. A szántóföldi keresztezések 

május 5. és 20. között történtek. A fitotroni, illetve üvegházban történt keresztezéseket általában 

20-25 °C között végeztük, melynek során az anyai szülők portokjait még éretlen állapotban 

eltávolítottuk, majd a kalászokat izoláltuk és 2-4 nap múlva pörgetéses módszerrel beporoztuk. 

 

3.2.2. Molekuláris citogenetikai vizsgálatok 

 

Kromoszóma preparátumok előállítása és próba jelölés 

A búza és az Aegilops fajok, valamint a búza-Aegilops hibridszármazékok molekuláris 

citogenetikai vizsgálata során a gyökércsúcs-merisztémasejtek mitózisának szinkronizációját, 

metafázisban történő akkumulációját, majd a kromoszóma-preparátumok előállítását 

Lukaszewski és munkatársai (2004) módszerével végeztük, melynek főbb lépései a következők 

voltak: 

A csírázás megindulását követően a szemeket 24-72 órán keresztül 4 °C-on inkubálva 

leállítottuk a gyökércsúcs-merisztémasejtek osztódását, majd a szemeket 26 órára 25 °C-ra 

helyezve az osztódást szinkronizáltan újraindítottuk. Huszonhat óra múlva, mely a hexaploid 

búza esetében a mitotikus sejtosztódás metafázisba lépésének legvalószínűbb időpontja, az 1-

1,5 cm hosszú gyökereket eltávolítva és 24 órán keresztül jeges vízben, jégen tárolva ismét 

blokkoltuk a metafázisban lévő sejtek osztódását. Ezt követően a gyökereket abszolút etil-

alkohol és jégecet 3:1 arányú keverékében fixáltuk, majd 4-5 napon keresztül 37 °C-on tároltuk. 

Végül kárminecetsav 1%-os oldatában két órán keresztül festettük. Felhasználásig a gyökereket 
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friss fixáló oldatban -20 °C-on tároltuk. Preparátumkészítéskor a gyökérsüveg (0,5-1 mm) éles 

pengével történt eltávolítotását követően a gyökércsúcsból a merisztémasejteket tárgylemezre 

kipréselve és 1-2 csepp 45 %-os ecetsav oldatban szétnyomva fáziskontraszt-mikroszkóp alatt 

viszgáltuk. Megfelelő minőségű preparátum esetén a tárgylemezekről a fedőlemezt folyékony 

N2-ben történő fagyasztás után eltávolítottuk, majd víztelenítés után felhasználásig -20°C-on 

tároltuk.  

A növények kariotípusának jellemzésére genomi in situ hibridizációt (GISH) és fluoreszcens 

in situ hibridizációt (FISH) alkalmaztunk. A DNS-próbák fajtája és koncentrációja, a jelölés 

módja kísérletektől függően változott, ezért itt csak egy általános leírást adok a 

próbaelőállításról és a hibridizációs kísérletek kivitelezéséről. A részletes leírás minden esetben 

megtalálható az adott fejezet alapjául szolgáló publikációban.  

A GISH során a különböző genomok kromoszómáinak jelölése, illetve a hozzájuk történő 

hibridizáció blokkolása érdekében, kísérletektől függően, egyes Triticeae fajok [Ae. 

umbellulata (UU), Ae. comosa (MM), Ae. tauschii (DD), Triticum turgidum ssp. durum 

(AABB) és T. aestivum  (AABBDD)] teljes genomi DNS-ét használtuk próba- vagy blokkoló 

DNS-ként. A DNS-ek izolálásához fenol-kloroform módszert (Sharp és mtsai, 1988) vagy 

DNS-izoláló kitet (Quick Gene-Mini80; FujiFilm, Tokyo, Japan) használtunk. A 

genomspecifikus hibridizációs próbák előállításához az adott faj DNS-ét digoxigenin-11-dUTP 

vagy biotin-16-dUTP segítségével jelöltük random priming, vagy nick-transzláció segítségével. 

A digoxigenin és biotin által jelzett hibridizációs jeleket fluorokrómokkal konjugált 

antitestekkel (jellemzően anti-digoxigenin-rodamin és streptavidin-FITC alkalmazásával) 

detektáltuk. Blokkoló DNS-ként jellemzően a durum- vagy hexaploid búza jelöletlen és 

fragmentált DNS-ét használtuk.  

A FISH során az esetek túlnyomó részében a pSc119.2, Afa family és 45S rDNS repetitív 

DNS-próbákat, időnként pedig a (GAA)n mikroszatellit ismétlődéseket használtuk a búza- és 

Aegilops kromoszómák azonosításához. A pSc119.2 (Bedbrook és mtsai, 1980) és (GAA)n 

szekvenciát rozs, illetve búza DNS-ből szaporítottuk fel és jelöltük biotin-16-dUTP (Roche, 

Mannheim, Germany) segítségével a Contento és munkatársai (2005), illetve Vrána és 

munkatársai (2000) által leírt PCR-reakcók alkalmazásával. Az Afa family szekvenciákat Ae. 

tauschii DNS-ből a Nagaki és munkatársai (1995) által leírt PCR-reakcóval szaporítottuk fel és 

jelöltük digoxigenin-11-dUTP-vel. A 45S rDNS klónt (Gerlach és Bedbrook, 1979) biotin-11-

dUTP-vel és digoxigenin-11-dUTP-vel (50-50%) jelöltük nick-transzlációval.  

 

In situ hibridizáció  

A gyökércsúcs-merisztémasejtekből készült preparátumok esetében a következő 

előkezeléseket alkalmaztuk: 2 perc 2xSSC, 37 °C; 10 perc paraformaldehid (4 m/V%), 24 °C; 

3×2 perc 2xSSC, 24 °C; 3, 3 és 5 perc 70, 90 és 100%-os etilalkohol, -20 °C, amit a 

preparátumok kiszárítása követett.  

A GISH során a hibridizációs keverék (tárgylemezenként 30 l) 50% formamidot, 2xSSC-

t, 10% dextran szulfátot, valamint 70 ng U, M vagy egyéb genomi próbát, illetve 2,1 g 

blokkoló DNS-t tartalmazott. A próba- és blokkoló DNS aránya általában 1:30 volt, de egyes 

esetekben (pl. búza-Aegilops transzlokációk vizsgálatakor) nagyobb (1:40-1:60) blokkoló 

koncentrációkat is alkalmaztunk. A hibridizációs keveréket 90 oC-on 10 percig denaturáltuk, 

majd 5 percig jégen tartottuk. A kromoszóma-DNS-t a hibridizációs keverék jelenlétében 2 

percig 80 oC-on denaturáltuk, majd 42 oC-on hibridizáltuk egy éjszakán át. A poszthibridizációs 

mosási lépések (2x5 perc 2xSSC, 42 oC; 2x5 perc 0,1xSSC 42 oC; 2x5 perc 2xSSC 42 oC) után 

a hibridizációs jeleket 10 g/mL streptavidin-FITC és anti-digoxigenin-Rhodamin segítségével 

detektáltuk. Végezetül a preparátumokat 2 g/ml DAPI-val (4’,6-diamidino-2-phenylindole, 

Amersham) kontrasztfestettük. A hibridizáció eredményét egy megfelelő szűrőkészlettel, 

valamint CCD kamerával ellátott Zeiss fluoreszcens mikroszkóppal (korábban Zeiss Axioskop-
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2, később Zeiss AxioImager M2) detektáltuk. Az egyes kísérletek során alkalmazott 

mikroszkóprendszerek pontos leírása megtalálható a Molnár és munkatársai (2011a, 2016) 

publikációkban.  

A FISH során a preparátum készítése és hibridizációs lépések kisebb módosításokkal 

megegyeztek a GISH esetében leírt módszerrel (hasonló mosási, fixációs és detektálási 

lépések), kivéve, hogy a hibridizációt 37 oC-on végeztük és a hibridizációs keverék 

(tárgylemezenként 30 l) 20 ng 45S rDNS, és 70 ng pSc119.2, illetve Afa family próbát 

tartalmazott lazacsperma-DNS jelenlétében. Egymást követő FISH és GISH esetében az első 

hibridizációs kísérletek dokumentálása után a tárgylemezeket a megfelelő mosási lépések (3x30 

perc 4xSSC Tween-ben, 2x5 perc 2xSSC 25°C-on) után újrahibridizáltuk (Molnár és mtsai, 

2011b). 

 

3.2.3 Áramlási citometriás vizsgálatok és kromoszóma-szeparáció 

 

Kromoszómaszuszpenziók előállítása áramlásos citometriához 

Az intakt mitotikus kromoszómákat tartalmazó szuszpenziók előállítása a Vrána és munkatársai 

(2000) által leírt protokol szerint történt kisebb módosításokkal. Ehhez a szemeket a 

korábbiakhoz hasonlóan kicsíráztattuk, majd a csíranövények gyökereit 1.25 mM hidroxiureát 

(HU) tartalmazó Hoagland (Gamborg és Wetter, 1975) tápoldatban 18 órán keresztül 

inkubáltuk. A kezelés után a csíranövények gyökereit desztillált vízben mostuk, majd 

hidroxiurea nélküli Hoagland oldatba helyeztük. A merisztémasejtek metafázisban történő 

akkumulációja érdekében a csíranövényeket 2,5 M amiprofos-metil-t tartalmazó Hoagland 

oldatban 5 órán keresztül inkubáltuk, majd egy éjszakán át jeges vízben (1-2 oC) tartottuk. 

Ezután 50 db csíranövény gyökerének gyökércsúcstól számított 1 cm-es darabját ionmentes 

vízben mostuk, majd Tris pufferben oldott 2% (v/v) formaldehidben fixáltuk 20 percen 

keresztül 5 oC-on. Ezután mosási lépések  (Tris puffer, 3 x 5 perc, 5 oC-on) következtek, majd  

a gyökércsúcsokat (∼1 mm) levágtuk és 1 ml LB01 pufferbe tettük (pH:9,0) (Doležel és mtsai, 

1989). A metafázisos kromoszómák kinyerése a gyökércsúcs osztódó szöveteiből egy Polytron 

PT1300 homogenizátor (Kinematica AG, Littau, Switzerland) segítségével történt  (20000 rpm, 

13 mp). A nagyobb szövet- és sejttörmelékek eltávolítása érdekében a preparátumot egy 50 μm 

pórusátmérőjű nylon szűrőn szűrtük át, majd a mintákat jégen tároltuk felhasználásig (az aznapi 

egyparaméteres áramlási citometriás vizsgálatokig vagy a FISHIS jelölések kivitelezéséig).  

 

Egy- és kétparaméteres áramlási citometriás vizsgálatok 

A kromoszómaminták egyparaméteres áramlási citometriás vizsgálatait egy argonion-

lézerrel rendelkező FACSVantage SE áramlási citométer (Becton Dickinson, San Jose, CA) 

segítségével végeztük el a Molnár és munkatársai (2011a) által leírtak szerint. Az ilyen 

analízisekhez a kromoszómákat DAPI-val megfestjük (2 μg/ml), vivőfolyadékként 50 mM 

NaCl oldatot használunk. Az így előállított kromoszómaszuszpenziót 200–400 részecske/mp 

sebességel eresztjük át a készülék detektorán, ami a DAPI fluoreszcenciáját 424/44 sávszűrőn 

keresztül detektálja. Mintánként megközelítőleg 30000 kromoszómát vizsgáltunk. Az 

adatgyűjtés Cell Quest szoftwer (Becton Dickinson) segítségével történt. Az eredményeket a 

kromoszómák relatív fluoreszcencia intenzitásainak hisztogramja (áramlási kariotípus) 

formájában közöltük. Annak érdekében, hogy meghatározhassuk az egyes áramlási 

kariotípusok csúcsainak kromoszóma-összetételét, minden csúcsból (a kijelölt szeparációs 

ablakok segítségével) ~5-10 részecske/mp sebességgel 2000 kromoszómát szeparáltunk egy 

mikroszkóptárgylemezen lévő, 15-μl 5% szacharózzal kiegészített PRINS puffercseppbe 

(Kubaláková és mtsai, 1997). Ezeket azután kiszárítottuk és a kromoszómákat kromoszóma-

specifikus hibridizációs mintázatot adó repetitív DNS-próbákkal (pSc119.2, Afa family, 45S 

rDNS) végzett FISH segítségével azonosítottuk. Az egyes izolált minták kromoszóma-
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összetételének meghatározásához általában ≥100 kromoszómát azonosítottunk, majd az egyes 

kromoszómák gyakoriságát, illetve tisztaságát az azonosított kromoszómák %-ában adtuk meg. 

Az egyes izolálási kísérleteket az áramlási kariotípusok csúcsain kijelölt szeparációs ablak 

kisebb módosításával 2-3 alkalommal megismételtük annak érdekében, hogy a legnagyobb 

tisztaságot érjük el az egyes kromoszómák esetében. Dolgozatomban az optimalizált 

beállításokkal elért legjobb eredményeket mutatom be.   

 

Kromoszómák jelölése szuszpenzióban FISH segítségével 

A kromoszómák pontosabb szétválogatása érdekében kétparaméteres áramlási citometriát is 

végeztünk. Ennek érdekében a szuszpenzióban lévő kromoszómákat a DAPI-festés mellett egy 

második fluoreszcens jelöléssel is elláttuk, melynek kivitelezése FITC fluorokrómmal 

konjugált GAA oligonukleotid-próbával történő in situ hibridizáció segítségével történt. A 

kromoszómák szuszpenzióban történő in situ hibridizációs (FISHIS) jelöléséhez Giorgi és 

munkatársai (2013) módszerét adaptáltuk kisebb módosításokkal (Molnár és mtsai, 2016). 300 

μl kromoszómaszuszpenziót 20 μm pórusátmérőjű nylon szűrőn keresztül egy 2ml-es 

Eppendorf csőbe szűrtünk, majd jégen tároltunk. A szuszpenzió kémhatását 10 M NaOH 

adagolásával (1-10 µl) pH:13,1-re állítottuk be és a szuszpenziót 15 percig 25 oC-on inkubáltuk. 

Ezt követően a  pH-t 9,1-re (90-150 µl 1 M Tris-HCl) állítottuk, majd a 

kromoszómaszuszpenzióhoz hozzáadtuk a jelölt GAA próbát (1 ng/µl FITC-5’-

GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA-3’-FITC 2xSSC-ben oldva), melynek mennyiségét a 

következő tapasztalati képlet alapján számoltuk ki: 

Próbamennyiség (µl) =
(𝑠+𝑁+𝑇)×0,18

0,82
 

 

ahol ’s’ a kromoszómaszuszpenzió, ’N’ a NaOH oldat, míg ’T’ a Tris-HCl puffer mennyiségét 

jelenti µl-ben megadva. Néhány kísérletben a GAA oligonukleotid-próba mellett ACG próbát 

(1 ng/µl FITC-5’-ACGACGACGACGACGACGACG-3’-FITC 2xSSC-ben oldva) is 

alkalmaztunk. Ezekben az esetekben a kiszámolt próbamennyiség 50-50%-a volt GAA és ACG 

oligonukleotid-próba. A jelölt próba hozzáadását követően a kromoszómaszuszpenziót 1 órán 

át 25 oC-on sötétben tartottuk, majd jégen tároltuk a kétparaméters áramlási citometriás 

vizsgálatokig. 

A kétparaméteres áramlási citometriás vizsgálatokat kisebb módosításokkal az 

egyparaméteres vizsgálatokhoz hasonlóan végeztük el. A kétparaméteres áramlási kariotípusok 

meghatározása és az azok alapján történő kromoszóma-szeparáció egy FACSAria II SORP 

áramlási citométer és szorter (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San José, USA) 

segítségével történt, mely mind a DAPI (ex. 358nm / em. 461nm), mind a FITC (ex. 495nm / 

em. 519nm) fluoreszcenciájának gerjesztéséhez szükséges lézerfényforrással (DAPI: Genesis: 

λ=355 nm; FITC SapphireHP: λ=488 nm) rendelkezett. A DAPI-val festett 

kromoszómaszuszpenzióban 1500–2000 részecske/mp áramlási sebesség mellett 

meghatároztuk a kromoszómák FITC vs. DAPI fluoreszcencia intenzitását, melyekből 

előállítottuk a minta ‘dot plot’ áramlási kariotípusát. Ezen a szeparációs ablakok beállításával 

kijelöltük az egyes kromoszómákra jellemző részecskepopulációkat, melyek kromoszóma-

tartalmát 15-20 részecske/mp rátával izoláltuk. Az izolált frakciók kromoszómális összetételét 

mikroszkóp-tárgylemezekre izolált (1500-2000 db) kromoszómákon, repetitív DNS-próbákkal 

(pSc119.2, 45S rDNS és Afa family) végzett FISH segítségével határoztuk meg a korábban 

leírtak szerint. Ezekben a kísérletekben is optimalizáltuk a szeparációs ablak beállításait az 

egyes kromoszómafrakciók tisztasága érdekében, így itt is az elért legjobb eredményeket 

mutatom be.   
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3.2.4. Áramlási citometria segítségével izolált kromoszómák szekvenálása és 

bioinformatikai analízise 

 

Az izolált kromoszómák egyik gyakori felhasználási területe a kromoszómák DNS-ének 

szekvenálása. Az Ae. umbellulata (AE740/03) és Ae. comosa (MvGB1039) áramlási 

citometriával izolált kromoszómáinak DNS-ét Šimková és munkatársai (2008) módszerével 

tisztítottuk. Az Ae. umbellulata esetében a kromoszóma-DNS-t felszaporítottuk (Illustra 

GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit, GE Healthcare, Chalfont St. Giles, United Kingdom) 

(Molnár és mtsai, 2016), míg az Ae. comosa esetében néhány évvel később ezt a lépést 

kihagytuk. Az Ae. umbellulata kromoszómáinak 2µg amplifikált és fragmentált DNS-ét 

használtuk a szekvenálási könyvtárak elkészítéséhez (TruSeq DNA PCR-Free Library 

Preparation Kit; Illumina, Inc., San Diego, USA), melyeket Illumina HiSeq 2000 platformon 

szekvenáltunk a gyártó utasításait követve. Minden kromoszómát külön ‘lane’-en 

szekvenáltunk annak érdekében, hogy ~130 millió ‘paired-end’ leolvasást (leolvasás két 

oldalról) (~26 Gbp) kapjunk kromoszómánként. A 2x100 bp ‘paired-end’ leolvasások de novo 

összerakásait a MaSuRCA assembler (Zimin és mtsai, 2013) segítségével végeztük. A kapott 

kontigok közül a 200bp-nál kisebb kontigokat kizártuk a további vizsgálatokból. 

Az Ae. comosa esetében az egyes kromoszómák 20 ng nem amplifikált DNS-ét 

fragmentáltuk, majd a ~1000 bp hosszúságú fragmenteket használtuktuk a szekvenálási 

könyvtárak előállításához (NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Illumina®), 

melyeket NovaSeq 6000 (Illumina) platformon szekvenáltunk és 2x150 bp ‘paired-end’ 

leolvasást kaptunk eredményül. A nyers adatokból eltávolítottuk a nem megbízható bázisokat 

(Trimmomatic, Bolger és mtsai, 2014), majd az összerakásokat 111 bp méretű k-merek 

felhasználásával a Meraculous v2.0.5 (Chapman és mtsai, 2011) szoftver segítségével 

végeztük. Az 1 kb-nál kisebb szkaffoldokat kihagytuk a további analízisből. 

Az Aegilops kromoszómák genomösszeillesztései szabadon hozzáférhetők és letölthetők a 

DRYAD repozitórium weboldaláról (https://datadryad.org/stash) az "Assembly of Aegilops 

comosa chromosomes" ( https://doi.org/10.5061/dryad.wpzgmsbk9) és "Assembly of Aegilops 

umbellulata chromosomes" (https://doi.org/10.5061/dryad.70rxwdbwc) adatkészleten 

keresztül.  

A búza-Aegilops ortológ kapcsolatok feltérképezéséhez az Aegilops kromoszómákat 

reprezentáló kontigokat kérdező szekvenciaként használtuk a hexaploid búzagenom (Chinese 

Spring) (IWGSC), 2014) annotált génjeinek fehérje-szekvenciáin végzett BLASTx keresések 

során. A beállított kritériumok (minimális illeszkedési hossz: 30 aminosav, az illeszkedő 

szekvenciák minimális hasonlósága 90%) alapján kapott legjobb találatokat használtuk fel a 

búzakromoszómákon azonosított Aegilops génhomológok denzitásának kiszámolásához, 

melyhez ‘sliding window’ módszert alkalmaztunk (500 kb ablakméret 100 kb eltolásokkal) és 

a kapott adatokat hőtérkép formájában ábrázoltuk.   

 

3.2.5. Génalapú markerek fejlesztése Aegilops kromoszóma-szekvenciák segítségével 

 

Elsőként alkalmazott markerfejlesztési stratégiánk a búzán azonosított EST-szekvenciák és 

az Ae. umbellulata kromoszóma-szekvenciák közti polimorfizmuson alapult, ezért az így 

fejlesztett markereket a továbbiakban ’EST-alapú’ markerekként említem. A hexaploid búza D 

kromoszómáin térképezett 4452 db EST szekvenciát (1D: 634; 2D: 742; 3D: 719; 4D: 587; 5D: 

558; 6D: 485; 7D: 727) (Qi és mtsai, 2004) a GrainGenes adatbázisból 

(http://wheat.pw.usda.gov/) töltöttük le és multi-FASTA file-formátumban mentettük el, 

melyek minden esetben tartalmazták az EST-szekvenciák azonosítóját, valamint a 

kromoszómális lokalizációra vonatkozó adatokat. A markerfejlesztéshez felhasználtuk az Ae. 

umbellulata kromoszómáinak szekvenciaadatait is.  
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A BLASTn hasonlósági keresésekhez a Ragged Genes Genome Explorer (v.2.2.24) 

programot használtuk, mely grafikus felületet biztosított az NCBI ‘BLAST command line’ 

alkalmazása számára (Zhang és mtsai, 2000). A búza EST-ket kereső szekvenciaként 

alkalmaztuk az Ae. umbellulata genomösszeillesztéseken történő BLASTn keresések során, 

majd a legjobb találatok (illesztési hossz > 100bp, ID%≥70) szekvenciáin páronkénti 

illesztéssel (UGENE szoftver v.1.27.0; http://ugene.net/) meghatároztuk a  búza- és Aegilops 

szekvenciák közti InDel polimorfizmusok helyzetét. Az Aegilops szekvenciák alapján 

primereket terveztünk az InDel régiókra a UGENE szoftvercsomagba integrált Primer3 

alkalmazás segítségével, melyek oligonukleotid-szekvenciáit az Integrated DNA Technologies 

(Coralville, Iowa, USA) segítségével szintetizáltattuk meg.    

Második markerfejlesztési stratégiánk az Ae. umbellulata és a homológ búzagének intron 

szakaszai közt fennálló polimorfizmuson alapult, ezért a továbbiakban ezeket a markereket IT- 

(azaz Intron Targeting) markereként említem. A markerfejlesztés során az Ae. umbellulata 

annotált génmodelljeit használtuk fel, melyek az egyes gének esetében információkat 

tartalmaztak arra vonatkozóan, hogy a gén mely Aegilops kontigon található, valamint a 

kontigon belül a gén exon-intron határai milyen pozíciókban találhatók. Az automatizált 

markertervezéshez az R szoftver 3.4.0 verziójának Bedtools (v.2.26.0) és Primer3 (v.2.3.6) 

programcsomagjait, valamint a Devtools alkalmazással írt R script segítségével történt. A 

markertervezés főbb lépései a következők voltak. Első lépésben BLASTn segítségével 

megkerestük az Ae. umbellulata gének búzahomológjait (az Aegilops géneket mint kereső 

szekvenciákat használtuk a búza referencia-genomszekvenciáján [RefSeq v1.0, (Appels és 

mtsai, 2018)] végzett BLASTn keresésekhez), majd meghatároztuk az intronok pozícióit. A 

búza-Aegilops találatok esetén megvizsgáltuk a gének azon 600 bp méretű régióját, mely 

tartalmazza az első exon utolsó 100 bp hosszúságú és az első intron első 500 bp hosszúságú 

szakaszát. A továbbiakban csak azokat a géneket használtuk fel, melyek a fenti szakaszban 

polimorfizmust mutattak a búza és az Ae. umbellulata között és az első intronjuk nagyobb volt 

mint 500 bp. Az ezen kritériumoknak megfelelt Ae. umbellulata gének szekvenciáiból kivágtuk 

az említett 600 bp régiókat, melyeket egy multifasta file-ban mentettünk el. Ezek után a 

multifasta file felhasználásával primerpárokat generáltunk úgy, hogy az egyik primer az első 

100 bp (exonspecifikus) régióra, míg a másik primer az azt követő 500 bp (intronspecifikus) 

régióra essen. Ezt követően az egyes Ae. umbellulata kromoszómákra tervezett markerekből 

véletlenszerűen kiválasztottunk 84 primerpárt (12 marker/kromoszóma), melyek 

oligonukleotid-szekvenciáit szintén az Integrated DNA Technologies (Coralville, Iowa, USA) 

segítségével szintetizáltattuk meg.  

Első lépésben mind az EST-alapú markerek, mind az IT-markerek megszintetizált primereit 

a fajkeresztezéshez használt búza (Mv9kr1) és Ae. biuncialis MvGB642 szülői genotípusokon 

teszteltük PCR segítségével. A búza és az Ae. biuncialis között polimorfizmust mutató 

markerek (mely polimorfizmus lehet igen/nem választ adó ún. ’presence-absence variation’, 

vagy PAV, illetve méretbeli polimorfizmus) egy részének kromoszómális helyzetét az U és M 

kromoszómákat hordozó búza-Aegilops addíciós vonalakon (Chinese Spring-Ae. umbellulata 

1U, 2U, 4U, 5U, 6U, 7U és Mv9kr1-Ae. biuncialis MvGB642 3U, valamint CS-Ae. geniculata 

1M-7M addíciós vonalak), valamint kontrol búza (Chinese Spring), Aegilops (Ae. biuncialis 

MvGB642) és Mv9kr1-Ae. biuncialis MvGB642 amfiploid vonalakon is ellenőriztük. A PCR 

reakciók kivitelezése (a reakcióelegy összetétele, az alkalmazott hőmérsékleti profilok), 

valamint az azt követő fragmentanalízis a COS markeranalízisek esetében leírtak szerint történt. 

Harmadik markerfejlesztési stratégiánk a búzagének cDNS-szekvenciái és az Ae. 

umbellulata, valamint Ae. comosa szekvenciák közti polimorfizmuson alapult. E stratégia 

jelentősége abban rejlik, hogy a kiválasztott gének fizikai helyzetét fluoreszcensen jelölt és 

próbaként használt cDNS-szekvenciáikkal, ‘single-gene FISH’ segítségével előzetesen 

meghatároztuk az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszómáin, ami lehetőséget adott arra, 
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hogy az Aegilops kromoszómák adott pozíciójára tervezzünk molekuláris markereket (Said és 

mtsai 2021).    

 

3.2.6. COS markeranalízis 

 

Kísérleteinkben a hexaploid búza jellemzésére létrehozott COS (Conserved Orthologous 

Set; Konzervált Ortológ gén gyűjtemény) markerek kromoszómális helyzetét akartuk 

meghatározni Aegilops fajokon, amihez áramlásos citometria segítségével izolált Aegilops 

kromoszómák DNS-mintáit, a szeparációhoz használt Aegilops fajok genotípusainak teljes 

genomi DNS-ét, valamint különböző búza-Aegilops addíciós vonalak DNS-ét alkalmaztuk. Az 

egyparaméteres áramlásos citometriával izolált kromoszómaminták kinyerése és a belőlük 

történt DNS-izolálás a korábban leírtak szerint történt (Molnár és mtsai, 2011b). Templátként 

használtuk a következő búza/Aegilops diszómás addíciós vonalakat: Chinese Spring/Ae. 

umbellulata (JIC2010001) 1U, 2U, 4U, 5U, 6U és 7U, Chinese Spring/Ae. comosa 

(JIC2110001) 2M, 3M, 4M, 5M, 6M és 7M, Mv9kr1/Ae. biuncialis (MvGB642) 1Ub, 1Ub6Ub, 

3Ub, 2Mb, 3Mb és 7Mb , valamint Chinese Spring-Ae. geniculata (TA2899) 1Ug, 2Ug, 3Ug, 4Ug, 

5Ug, 6Ug, 7Ug, 1Mg, 2Mg, 3Mg, 5Mg, 6Mg és 7Mg (Friebe és mtsai 1999) (Dr. Bernd Friebe, 

Kansas State University, Manhattan, Kansas, USA), ezek szülői genotípusait, illetve a 

kromoszóma-szeparáláshoz használt Aegilops genotípusok (Ae. umbellulata MvGB470, Ae. 

comosa MvGB1039, Ae. biuncialis MvGB382 és Ae. geniculata AE1311/00) teljes genomi 

DNS-ét. 

Összesen 140 olyan markert választottunk ki szabadon hozzáférhető COS 

markergyűjteményekből (Wheat Genetic Improvement Network, WGIN: 

http://www.wgin.org.uk/resources/Markers/TAmarkers.php), melyek potenciálisan lefedik a 

búza 1-7 homeológ csoportjait. Az alkalmazott primerszekvenciák és PCR hőmérsékleti 

profilok megtalálhatók Molnár és mtsai. (2013) publikációjának háttérinformációi között 

(Table S1: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0070844.s002). A reverz primerek 

oligonukleotid-szekvenciáit fluorokrómmal (6-FAM) jelöltük annak érdekében, hogy a PCR 

reakciók (10 ng templát DNS/10 µl reakciótérfogatban; PCR készülék: MJ Research Tetrad 

PTC-225 Thermal Cycler, Waltham, Massachusetts) termékeit egy POP7 oszloppal rendelkező 

3730xl DNS-Analizátor (Applied Biosystems, USA) segítségével elválasszuk, majd a 

fragmentanalízis eredményeit GeneMapper v4.0 szoftver segítségével elemezzük. A COS 

markerek különböző templát DNS-mintákon adott PCR-amplikonjai megtalálhatók a Molnár 

és munkatársai (2013) publikációban.  

Az eredményeink publikálásakor (Molnár és mtsai, 2013) még nem volt elérhető a hexaploid 

búza genomjának referencia-szekvenciája (Appels és mtsai, 2018), azért, hogy a COS markerek 

által definiált ortológ régiókat össze tudjuk hasonlítani a búza (T. aestivum) D genomja és az 

Aegilops fajok U és M genomja között, a Brachypodium distachyon mint egyszikű modellfaj 

genomját használtuk referenciaként. A COS markerek helyzetét a markerfejlesztéshez 

alkalmazott EST-szekvenciáknak a Brachypodium genomon alkalmazott homológia-

keresésével (BLASTn) határoztuk meg. A COS markerek forrásának EST-szekvenciáit 

(Molnár és mtsai, 2013) az EnsemblPlants online adatbázis oldalon (http://plants.ensembl.org/) 

található BLASTn segítségével illesztettük a Brachypodium genomjához (Brachypodium 

distachyon v1.0 [IBI, The International Brachypodium Initiative, 2010]). A legjobb találatokat 

a legmagasabb ‘score’ értékek alapján választottuk ki és a BLAST paraméterek (e-érték, 

azonossági % és illeszkedési hossz) segítségével jellemeztük. Az analízis során szignifikánsnak 

tekintettük azokat a találatokat, ahol az e-érték < 2.8e-08, azonossági % > 58.44 és az illeszkedési 

hossz > 100bp volt (Molnár és mtsai, 2013). A COS markerek fizikai helyzetét a Brachypodium 

kromoszómákon (pseudomolekulákon) a legjobb találatok illeszkedésének bp-ban megadott 
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startpozíciója alapján határoztuk meg, majd az egyes kromoszómák méretének 

figyelembevételével megszerkesztettük a markerek fizikai térképét.  

Kísérleteink második szakaszában az Aegilops umbellulata AE740/03, Ae. comosa 

MvGB1039, Ae. speltoides MvGB905 és Ae. markgrafii MvGB428 és MvGB607 

kétparaméteres áramlási citometriával izolált kromoszómáinak DNS-mintáit, illetve a 

genotípusok teljes genomi DNS-ét COS markerekkel vizsgáltuk, hogy információt kapjunk az 

egyes Aegilops genomok (U, M, S, C) és a búza közt fennálló homeológiakapcsolatokról [a 

kísérlet részletei megtalálhatók a Molnár és mtsai (2016) publikációban]. Kontrollként a ‘GK 

Öthalom’ hexaploid búzafajta DNS-ét használtuk. A PCR-reakciók leírása röviden: A búza 1-

7 homeológ csoportját reprezentáló 123 COS marker  (Quraishi és mtsai, 2009; 1. OM adat) 

primereivel történt PCR-reakciókat (0.4 μM primer /12µl reakció-térfogatban) egy Eppendorf 

Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Németország) PCR készülék segítségével hajtottuk végre 

(Molnár és mtsai, 2014). Az alkalmazott COS markerek, azok kapcsolódási (annealing)  

hőmérsékletei (Ta), valamint a kapott PCR-amplikonok megtalálhatók a  Molnár és 

munkatársai (2016) publikációban. A PCR-reakciótermékeket egy 96 csatornás, kapilláris 

elektroforézis elven működő (effektív kapillárishossz 33 cm) Fragment Analyzer Automated 

CE System (Advanced Analytical Technologies, Ames, USA) fragmentanalizátorral 

választottuk szét és PROsize v2.0 szoftver segítségével elemeztük.  

Ezekben a kísérletekben (Molnár és mtsai, 2016) olyan COS markereket használtunk, 

melyek fizikai helyzetét a búzakromoszómákon deléciós térképezés segítségével azonosították 

(Quraishi és mtsai, 2009). Annak érdekében, hogy meghatározzuk az egyes markerek 

búzakromoszómákon elfoglalt sorrendjét, a hexaploid búza kromoszómakarjainak vázlatos 

genomösszeillesztéseiben (IWGSC, 2014) BLASTn segítségével 

[(https://urgi.versailles.inra.fr/blast/blast.php; IWGSC (2014)] megkerestük azokat a 

szkaffoldokat, melyek tartalmazták a markerek EST-szekvenciáit. A BLASTn keresések 

részletes eredményei megtalálhatók a Molnár és munkatársai (2016) publikáció mellékletében. 

Az EST-specifikus szkaffoldok sorrendje és (cM-ban kifejezett) genetikai távolsága a búza-

kromoszómakarok sorba rendezett szekvencia-gyűjteményeiben [(GenomeZipper v.5, 

https://urgi.versailles.inra.fr/download/iwgsc/zipper/; IWGSC  (2014)] megtalálható volt, ami 

lehetővé tette a markersorrend meghatározását.  

A búza-Aegilops homeológiakapcsolatok grafikus ábrázolása érdekében ekészítettük a 

búzakromoszómák genetikai és fizikai térképét, melyeken feltüntettük a térképezett markerek 

helyzetét. Külön térképeket készítettünk a búza A, B és D genomja alapján, melyek közül a 

disszertációban csak a B genom alapján készült térképet mutatom be. Az A és D genom alapján 

készült térképek megtalálhatók az értekezés alapjául szolgáló publikációkban (Molnár és mtsai, 

2004; 2016). A fizikai térképen az egyes deléciós régiókat az ott azonosított markerek számának 

megfelelő részre osztottuk, majd az egyes markerspecifikus deléciós alrégiókat színkódokkal 

jelöltük annak megfelelően, hogy az adott marker mely homeológ csoporthoz tartozó 

kromoszómán volt lokalizált az adott Aegilops genomban.  Minden egyes homeológ csoport (1-

7) esetében öt darab búza deléciós térképet mutattunk be annak megfelelően, hogy a a markerek 

színkódok segítségével jelzett kromoszómális lokalizációja a búzagenomra, vagy az Aegilops 

U, M, S, illetve C genomjára vonatkozik-e. Mindez lehetővé tette annak a garfikus ábrázolását, 

hogy a vonatkozó búzakromoszóma-régió mely homeológ csoporthoz tartozó kromoszómán 

lokalizált az egyes Aegilops genomokban.   

 

3.2.7. Az Ae. biuncialis kétszülős genetikai térképének előállítása 

 

Az Ae. biuncialis (2n=4x=28; UbUbMbMb) MvGB642 és MvGB382 genotípusait több, mint 

20 éve tartjuk fenn öntermékenyítéssel, és keresztezési partnerként használjuk a búza 

előnemesítési programokban. A két genotípus között jelentős különbséget tapasztaltunk 
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szárazságtűrésükben (Molnár és mtsai, 2004), virágzási idejükben (Ivanizs és mtsai, 2019), 

étkezésirost-(-glükán)-tartalmukban (Rakszegi és mtsai, 2017) és levélrozsda-

rezisztenciájukban, ezért ideális szülői partnerek lehetnek egy olyan F2 szegregáló térképezési 

populáció létrehozásához, melynek tagjaiból a fent említett tulajdonságok QTL térképezésére 

alkalmas rekombináns beltenyésztett vonalakat lehet előállítani. A két genotípus 

keresztezéséből származó F1 hibrideket öntermékenyítve 262 F2 genotípust állítottunk elő. Az 

F2 genotípusok allélösszetételének meghatározása a belőlük izolált DNS-mintákon (Quick 

Gene-Mini80; FujiFilm, Tokyo, Japan) DArTseq ’genotyping-by-sequencing’ technológia 

(Diversity Arrays Technologies Pty. Ltd., Australia; https://www.diversityarrays.com/) 

segítségével, DArTseqTM 1.0’ platform alkalmazásával történt. Annak érdekében, hogy az 

egyes kapcsoltsági csoportokat az Aegilops U és M kromoszómákhoz tudjuk kötni, az Ae. 

biuncialis diploid genom donorfajainak (Ae. umbellulata AE740/03 és Ae. comosa MvGB1039) 

teljes genomi DNS-ét és az áramlási citometriával szeparált kromoszómáik (1U-7U, 1M-7M) 

DNS-mintáit szintén genotipizáltuk, csakúgy, mint a fajkeresztezésekhez használt 

búzagenotípusokat (Mv9kr1, Chinese Spring). A markerek előállításának főbb lépései a 

következők voltak: a genomi DNS-minták PstI/TaqI endonukleázokkal történő emésztése, a 

kapott fragmentek PstI adapterrel való ligálása, majd felszaporítása az adapter-szekvencákkal 

komplementer primerek segítségével, majd a felszaporított szekvenciák transzformációja E. 

coli-ba. Végül a felszaporított és transzformált szekvenciák de novo szekvenálása Illumina 

HiSeq2500 platformon. Mindezek eredményeként két markertípust, Silico-DArT és SNP-DArT 

markereket kaptunk. A Silico-DArT markerek dominánsak és a szekvenált genomi fragment 

(azaz a PstI/TaqI restrikciós felismerési helyek) adott mintában való jelenlétét/hiányát 

reprezentálják, míg az SNP markerek kodominánsak és a genomi fargenten belüli szekvencia-

polimorfizmust tükrözik az egyes minták között.   

A generált markerek közül a hozzájuk tartozó statisztikai paraméterek alapján kiszűrtük 

azokat, melyek túl sok hiányzó adatpontot tartalmaztak az egyes genotípusokon (<0,95 Call 

Rate) vagy kicsi reprodukálhatósággal rendelkeztek (<0,95 Reproducibility). Szintén kizártuk 

a szülői Ae. biuncialis genotípusok közt nem polimorf markereket, valamint azokat, amelyek 

legalább az egyik szülőn heterozigóta eredményt adtak, illetve azokat melyek nem megfelelő 

hasadási arányt mutattak (kodomináns SNP-DArT markerek: 1:2:1, domináns Silico-DArT 

markerek: 1:3) az F2 generációban. Az F2 genotípusok közül kizártuk azokat, melyek több mint 

10%-ban tartalmaztak hiányzó markeradatokat. Mindezen szűrési lépések eredményeként a 

térképszerkesztéshez 224 F2 genotípust, 5893 SNP-DArT és 22180 Silico-DArT markert 

használtunk fel. 

A térképszerkeztéshez a MultiPoint szoftvert (www.multigtl.com) használtuk, mely a 

térképszerkeztés során a markeradatok ismételt mintavételezésének alkalmazásával képes a 

szomszédos instabilitásokat okozó markerek kiszűrésére. Első lépésben egy váztérképet 

hoztunk létre a kodomináns SNP-DArT markerek felhasználásával. Az ‘F2_population’ 

beállítás és 0,25 maximum rekombinációs gyakorisági határértéket (rfs) alkalmazva 

meghatároztuk a kapcsoltsági csoportokat, majd az egyes kapcsoltsági csoportok 

markersorrendjét és tovább optimalizáltuk a markerek alcsoportjainak ‘jack-knife’ módszerrel 

történő újra-mintavételezésével (Mester és mtsai, 2003). A ≥ 90% ‘jack-knife’ értékkel 

rendelkező, sorba rendezett markerek mint váz- (vagy ‘skeleton’) markerek alkották a 

váztérképet, míg a fennmaradó markereket kezdetben eltávolítottuk a térképből, csakúgy, mint 

az ugyanolyan térképpozícióval rendelkező ‘redundáns’ markereket. Második lépésben a 

váztérkép legoptimálisabb intervallumaihoz illesztettük a kezdetben kizárt domináns Silico-

DArT markereket (külön-külön az anyai és apai genotípusokra specifikus domináns 

markereket), melyeket ezután ‘csatolt’ (‘attached’) markerekként jelöltünk. A végső teljes 

térkép a redundáns markereket is tartalmazza ‘küldött’ (‘delegate’) markerekként említve.   
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A kapcsoltsági csoportok kromoszómákhoz való hozzárendelése során felhasználtuk az 

egyes markercsoportoknak a diploid Ae. umbellulata-n (UU) és Ae. comosa-n (MM), valamint 

izolált kromoszómáikon meghatározott alléladatait. Szintén figyelembe vettük az egyes 

kromoszómák esetén fennálló búza-Aegilops homeológiaviszonyokat, melyeket előzőleg az Ae. 

umbellulata szegregáló genetikai térképének felhasználásával határoztak meg (Zhang és mtsai, 

1998; Edae és mtsai, 2017), illetve az Ae. comosa génalapú citogenetikai (‘single-gene FISH’) 

térképének elkészítésével kaptunk.  

Annak érdekében, hogy információkat kapjunk az Ae. biuncialis genetikai térképének 

kapcsoltsági csoportjai és a hexaploid búza kromoszómái között fennálló szinténiáról, a 

térképezett markerek szekvenciáit a hexaploid búza (Chinese Spring) referenciagenom (v1.0) 

szekvenciáihoz (IWGSC 2018) illesztettük a Blast Command Line Application 2.9.0 

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/) BLASTn szoftvercsomagjának segítségével a következő 

paraméter-beállítások mellett: -task ‘blastn’; -evalue 1e-5; -max_target_seqs 1; -max_hsps 1. A 

markerszekvenciák búzakromoszómákon adott legjobb találatainak kromoszómális 

lokalizációját és az illeszkedés startpozícióját alkalmazva a kapcsoltsági csoportok és a 

búzakromoszómák közti kolinearitást a Strudel szoftver (https://ics.hutton.ac.uk/strudel/) 

segítségével vizsgáltuk. Végül a kapcsoltsági csoportokat az Ae.biuncialis kromoszómák 

jelenleg alkalmazott nómenklatúrája (Badaeva és mtsai, 2004) alapján rendeltük hozzá az 1Ub-

7Ub és az 1Mb-7Mb kromoszómákhoz. A centimorgan (cM) értékeket a Kosambi térképfügvény 

szerint (Kosambi, 1943) határoztuk meg. A váztérkép garfikai megjelenítése a Strudel szoftver 

segítségével történt. 

 

3.2.8. Statisztikai analízis 

 

Az Mv9kr1 x Ae. biuncialis MvGB642 4U addíciós vonal, a 4M(4D) és 5M(5D) 

szubsztitúciós vonalak morfológiai tulajdonságait a búza szülővel (Mv9kr1) egytényezős 

varianciaanalízis segítségével hasonlítottuk össze, P<0,05 és P<0,01 megbízhatósági szinteken. 
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4. EREDMÉNYEK és MEGVITATÁSUK 

4.1. Vad fajok kromoszómáinak izolálása áramlási citometria segítségével  

4.1.1. Kromoszómaizolálás méret alapján (egyparaméteres flow sorting)  

 

Annak érdekében, hogy a keresztezési programokban génforrásként alkalmazott 

kecskebúza- (Aegilops) fajok genomszerveződését az egyes kromoszómák szintjén tudjuk 

vizsgálni és az így előállított információkkal (pl. a kromoszómák szekvencia-összerakásai, 

génösszetétele) és molekuláris eszköztárral (pl. kromoszóma-specifikus molekuláris markerek) 

közvetlenül javítsuk a fajidegen génátvitel hatékonyságát, megvizsgáltuk, hogy lehet-e az egyes 

Aegilops kromoszómákat nagy tisztaságban izolálni áramlási citometria segítségével. Ezekben 

a 2008 és 2015 között végzett kísérletekben az Aegilops fajok mitotikus 

kromoszómaszuszpenzióját DAPI-val festettük, majd meghatároztuk az egyes kromoszómák 

méretével arányos DAPI fluoreszcencia intenzitást. A ’Részecskeszám-DAPI fluoreszcencia’ 

hisztogramokon (áramlási kariotípusokon) megjelenő csúcsok a hasonló méretű 

kromoszómákat reprezentálják. Az egyes csúcsok kromoszómális összetételét (a csúcsokból 

mikroszkóptárgylemezekre szeparált reprezentatív mintákon végzett) FISH módszerrel, 

pSc119.2, Afa family és 45S rDNS próbával határoztuk meg. Ezek segítségével az egyes 

Aegilops kromoszómák azonosíthatók voltak.  

       

4.1.1.1. U és M kromoszómák izolálása Aegilops fajokból  

Az áramlási kariotípusokban lévő csúcsok kromoszómális összetételének meghatározásához 

a felhasznált Aegilops genotípusok kariotípusát a gyökércsúcs osztódó merisztémasejtjein 

végzett FISH segítségével ellenőriztük. Az Afa family, pSc119.2 és 45S rDNS próbával végzett 

FISH eredményeként az egyes kromoszómák azonosíthatók voltak (3. ábra).  

A diploid Ae. umbellulata (UU) MvGB470 és Ae. comosa (MM) MvGB1039, valamint a 

tetraploid Ae. biuncialis (UbUbMbMb) MvGB382 és Ae. geniculata (UgUgMgMg) AE1311/00 

genotípus DAPI-val festett kromoszómaszuszpenzióinak vizsgálata során megálapítottuk, hogy 

mind a négy faj áramlási kariotípusa négy csúcsból áll (4. ábra), azaz a kromoszómák méret 

alapján négy fő csoportra oszthatók. Ugyanakkor a csúcsok felbontását és az áramlási 

kariotípuson elfoglalt pozícióját tekintve különbségeket figyeltünk meg az egyes fajok között. 

Az Ae. umbellulata első három csúcsa (I-III) jól megkülönböztethető volt a negyedik, 

összetett csúcstól (4. ábra). A csúcsokból izolált és mikroszkóp-tárgylemezeken fixált 

kromoszómákon végzett FISH-sel megállapítható volt, hogy az Ae. umbellulata első csúcsa 

megfelel az 1U kromoszómának, melyet több mint 95%-os tisztaságban tudtunk izolálni (2. 

táblázat). A második és harmadik csúcsban a 6U és a 3U kromoszóma dominált, tisztaságuk 

74.1% és 86.4% volt. Ahogyan az várható volt, az összetett negyedik csúcs a 2U, 4U, 5U és 7U 

kromoszómát tartalmazta.  

Az Ae. comosa esetében a jól elkülönült első csúcsra az 1M és 4M kromoszóma volt 

jellemző, míg a rosszul elkülöníthető második és harmadik csúcs főként a 6M és 2M 

kromoszómát tartalmazta, a 5M kromoszóma mindkét csúcsra jellemző volt (4. ábra). Végül a 

jól megkülönböztethető negyedik csúcsban a 3M és 7M kromoszóma volt meghatározható. 

Szintén megállapítható volt, hogy egyik M kromoszómát sem lehetett méret alapján nagy 

tisztaságban (>80%) izolálni. Megfigyelhető volt az is, hogy az Ae. comosa áramlási kariotípus 

csúcsai a nagyobb fluoreszcenciaintenzitásoknál (560-680) jelentkeztek (azaz nagyobb 

méretűek voltak) az Ae. umbellulata-hoz képest (480 - 640). 
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3. ábra Az Ae. umbellulata MvGB470 (2n=2x=14, UU) (A), Ae. comosa MvGB1039 (2n=2x=14, MM) (B), Ae. 

biuncialis MvGB382 (2n=4x=28, UbUbMbMb) (C) és az Ae. geniculata AE1311/00 (2n=4x=28, UgUgMgMg) (D) 

kromoszómáinak azonosítása fluoreszcens in situ hibridizációval három repetitív DNS-próba segítségével. A 

pSc119.2 próbát FITC-cel (zöld), az Afa family próbát rodaminnal (piros), a 45S rDNS próbát 50%-50% FITC-

cel és rodaminnal (sárga) jelöltük. Skála: 10 µm. [Molnár és munkatársai (2011a) nyomán.] 

 

A FISH analízis jelentős különbségeket tárt fel az allotetraploid Ae. biuncialis (UbUbMbMb) 

és Ae. geniculata (UgUgMgMg) áramlási kariotípus-csúcsainak kromoszómális összetétele 

között (4. ábra, 2. táblázat). Az Ae. biuncialis 1 db kromoszóma-specifikus csúccsal 

rendelkezett, melyből az 1Ub kromoszóma nagy tisztaságban (>95%) volt izolálható. A további 

három összetett csúcs közül a II. csúcs az 5Mb, 3Mb, 4Mb, 6Mb, 3Ub, és 6Ub kromoszómát 

reprezentálta, míg a III. csúcsra a 1Mb, 3Mb, 2Mb, 2Ub, 4Ub, 5Ub és 7Ub kromoszóma volt 

jellemző. A 3Mb kromoszóma hasonló gyakoriságban volt kimutatható e két csúcsban. A IV. 

csúcs főként a 7Mb kromoszómát tartalmazta, amit 80%-ot meghaladó tisztaságban tudtunk 

izolálni. 

Az Ae. geniculata I. csúcsa az 1Ug és 6Mg kromoszómát, míg a II. csúcsa a 3Ug, 4Ug és 6Ug 

kromoszómát tartalmazta. A 2Mg, 4Mg, 5Mg, 2Ug, 5Ug és 7Ug kromoszóma a III. csúcsban 

helyezkedett el, míg a legnagyobb 1Mg, 3Mg és 7Mg kromoszóma a nagyobb fluoreszcencia 

intenzitásoknál megjelenő IV. csúcsban volt található.  
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4. ábra Az Ae. umbellulata MvGB470 (2n=2x=14, UU), Ae. comosa MvGB1039 (2n=2x=14, MM), Ae. biuncialis 

MvGB382 (2n=4x=28, UbUbMbMb) és az Ae. geniculata AE1311/00 (2n=4x=28, UgUgMgMg) DAPI-val festett 

kromoszóma szuszpenzióinak áramlási kariotípusa és a csúcsok kromoszómális összetétele. Az izolált 

kromoszómák azonosítása a pSc119.2 (zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS (sárga) próba alkalmazásával, 

FISH segítségével történt. (*: fordított jelölés). [Molnár és munkatársai (2011a) nyomán.] 
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2. táblázat Az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. biuncialis és Ae. geniculata kromoszómáinak megoszlása az 

áramlásikariotípus-csúcsokban a beállítások optimalizálása után. A számok az egyes kromoszómák százalékos 

gyakoriságát mutatják az adott csúcsban (adott kromoszóma/összes kromoszóma x 100).  

 

 Genom Kromoszóma I. Csúcs II. Csúcs III. Csúcs IV. Csúcs 

Ae. umbellulata U 1 98.9 25.8   4.32 - 
  2 - - - 31.3 

  3 - - 86.4 - 

  4 - - - 16.0 

  5 - - - 30.6 

  6 - 74.1   9.25 - 

  7   1.03 - - 22.0 

Vizsgált kromoszómák száma 97 120 162 150 

Ae. comosa M 1 44.4 16.34 - - 
  2   3.4   4.28 63.8 - 

  3 - - - 52.4 

  4 37.6 - - - 

  5   2.5 30.7 34.2 - 

  6 11.9 47.1   1.8 - 

  7 - - - 47.5 

Vizsgált kromoszómák száma 117 104 108 82 

Ae. biuncialis Ub 1 95.94 0.46 - - 
  2   0.37 1.38 21.35   0.625 

  3   1.1 21.75 - - 

  4 -   0.46   7.76   3.125 

  5 - - 12.62   0.625 

  6   2.58 8.79 - - 

  7 - - 15.53   9.375 

 Mb 1 - - 10.19   1.25 
  2 - - 18.44   2.5 

  3 - 13.8 13.59 - 

  4 - 19.44 -   0.625 

  5 - 25.0 - - 

  6 -   8.79 -   0.625 

  7 - -   0.48 81.25 

Vizsgált kromoszómák száma 271 216 206 160 

Ae. geniculata Ug 1 52.0   1.7 - - 
  2   2.6   2.6  24.3 - 

  3   1.3 27.8   2.8 - 

  4   5.3 28.7 - - 

  5 - - 21.5 - 

  6   0.6 37.4   1.8 - 

  7 - - 11.2 - 

 Mg 1 -   0.8 - 28.8 
  2 - - 13.0 - 

  3 - - - 42.3 

  4 - - 14.0   3.8 

  5 - - 12.1 - 

  6 38.0   0.8 - - 

  7 - - - 25.0 

Vizsgált kromoszómák száma 150 115 107 104 

 

Összegzésként elmondható, hogy méret (azaz DAPI fluoreszcencia) alapján csak az Ae. 

umbellulata 1U, 6U és 3U, valamint az Ae biuncialis 1U és 7M kromoszómája izolálható 
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nagyobb tisztaságban. Megfigyelhető volt az is, hogy egyes kromoszómák (pl. 4U, 2M, 3M, 

4M, 6M stb.) eltérő csúcsokban jelentek meg a diploid (Ae. umbellulata és Ae. comosa) és 

tetrapolid (Ae. biuncialis és az Ae. geniculata) fajokban, ami a kromoszómák méretének eltérő 

változásaira utal az egyes fajok képződése során. 

 

4.1.1.2. Kromoszómák izolálása a kenyérbúza diploid őseiből 

 

A hexaploid búza diploid őseinek (T. urartu, Ae. speltoides és Ae. tauschii) genomikai 

vizsgálata jelentősen segítheti az agronómiai szempontból fontos gének különböző vad 

változatainak azonosítását, valamint ezek fajkeresztezések révén történő hasznosítását a 

nemesítésben. Ezen genomikai alkalmazások elősegítése céljából vizsgáltuk meg annak 

lehetőségét, hogy lehet-e egyedi kromoszómákat izolálni a búza diploid genomdonorfajaiból. 

 

 

5. ábra A T. urartu MvGB115 (A), Ae. speltoides MvGB905 (B) és Ae. tauschii MvGB605 (C) kromoszómáinak 

azonosítása fluoreszcens in situ hibridizációval három repetitív DNS-próba segítségével, valamint az A, S és D 

genomi kromoszómák pSc119.2, Afa family és 45S rDNS repetitív DNS-próbákkal adott kariotípusa és 

idiogrammja (D). A pSc119.2 próbát FITC-cel (zöld), az Afa family próbát rodaminnal (piros), a 45S rDNS próbát 

50%-50% FITC-cel és rodaminnal (sárga) jelöltük. A hibridizációs jelek ‘fraction lengths’ (FL) értékeinek 

meghatározása  15–20 mérés alapján történt. Skála: 10 µm. [Molnár és munkatársai (2014) nyomán] 

 

Az áramlási citometriás analízisek előtt ebben az esetben is megvizsgáltuk a felhasznált 

genotípusok, a T. urartu MvGB115 (AA) , Ae. speltoides MvGB905 (SS  BB) és Ae. tauschii 

MvGB605 (DD) kromoszómáinak FISH hibridizációs mintázatát gyökércsúcs 
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merisztémasejtekből készített kromoszóma-preparátumokon az Afa family, pSc119.2, és 45S 

rDNS próba segítségével (5. ábra). Az általuk kapott mintázatokat összehasonlítottuk a 

tetraploid (AABB) és hexaploid (AABBDD) búza kariotípusának mintázatával  (Badaeva és 

mtsai, 1996a, 1996b; Kubaláková és mtsai, 2005; Sepsi és mtsai, 2008). Néhány kromoszóma 

esetében különbségeket figyeltünk meg az egyes próbák hibridizációs jeleinek meglétében, 

illetve intenzitásában a diploid ősök és a tetraploid, valamint hexaploid búza kariotípusa között. 

A különbségek részletes elemzése megtalálható Molnár és munkatársai (2014) cikkében, de 

tekintettel arra, hogy ezek a különbségek nem befolyásolták az egyes kromoszómák 

azonosíthatóságát (5. ábra), itt ezeket részletesen nem tárgyalom. Az áramlásos citomertiai 

vizsgálatok során megállapítható volt, hogy a hexaploid búza mindegyik diploid ősének 

áramlási kariotípusa három csúccsal rendelkezik (I-III) (6. ábra), melyek kromoszómális 

összetétele hasonló. Az első csúcs az 1-es, 4-es és 6-os homeológ csoport kromoszómáit, a 

kettes csúcs az 5-ös homeológ csoporthoz tartozó kromoszómát, míg a hármas csúcs a 2-es, 3-

as és 7-es homeológ csoport kromoszómáit tartalmazza. 

 
6. ábra A T. urartu MvGB115 (2n=2x=14, AuAu), Ae. speltoides MvGB905 (2n=2x=14, SS) és Ae. tauschii 

MvGB605 (2n=2x=14, DD) DAPI-festett kromoszóma szuszpenzióinak áramlási kariotípusa és a csúcsokra 

jellemző kromoszómák. Mindhárom kariotípus 2-2 kevert csúcsot (I, III) tartalmaz, melyek 3-3 kromoszómát 

reprezentálnak. Az 5-ös kromoszómákat (5Au, 5S, 5D) reprezentáló II. csúcs csak az Ae. tauschii esetében (C) 

különült el jelentősen, míg a T. urartu és Ae. speltoides esetében az 5-ös kromoszómát reprezentáló II. csúcs a III. 

csúcs (T. urartu) iletve az I. csúcs (Ae. speltoides) vállaként jelenik meg. A csúcsokból izolált mitotikus 

kromoszómák azonosítása a pSc119.2 (zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS (sárga) repetitív DNS-próbával 

végzett FISH segítségével történt. Az egyes kromoszómákat ahhoz a csúcshoz rendeltük, ahol az adott 

kromoszóma gyakorisága a legnagyobbnak bizonyult. [Molnár és munkatársai (2014) nyomán]  

 

Ugyanakkor különbségek voltak a csúcsok felbontásában és az áramlási kariotípuson elfoglalt 

helyzetükben. Míg a T. urartu és az Ae. speltoides estében a II. csúcs csak részlegesen volt 

elkülöníthető az összetett I. és III. csúcstól, az Ae. tauschii II. csúcsa egyértelműen elkülöníthető 

volt (3. ábra). Ezen felül a T. urartu csúcsai nagyobb fluoreszcenciaintenzitásoknál (115 - 160) 

jelentkeztek, mint az Ae. speltoides esetében (105 - 140), míg az Ae. tauschii csúcsainak 

pozíciói a legkisebb fluoreszcenciatartományokban voltak találhatók (95 - 135) (6. ábra). 
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Kimutatható volt, hogy a T. urartu esetében a II. csúcsból a genom 15.23%-át reprezentáló 5Au 

kromoszómát 78%-os tisztaságban tudtuk izolálni, az Ae. speltoides 5S kromoszómája (mely 

kb. 13.88%-a az S genomnak) 89%-os tisztaságban volt izolálható, míg az Ae. tauschii 5D 

kromoszómájának (a D genom kb. 15.56%-a) 87,3%-os tisztaságú frakciója volt kinyerhető (6. 

ábra, 3 táblázat).   

 
3. táblázat Az egyes áramlásikariotípus-csúcsok (I-III) kromoszóma-tartalmának összetétele a T. urartu 

MvGB115, az Ae. speltoides MvGB905 és Ae. tauschii. MvGB605 genotípus esetében. A csúcsokhoz tartozó 

számok az adott kromoszómák arányát jelentik a vizsgált kromoszómák számának százalékában.   

 

Faj Genom Kromoszóma I. Csúcs II. Csúcs III. Csúcs 

T. urartu 

speltoides 

A 1 25.64   1.41 - 
  2 -   0.28 32.69 

  3 -   2.25 34.39 

  4 38.61   0.56 - 

  5 0.28 78.53 1.69 

  6 35.44   0.84 - 

  7 - 16.1 31.21 
Vizsgált kromoszómák száma 347 354 471 

Ae. speltoides S 1 29.69 5.19   0.19 
  2 - - 36.59 

  3 - - 36.39 

  4 31.51 2.28 - 
  5 11.31 89.8   0.19 

  6 27.47 2.7   0.38 

  7 - - 26.24 
Vizsgált kromoszómák száma  495 481 522 

Ae. tauschii D 1 34.17   0.82 - 
  2 -   0.13 31.02 

  3 - 11.0 29.67 

  4 36.46   0.68 - 

  5 - 87.3   0.84 

  6 29.35 - - 

  7 - - 38.44 
Vizsgált kromoszómák száma  436 727 593 

 

Összességében elmondható, hogy egyparaméteres áramlási citometriával méret alapján a búza 

diploid őseiből az 5-ös homeológ csoport kromoszómái (5A, 5S és 5D) izolálhatók megfelelő 

tisztaságban. 

 

4.1.1.3. Kromoszómák izolálása a C genommal rendelkező Aegilops fajokból 

A C genommal rendelkező Aegilops fajok szintén hasznos génforrási lehetnek a búzanemesítési 

programoknak, melyek genomikai vizsgálata elősegítené az e fajokból történő génátvitel 

hatékonyságát. Ezt elősegítendő, megvizsgáltuk annak lehetőségét, hogy a C genom diploid 

donorfajából, az Ae. markgrafii-ból  (2n=2x=14, CC), illetve ennek természetes allotetraploid 

hibridjeiből, az Ae. triuncialis-ból (2n=4x=28, UtUtCtCt) és Ae. cylindrica-ból (2n=4x=28, 

DcDcCcCc) lehet-e tiszta kromoszómafrakciókat izolálni méret alapján. 

  Az áramlási citometriai vizsgálatok előtt meghatároztuk az Ae. markgrafii MvGB428, az Ae. 

triuncialis MvGB585 és az Ae. cylindrica MvGB1719 kariotípusát is. Ezeket  referenciaként 

használtunk az áramlásikariotípus-csúcsok által reprezentált kromoszómák azonosításához. A 

kariotípusok meghatározását az előző fejezetekhez hasonlóan FISH-sel (Afa family, pSc119.2 
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és 45S rDNS próbával) végeztük, melyet az Ae. triuncialis és Ae. cylindrica esetében genomi 

in situ hibridizációval (GISH) is kiegészítettünk (7. ábra). 

 

 

7. ábra Az Ae. markgrafii MvGB428 (A), Ae. cylindrica MvGB1719 (B, C) és Ae. triuncialis MvGB585 (D, E)  

kromoszómáinak azonosítása fluoreszcens in situ hibridizációval (FISH) három repetitív DNS-próba segítségével 

(A, B, D) és genomi in situ hibridizációval (GISH) (C, D). A FISH során a pSc119.2 próbát FITC-cel (zöld), az 

Afa family próbát rodaminnal (piros), a 45S rDNS próbát 50%-50% FITC-cel és rodaminnal (sárga) jelöltük. A 

GISH-hez D  és C (C), illetve U és C genomi próbákat (D) alkalmaztunk, ahol a C genomot FITC-cel (zöld) (C, 

E), míg a D (C) és U genomot (E) rodaminnal (vörös) jelöltük. Az Ae. triuncialis esetében a diszómás U/C reciprok 

transzlokációkat (T1: 6UtS.6UtL-5CtL és T2: 5CtS.5CtL-6UtL) nyilak jelölik. Skála: 10 µm. [Molnár és 

munkatársai (2015) nyomán] 
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Az Ae. umbellulata (UU), Ae. markgrafii (CC) és Ae. tauschii (DD) jelölt genomi DNS-ének 

mint U , C , illetve D genomi próbáknak az alkalmazása lehetővé tette az Ae. cylindrica Cc és 

Dc genomhoz tartozó kromoszómáinak, valamint az Ae. triuncialis Ct és Ut genomú 

kromoszómáinak egyértelmű megkülönböztetését is (7. ábra). Mindezek eredményeként a 

három faj kromoszómáit egyértelműen azonosítani tudtuk. A GISH alkalmazása  lehetővé tette 

egy Ut/Ct reciprok transzlokáció kimutatását az Ae. triuncialis MvGB585 genotípusban, melyet 

a diploid ősök (Ae. markgrafii és Ae. umbellulata) 5C és 6U kromoszómájának hibridizációs 

mintázatához való hasonlóság alapján (5C: diagnosztikus Afa és 45S rDNS jel a rövid karon, 

pSc119.2 jel a hosszú kar teloméráján; 6U: terminális Afa jel az akrocentrikus kromoszóma 

rövid karján és a hosszú kar intersticiális pozíciójában) T1: 6UtS.6UtL-5CtL és T2: 5CtS.5CtL-

6UtL transzlokációként azonosítottunk (Molnár és mtsai, 2015). 

A DAPI-val festett kromoszómaszuszpenziók áramlási citométeres vizsgálatával 

kimutattuk, hogy az Ae. markgrafii áramlási kariotípusa négy jól elkülöníthető csúcsból áll (8. 

ábra). Az I. és II. csúcs az 1C, 6C és 7C, illetve a 2C és 3C kromoszómát tartalmazta. A III. és 

IV. csúcs megfelelt a C genom 15.15%, illetve 14.72%-át reprezentáló 5C és 4C 

kromoszómának, melyeket 66.2% , illetve 91.3%-os tisztaságban tudtunk izolálni [8. ábra, az 

egyes csúcsok pontos kromoszómális összetételét bemutató táblázatot itt  nem mutatom be, de 

megtalálható a disszertáció alapjául szolgáló Molnár és munkatársai (2015) publikációban].  

Az Ae. triuncialis esetében az I. és II. csúcs jól elkülöníthető volt, ami megfelelt a 

6UtS.6UtL-5CtL transzlokációnak, illetve a genom 5,7%-át reprezentáló 7Ct kromoszómának. 

A két kromoszómát 90,1%, illetve 70%-os tisztaságban lehetett izolálni. A csak részlegesen 

megkülönböztethető III. és IV. csúcs a 3Ct, 6Ct, 1Ut és 3Ut, valamint az 1Ct, 4Ct és 4Ut 

kromoszómacsoportot tartalmazta. Végül az V. csúcsra a 2Ct, 2Ut, 5Ut, és 7Ut kromoszóma, 

valamint a T2:5CtS.5CtL-6UtL transzlokációs kromoszóma volt jellemző (8. ábra). 

Az Ae. cylindrica hat csúcsa közül négy jól elkülönült (I., II., V. és VI. csúcs), míg a III. és 

IV. csúcs nem volt teljesen megkülönböztethető (8. ábra). A II. és V. csúcs specifikus volt az 

1Cc és 5Dc kromoszómára, melyeket 67.5%, illetve 84.9% tisztaságban izoláltunk (8. ábra). Az 

összetett I. és III. csúcs által reprezentált kromoszómacsoportok összetétele a 6Cc és 7Cc, 

valamint 3Cc, 1Dc és 6Dc, míg a IV. és VI. csúcsban a 2Cc, 4Cc, 5Cc és 4Dc, valamint a 2Dc, 

3Dc és 7Dc kromoszómát mutattuk ki. 

Jellemző különbség volt, hogy a diploid Ae. markgrafii áramlásikariotípus-csúcsai kisebb 

fluoreszcencia intenzitásoknál jelentek meg (380-500), mint a tetraploid Ae. triuncialis (390-

610) és Ae. cylindrica (390-590) C kromoszómáié (8. ábra). Ez általában jellemző a diploid és 

tetraploid fajok kariotípusaira. 
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8. ábra Az Ae. markgrafii MvGB428 (CC), Ae. triuncialis MvGB585 (UtUtCtCt) és Ae. cylindrica MvGB1719 

(DcDcCcCc) DAPI-val festett kromoszómaszuszpenzióinak áramlási kariotípusa és a csúcsokra jellemző 

kromoszómák. A csúcsokból izolált mitotikus kromoszómák azonosítása a pSc119.2 (zöld), Afa family (vörös) és 

45S rDNS (sárga) repetitív DNS-próbával végzett FISH segítségével történt. Az egyes kromoszómákat ahhoz a 

csúcshoz rendeltük, ahol az adott kromoszóma gyakorisága a legnagyobbnak bizonyult. [Molnár és munkatársai 

(2015) nyomán] 
 

4.1.2. Kromoszómaizolálás méret és a mikroszatellit ismétlődések gyakorisága alapján 

(kétparaméteres flow sorting)  

 

Annak érdekében, hogy az idegenfajú génátvitel során az Aegilops kromoszómákat, illetve 

azok szegmentumait pontosabban meg tudjuk határozni, további mikroszatellit ismétlődéseket 

tartalmazó FISH próbák kariotípusait írtuk le a keresztezésekhez használt fajokon. A (GAA)n 

és (ACG)n ismétlődések nagyobb klasztereinek kromoszómális elhelyezkedését a pSc119.2, 

Afa family és 45S rDNS próbával, valamint a mikroszatellit próbákkal egymást követően 

végzett FISH segítségével határoztuk meg.  
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Első lépésben a vizsgált diploid Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. speltoides és Ae. 

markgrafii) gyökércsúcsi osztódó merisztémasejtjeinek metafázisos kromoszómáit 

azonosítottuk a pSc119.2, Afa family és 45S rDNS próbával adott referencia-kariotípusuk 

alapján (Badaeva és mtsai, 1996ab; Molnár és mtsai 2011a) (10. ábra). Az AE740/03 Ae. 

umbellulata genotípus hibridizációs mintázata csak kismértékben tért el attól, amit korábban az 

MvGB420 genotípus esetén figyeltünk meg (interkaláris Afa hibridizációs sáv megjelenése a 

7UL kromoszómakaron). Az Ae. comosa MvGB1039 genotípusról szintén elmondható, hogy 

kariotípusa nagyrészt hasonló a korábban vizsgált JIC211001 genotípushoz (a különbséget a 

disztális pSc119.2 jel hiánya a 2MS és 3MS karon jelenti) (10. ábra). A submetacentrikus 5M 

kromoszóma a telomérákon elhelyezkedő pSc119.2 jelek alapján különböztethető meg a 2M 

kromoszómától, míg a hosszú karon található szubtelomérás pSc119.2 jel alapján szintén 

megkülönböztethető a 7M kromoszóma a 3M kromoszómától.  

 

 

 
9. ábra Fluoreszcens in situ hibridizáció az Aegilops markgrafii MvGB428 mitotikus metafázisos kromoszómáin 

GAA (zöld) és ACG (vörös) mikroszatellit próbával (a–c), valamint 45S rDNS (sárga) és pSc119.2 (zöld) próbával 

végzett újrahibridizálást követően (d). A kromoszómák kontrsztfestése DAPI-val (szürke) történt. Skála = 10 m. 

[Molnár és munkatársai (2016) nyomán] 

 

A fenti repetitív DNS-próbákkal az Ae. speltoides MvGB905 genotípus a korábban 

publikálthoz (Badaeva és mtsai, 1996a, 1996b) hasonló kariotípust mutatott. A 6S 

kromoszómát a szatelliten található pSc119.2 jel különbözteti meg az 1S kromoszómától, míg 

a 7S kromoszómát a rövid kar szubtelomérás pSc119.2 jele különbözteti meg a hozzá hasonló 

3S kromoszómától (10. ábra).      

Az Ae. markgrafii MvGB428 genotípusának kromoszómái szintén azonosíthatók voltak. Az 

akrocentrikus 6C és 7C kromoszóma jellemző hibridizációs mintázatot mutatott a pSc119.2 

próbával (a pericentrikus sáv a 6C hosszú karjára, míg az interkaláris sáv a 7C hosszú karjára 

jellemző). A harmadik akrocentrikus kromoszóma, a 3C, a rövid karon található gyenge és a 

hosszú karon található erős telomérás pSc119.2 jel alapján azonosítható. A két szatellites 

kromoszóma, (az 1C és 5C), az 1C kromoszóma szatellitjén található pSc119.2 jel alapján 

dc_1953_21

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



54 

 

különböztethető meg. Az igen hasonló mintázattal (telomérás pSc119.2 a rövid karon) 

rendelkező, szubmetacentrikus 2C és 4C kromoszóma a kararányok alapján különböztethető 

meg, mivel a 2C akrocentrikusabbnak mondható a 4C kromoszómánál.   

A főbb GAA és ACG klaszterek kromoszómális helyzetét a mikroszatellit-alapú próbákkal 

azáltal határoztuk meg, hogy utána az Afa family, pSc119.2 és 45S rDNS próbával 

azonosítottuk az egyes kromoszómákat (9. ábra). A kettős FISH jelek alapján kimutatható volt, 

hogy a GAA ismétlődések gyakrabban fordultak elő az U és M genom kromoszómáin, mint az 

ACG ismétlődések. Ugyanakkor az S és C genomban a két mikroszatellit motívum hasonló 

gyakorisággal fordult elő (10. ábra). Az Ae. umbellulata, Ae. comosa és Ae. markgrafii esetében 

a GAA motívumok egyaránt előfordultak a centroméra, a pericentroméra, az intersticiális és a 

teloméra régióban, míg az Ae. speltoides esetében e mikroszatellit motívum lokalizációja 

inkább a centoméra és pericentroméra régióra korlátozódott. Az ACG klaszterek főként 

centromérás és pericentromérás megjelenést mutattak az Ae. umbellulata, Ae. comosa és Ae. 

speltoides esetében, de az Ae. markgrafii-ban jelentős számú intersticiális sáv is megfigyelhető 

volt. 

Az Ae. umbellulata-ban a legerősebb GAA hibridizációs sávok a 2U, 3U és 4U 

kromoszómán volt megfigyelhető. A 6U és 7U kromoszómán a GAA sávok száma és erőssége 

közepes volt, míg az 1U és 5U kromoszómán kevesebb számú és gyenge hibridizációs sáv volt 

látható. ACG hibridizációs sávok négy U kromoszómán voltak detektálhatók erős (3U és 5U), 

közepes (4U) és gyenge (6U) intenzitással.  

Az Ae. comosa-ban csak gyenge ACG sávok voltak megfigyelhetők a 3M és 4M kromoszómán 

(10. ábra). Ezzel ellentétben jellegzetes GAA sávok voltak kimutathatók valamennyi M 

kromoszómán, melyek száma változó volt a legtöbbtől (1M-4M) a közepesen át (5M) a kevésig 

(6M és 7M).  

Az Ae. speltoides-ben a legintenzívebb GAA sávok a 4S és 6S kromoszómán voltak 

kimutathatók, míg az 1S, 2S és 7S kromoszómán lévő hibridizációs jelek közepesek, a 3S és 

5S kromoszómán pedig relatíve gyengébbek voltak. Az ACG hibridizációs jelek intenzitása 

szintén változó volt, azaz erősek (6S és 7S), közepesek (2S, 3S, 4S) valamint gyengébbek (1S, 

5S) voltak az S genom kromoszómáin.    

Végezetül az Ae. markgrafii-ban intenzív GAA sávok voltak detektálhatók a 6C és 7C 

kromoszómán. A 2C, 3C és 5C kromoszómán közepes, míg az 1C és 4C kromoszómán relatíve 

gyengébb volt a GAA jelek intenzitása. Intenzitásbeli különbségek az ACG sávok esetében 

szintén tapasztalhatók voltak. A 4C és 7C kromoszómán erős, a 2C és 3C kromoszómán 

közepes, míg az 1C, 5C és 6C kromoszómán gyengébb jeleket tapasztaltunk. Azt is meg kell 

említeni, hogy a vizsgált Ae. markgrafii MvGB428 és MvGB607 genotípus FISH mintázata 

közt egyik próba esetében sem találtunk különbséget. 

Az in situ hibridizációs vizsgálatainkkal igazoltuk (10. ábra), hogy a GAA mikroszatellit 

motívum nagyon gyakori az U, M, S és C genomban, így képes változó mennyiségű és 

intenzitású FISH hibridizációs jeleket generálni az egyes kromoszómákon. A kialakuló 

kromoszóma-specifikus GAA hibridizációs mintázat kromoszómánként változó intenzitású 

zöld (FITC) fluoreszcenciát eredményez, mely a DNS mennyiségétől (azaz a kromoszóma 

méretétől) függő kék (DAPI) fluoreszcenciával együtt lehetőséget ad a kromoszómák 

kétparaméteres áramlási citometriás analízisére és az azonosított populációkból történő 

kromoszómaizolálásra.    
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10. ábra Az Aegilops umbellulata (AE740/03), Ae. comosa (MvGB1039), Ae. speltoides (MvGB905) és Ae. 

markgrafii (MvGB428) FISH kariotípusa. A GAA hibridizációs sávok zöld, míg az ACG jelek vörös színűek. A 

45S rDNS próba sárga, az Afa family vörös, a pSc119.2 próba zöld színű jelölést kapott. A kromoszómák 

kontrasztfestése DAPI-val történt (szürke ). [Molnár és munkatársai (2016) nyomán] 

 

Kísérleteinkben az Ae. umbellulata (AE740/03), Ae. comosa (MvGB1039), Ae. speltoides 

(MvGB905), Ae. markgraafii (MvGB428) és Ae. sharonensis kromoszómáit FISHIS 

segítségével GAA oligonukleotid-próbával illetve DAPI-festés segítségével jelöltük. A jelölés 

eredményeként kapott kétparaméteres áramlási kariotípus mind a négy diploid faj esetében hét 

többé-kevésbé elkülöníthető, az egyes kromoszómáknak megfelelő kromoszómapopulációt 

tartalmazott (11-13. ábra). Az egyes populációk kromoszóma-összetételét a 

mikroszkóptárgylemezekre izolált kromoszómákon végzett FISH (pSc119.2, Afa family és 45S 

rDNS próba) segítségével határoztuk meg (4. táblázat).  

A FISH eredmények alapján megállapítottuk, hogy a kisebb DAPI fluoreszcencia 

intenzitásoknál megjelenő I., II. és III. Ae. umbellulata kromoszómapopuláció az 1U, 6U, 

illetve a 3U kromoszómát reprezentálta. A nagyobb DAPI és FITC fluoreszcencia 

intenzitásoknál megjelenő IV. és V. populáció az erős és komplex GAA hibridizációs 

mintázatokkal rendelkező 2U, illetve 4U kromoszómának felelt meg (11. ábra, 4. táblázat), míg 

a nagy DAPI és kis FITC fluoreszcencia intenzitásnál megjelenő VI. és VII. populáció az 5U, 

illetve 7U kromoszómát tartalmazta, melyekben a GAA mikroszatellitek gyakorisága alacsony 

vagy közepes volt. Mindez azt jelenti, hogy a kétparaméteres analízis jelentősen segítette az 

egyes U kromoszómák elkülönítését az áramlási kariotípusokon. Míg az egyparaméteres 

izolálással csupán 3 kromoszóma és egy kevert frakció volt megkülönböztethető (4.ábra, 11a 
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ábra) (Molnár és mtsai, 2011b), addig a kétparaméteres módszerrel mind a 7 Ae. umbellulata 

kromoszóma elkülöníthető volt a korábbinál lényegesen nagyobb (88-98%) tisztaságban 

(Molnár és mtsai, 2016). Ezzel az U kromoszómák mindegyike (1-7) nagy tisztaságban 

izolálhatóvá vált. 

Az Ae. comosa (MM) esetében, ahol az egyparaméteres áramlási citometriás analízissel 

egyetlen kromoszóma nagy tisztaságú (>80%) szeparációja sem volt lehetséges (4. táblázat), a 

GAA próbával történt FISHIS jelölés és DAPI festést követően végzett kétparaméteres 

analízisel három jól elkülöníthető kromoszómapopuláció (IV, VI és VII) volt elkülöníthető, 

melyek nagy tisztaságban (>93-96%) tartalmazták a 6M, 3M ill. 7M kromoszómákat (12a. 

ábra). A fennmaradó kromoszómák, azaz az 1M és 4M, illetve a 2M és 5M populációi ugyan 

átfedésben voltak egymással, ezek tisztasága is jelentősen javult a korábbiakhoz képes (1M: 

44,8%, 4M: 53,8%, 5M: 86,5%, 2M: 62,6%). Az említett kromoszómák jobb szeparációja 

érdekében a megismételt kísérletekben a FISHIS jelöléshez a FITC-cel konjugált GAA és ACG 

próba keverékét használtuk (12b. ábra). Mindez az Ae. comosa kromoszómák nagyobb mértékű 

elkülönítését eredményzete és lehetővé tette az 1M, 2M, 4M és 5M kromoszómák izolálását 

79,6%, 73,6%, 78,4%, illetve 90,2%-os tisztaságban (4. táblázat), miközben a 3M, 6M és 7M 

frakció tisztasága tovább nőtt (96-99%) (4. táblázat).  

Mivel a FISHIS jelöléshez alkalmazott GAA-ACG próbakeverék alkalmazása javította az 

Ae. comosa kromoszómák megkülönböztetését és izolálását, a továbbiakban ezt a 

próbakeveréket alkalmaztuk az Ae. speltoides és Ae. markgrafii áramlási citometriás 

analíziséhez is. Az egyes kromoszómákon a GAA és ACG mikroszatellitek gyakoriságában 

tapasztalt különbségek lehetővé tették az S és C genom teljes kromoszómaszerelvényének 

megkülönböztetését (13. ábra) és nagy tisztaságú izolálását (4 táblázat). Az Ae. speltoides 

izolált kromoszómafrakcióinak FISH analízisével kimutattuk, hogy az 1S, 3S és 5S 

kromoszómák, melyekben a GAA és ACG ismétlődések kevésbé gyakoriak a többi 

kromoszómához képest (10. ábra), a kétparaméteres áramlási kariotípus kis FITC 

fluoreszcencia intenzitással jellemzett III., V., illetve IV. régiójában voltak megtalálhatók (13a. 

ábra). Ugyanakkor, az erős és complex GAA sávokkal rendelkező 4S kromoszóma a 

legnagyobb FITC fluoreszcencia intenzitásnál detektált populációban volt kimutatható.  
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11. ábra Az Ae. umbellulata kromoszómák vizsgálata és izolálása áramlási citometria segítségével. (a) A DAPI-

val festett mitotikus kromoszómaszuszpenzió fluoreszcenciaintenzitás-eloszlása (áramlási kariotípus). Az 

egyparaméteres áramlási kariotípus I-III csúcsai az 1U, 6U, illetve 3U kromoszómát reprezentálják, míg a kevert 

IV. csúcs a fennmaradó (2U, 4U, 5U és 7U) kromoszómákat tartalmazza. (b) Az Ae. umbellulata kromoszómák 

kétparaméteres (DAPI és GAA-FITC) áramlási kariotípusa. A GAA próbával történt FISHIS jelölés hét 

kromoszómacsoport megkülönböztetését tette lehetővé (I-VII színezett régió). (c - i) Az I-VII színezett régiók 

kromoszómáinak azonosítása mikroszkóptárgylemezekre való izolálásuk után FISH segítségével történt. Az 

azonosításhoz használt próbák: pSc119.2 (vörös), Afa family (zöld) és 45S rDNS (sárga). Mind a hét Ae. 

umbellulata kromoszóma 88-98%-os tisztaságban volt izolálható. Bar = 20 µm. [Molnár és munkatársai (2016) 

nyomán] 
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4. táblázat Az alkalmazott áramlási citometriás módszer hatása az izolálható kromoszómák számára és a szeparált 

kromoszómafrakciók tisztaságára. 

  

Módszer Ae. umbellulata Ae. comosa Ae. speltoides Ae. markgrafii 

 Kr. Genom 
% 

Tisztaság 
(%) 

Kr. Genom 
% 

Tisztaság 
(%) 

Kr. Genom 
% 

Tisztaság 
(%) 

Kr. Genom 
% 

Tisztaság 
(%) 

Egyparaméteres 

(DAPI) # 

1U  

 

12.9 98.9# -#   5S  13.8 89.8## 4C  12.4 91.3### 

 3U 13.3 86.4# -   -   -   

 6U 13.4 74.1# -   -   -   

Kétparaméteres 

(DAPI + FITC) ## 

1U  12.9 98.9 1M  14.7 79.6 1S  13.8 98.8 1C  13.1 91.8 

 2U  14.3 88.7 2M  13.1 73.6 2S  15.2 84.4 2C  15.8 94.4 

 3U  13.3 96.4 3M  15.6 96.7 3S  15.5 95.7 3C  15.1 89.6 

 4U  15.5 90.1 4M  12.6 78.0 4S  13.1 93.0 4C  12.4 97.9 

 5U  15.1 93.2 5M  14.2 90.2 5S  13.8 99.2 5C  15.5 90.7 

 6U  13.4 94.2 6M  13.6 99.6 6S  13.4 97.1 6C  12.0 91.9 

 7U  15.2 98.0 7M  15.8 98.4 7S  14.9 99.0 7C  15.7 80.1 

#: adatok Molnár és munkatársai (2011b, 2014 és 2015) 
##: adatok Molnár és munkatársai (2016) 

 

 

12. ábra Az Ae. comosa kromoszómák kétparaméteres (DAPI és GAA-FITC) áramlási kariotípusa. (a) A GAA 

próbával történt FISHIS jelölés három kromoszóma-specifikus populáció megkülönböztetését tette lehetővé (IV, 

VI és VII színezett régió), melyek a 3M, 6M és 7M kromoszómákat reprezentálták. (b) A GAA és ACG 

próbakeverékkel végzett FISHIS lehetővé tette az Ae. comosa mind a hét kromoszómájának megkülönböztetését, 

melyek 73-99% tisztaságban voltak szeparálhatók. Az I-VII színezett régiók kromoszómáinak azonosítása 

mikroszkóptárgylemezekre való izolálásuk után FISH segítségével történt. Az azonosításhoz használt próbák: 

pSc119.2 (vörös), Afa family (zöld) és 45S rDNS (sárga). A kromoszómák kontrasztfestése DAPI-val történt 

(szürke). [Molnár és munkatársai (2016) nyomán]  
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13. ábra Az (a) Ae. speltoides és (b) Ae. markgrafii kromoszómák kétparaméteres (DAPI és GAA-FITC) áramlási 

kariotípusa. (a) A GAA és ACG próbával történt FISHIS jelölés lehetővé tette az összes S és C genomú 

kromoszóma megkülönböztetését (a, b) (I-VII színezett régiók), melyek 84-99%, illetve 80-97% tisztaságban 

voltak izolálhatók. Az I-VII színezett régiók kromoszómáinak azonosítása mikroszkóptárgylemezekre való 

izolálásuk után FISH segítségével történt. Az azonosításhoz használt próbák: pSc119.2 (vörös), Afa family (zöld) 

és 45S rDNS (sárga). A kromoszómák kontrasztfestése DAPI-val történt (szürke). [Molnár és munkatársai (2016) 

nyomán] 
 

Az Ae. markgrafii esetében két genotípust (MvGB428 és MvGB607) alkalmaztunk annak 

érdekében, hogy megfelelő számú szem álljon rendelkezésre az áramlási citometriás analízis és 

kromoszómaizolálás optimalizálásához. Az izolált kromoszómafrakciókon végzett FISH 

segítségével kimutattuk, hogy az erős és komplex mikroszatellit (GAA és ACG) hibridizációs 

mintázattal rendelkező 4C, 6C és 7C kromoszómák (10. ábra) a magas FITC fluoreszcencia 

intenzitásoknál kimutatott VII, III, illetve I populációban voltak jelen (13b. ábra), míg 

alacsonyabb GAA és ACG tartalmuknak köszönhetően az 1C, 2C, 3C és 5C kromoszómák az 

alacsonyabb FITC fluoreszcencia intenzitásoknál detektált populációkhoz tartoztak. A 2S és 7C 

kromoszóma kivételével, melyeket 84,4%, illetve 80,9% tisztaságban tudtunk izolálni, a GAA 

és ACG próbával végzett FISHIS jelölés lehetővé tette, hogy az Ae. speltoides és Ae. markgrafii 

teljes kromoszómaszerelvényét 93%, illetve 90%-ot meghaladó tisztaságban tudjuk izolálni (4. 

táblázat). 

Az Ae. speltoides mellett elvégeztük egy másik S genommal rendelkező génforrásfaj, az Ae. 

sharonensis kromoszómáinak kétparaméteres módszerrel történő izolálását is. Az Ae. 

sharonensis (Sr1644) kétparaméteres (DAPI, FITC) áramlási kariotípusa öt jól elkülönült és 

egy kevert kromoszómapopulációból állt. A populációk kromoszómális összetételének FISH-

sel (pSc119.2 és GAAn microsatellit próba segítségével) történt vizsgálata során megállapítható 

volt, hogy a jól elkülönült populációk a 2Ssh, 3Ssh, 4Ssh, 5Ssh, valamint 7Ssh kromoszómának 

feleltek meg, melyeket 91-97%-os tisztaságban tudtunk izolálni (14. ábra), míg a kevert 

populációban az 1Ssh és 6Ssh kromoszóma közel azonos arányban fordult elő.   
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14. ábra Az Ae. sharonensis kromoszómáinak kétparaméteres (DAPI és GAA-FITC) áramlási kariotípusa. A 

GAA és ACG próbával történő FISHIS jelölés lehetővé tette öt Ssh kromoszóma (2Ssh, 3Ssh, 4Ssh, 5Ssh és 7Ssh) 

megkülönböztetését, melyek 90-94% tisztaságban voltak izolálhatók, míg a kevert populációt alkotó 1Ssh és 6Ssh 

kromoszóma izolált frakciójának tisztasága jelentősen kisebb volt. A kromoszómák azonosítása 

mikroszkóptárgylemezekre való izolálásuk után FISH segítségével történt pSc119.2 (zöld) és GAA (vörös) próba 

alkalmazásával. A kromoszómák kontrasztfestése DAPI-val történt (kék).  
 

Az eredményekből kitűnik, hogy búza rokonsági körébe tartozó diploid Aegilops fajok 

kromoszómái áramlásos citometriai módszerekkel izolálhatók. A továbbiakban megvizsgáltuk, 

hogy a keresztezésekhez használt tetraploid Ae. biuncialis kromoszómáinak izolása javítható-e 

kétparaméteres áramlásos citometriás módszerrel.  

 

Az Ae. biuncialis MvGB382 (UUMM) kromoszómáinak fluoreszcens jelölését [(GAA)7-

FITC próbával végzett FISHIS és DAPI-festés] követően megalkotott kétparaméteres áramlási 

kariotrípuson kilenc populációt tudtunk elkülöníteni (15a. ábra). Az egyes populációk 

kromoszóma-összetételét meghatározva megállapítottuk, hogy a 9 populációból továbbra is 

csak 2 kromoszóma, az 1U és a 7M volt izolálható, hasonló vagy kissé nagyobb tisztaságban 

(92-98%), mint azt az egyparaméteres módszer esetében tapasztaltuk (lásd 2. táblázat).  

Alternatívaként megvizsgáltuk annak a lehetőségét is, hogy lehetséges-e további Ae. 

biuncialis kromoszómákat izolálni hexaploid búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis 1U/6U, 3U, 2M, 

3M és 7M addíciós vonalakból. A FITC-DAPI ‘dot blot’ áramlási kariotípusok vizsgálatával 

megállapítható volt, hogy az addíciós vonalakban  lévő Aegilops kromoszómák a kisebb, A és 

D búzakromoszómákra jellemző DAPI fluoreszcencia intenzitásoknál jelentek meg. 

Ugyanakkor az Aegilops U és M kromoszómái a rajtuk található jelentős mennyiségű GAA 

klaszternek köszönhetően intenzív GAA-FITC fluoreszcenciával rendelkeztek, mely alapján 

egyértelműen elkülönültek a GAA hibridizációs szignálokat nem, vagy csak kismértékben 

tartalmazó A és D kromoszómáktól (15b-f. ábra). Mindezeknek a tulajdonságoknak 

köszönhetően az Aegilops kromoszómák (a 7M kivételével) nagy tisztaságban (90-96%) voltak 

izolálhatók az addíciós vonalakból.  
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15. ábra Az Ae. biuncialis kromoszómáinak izolálása áramlási citometria segítségével. (A) Az Ae. biuncialis 

MvGB382 genotípus mitotikus kromoszómáinak kétparaméteres (DAPI vs. GAA-FITC) áramlási kariotípusa. A 

GAA-FITC próba segítségével történt FISHIS jelölés lehetővé tette kilenc kromoszómapopuláció 

megkülönböztetését (színezett régiók). E populációk kromoszóma-összetételét mikroszkóptárgylemezekre izolált 

kromoszómákon végzett FISH (pSc119.2, Afa family és 45S rDNS próba) segítségével határoztuk meg. 

Kimutattuk, hogy az 1U és 7M kromoszómát 92-98%-os tisztaságban lehet izolálni, míg a többi kromoszóma csak 

csoportokban volt izolálható. (B-F) Ae. biuncialis kromoszómák szeparációja búza (T. aestivum cv. Mv9kr1)-Ae. 

biuncialis 1U/6U, 3U, 2M, 3M és 7M addíciós vonalból. Az 1U, 6U, 3U, 2M, 3M kromoszóma 90-96%-os 

tisztaságban volt izolálható, míg a 7M kromoszóma tisztasága csak 75%-os volt. 
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A továbbiakban azt vizsgáltuk meg, hogy a kromoszómáktól kisebb egységek, pl. 

kromoszómakarok milyen tisztaságban izolálhatók. Ezekbe a kísérletekbe búza (T. aestivum cv. 

Chinese Spring)-Ae. umbellulata diteloszómás addíciós vonalakat vontunk be. Az eredmények 

(16a-c. ábra) szerint a búza-Ae. umbellulata 2US (16a. ábra), 2UL (16b. ábra) és 7UL (16c. 

ábra) diteloszómás addíciós vonalban a 2US, 2UL, illetve 7UL kromoszómakar egyértelműen 

elkülönült a búzakromoszómáktól, ami lehetővé tette ezen kromoszómakarok 94,9% (2US), 

90,3% (2UL), illetve 88,3%-os (7UL) tisztaságban történő izolálását. 

 

 

16. ábra Aegilops kromoszómakarok izolálása búza (Chinese Spring)-Ae. umbellulata 2US, 2UL és 7UL 

diteloszómás addíciós vonalból kétparaméteres áramlási citometria segítségvel. A mitotikus kromoszómák 

kétparaméteres (DAPI vs. GAA-FITC) áramlási kariotípusán a GAA-FITC próba segítségével történt FISHIS 

jelölés lehetővé tette az egyes Aegilops kromoszómakarok elkülönítését (színezett régiók) a hasonló méretű 

búzakromoszómáktól vagy -kromatidáktól. Az izolált kromoszómakarok FISH (pSc119.2, Afa family és 45S 

rDNS próba) alapján meghatározott tisztasága 88.3-94.9% volt.  

 

Összességében elmondható, hogy egy- és kétparaméteres áramlási citometriás módszerekkel 

a búza rokonsági köréhez tartozó legtöbb diploid fajból lehetséges volt az összes kromoszómát 

izolálni, míg a tetraploid fajokból csak egy-két kromoszóma izolálása volt lehetséges. A 

probléma azonban kiküszöbölhető volt, ha a tetraploid fajokkal létrehozott introgressziós 

(addíciós és diteloszómás) vonalakat használtuk fel a kromoszómaizoláláshoz (Molnár és mtsai 

2016). Ugyanakkor a diploid és tetraploid fajokon végzett vizsgálatok rámutattak arra is, hogy 

az egyes diploid fajok és az allopoliploidizáció során kialakult tetraploid fajok kromoszómáinak 

méretei eltérnek, ami a kromoszómák evolúciós átalakulására utalhat. 
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4.1.3. Az Aegilops fajok kromoszómáinak áramlási citometriás-szeparációja terén elért 

eredmények megvitatása 

 

Az elmúlt évtizedben a genomikai módszerek flow-szeparált kromoszómákon történő 

alkalmazása jelentősen segítette a kromoszómák strukturális és funkconális vizsgálatát, olyan 

társadalmi és gazdasági jelentőséggel bíró fajok esetében, mint amilyen a búza, az árpa és a 

rozs (Lysák és mtsai, 1999; Vrána és mtsai, 2000; Kubaláková és mtsai, 2003; Kubaláková és 

mtsai, 2005; IWGSC, 2014). Tekintettel arra, hogy a vad rokon fajok alléldiverzitása nagy 

jelentőséggel bírhat a búzanemesítési programok számára, ezen kromoszóma-alapú genomikai 

alkalmazások jelentősen segíthetik a búzába történő génátviteli folyamatot (Tiwari és mtsai, 

2014). Kísérleteink időszakában (2008-2015) csak néhány, a búza rokonsági köréhez tartozó 

vad faj (Dasypyrum villosum, Ae. geniculata 5Mg kromoszóma) esetében számoltak be áramlási 

citometria segítségével történő kromoszómaizolálásról (Grosso és mtsai, 2012; Giorgi és mtsai, 

2013; Tiwari és mtsai, 2014). A munkánk eredményeként izolált tiszta kromoszómafrakciók 

(Molnár és mtsai 2011, 2014, 2015, 2016) és módszertani fejlesztések (pl. különböző 

mikroszatelliteket tartalmazó próbakeverékek alkalmazása a FISHIS jelöléshez) (Doležel és 

mtsai, 2021) megteremtették a lehetőségét a kromoszóma-alapú genomikai módszerek 

alkalmazásának számos génforrásként felhasználható Aegilops és Triticum faj (Ae. comosa, Ae. 

umbellulata, Ae. speltoides, Ae. tauschii, T. urartu, Ae. sharonensis, Ae. biuncialis, Ae. 

geniculata, Ae. cylindrica, Ae. triuncialis) esetében.  

A kromoszómák DAPI fluoreszcencia intenzitásának (egyparaméteres) áramlási citometriás 

analízise révén kapott relatív fluoreszcenciaintenzitás-eloszlás (áramlási kariotípus) jellemző 

egy adott faj genotípusára (Kubaláková és mtsai, 2002). Azonban az az elméleti szituáció, hogy 

egy adott faj kromoszómái közt fennálló méretbeli különbség elegendő legyen ahhoz, hogy 

minden kromoszóma külön kariotípus-csúcsként jelenjen meg, nem fordult még elő. A későbbi 

genomikai alkalmazások (pl. szekvenálás) szempontjából rendkívül fontos az egyes csúcsok 

kromoszómális összetételének meghatározása, melynek egyik leghatékonyabb módja a 

mikroszkóptárgylemezekre szeparált kromoszómákon végzett FISH (Kubaláková és mtsai, 

2005) olyan próbák (pSc119.2, Afa family és 45S rDNS, esetenként GAA mikroszatellit) 

segítségével, melyek hibridizációs mintázata ismert a vizsgált fajokon (Badaeva és mtsai, 2004; 

Schneider és mtsai, 2005; Molnár és mtsai 2011).  

Az áramlásikariotípus-csúcsok összetételének meghatározása további információkkal 

szolgált a kromoszómaméretek tekintetében is. Az egyparaméteres áramlási citometriás 

vizsgálatok során az Ae. comosa kariotípusa az Ae. umbellulata-hoz képest nagyobb 

fluoreszcencia intenzitásoknál jelent meg, ami arra utal, hogy az M genom kromoszómáinak 

átlagos mérete, és így az M genom, nagyobb, mint az U genom (Molnár és mtsai, 2011b). Ezek 

az eredmények összhangban állnak az Ae. umbellulata (5.05 pg) és Ae. comosa (6.18 pg) 

esetében mért haploid genomméretét jelző 1C értékekkel (Furuta, 1970). 

Hasonló összefüggések voltak kimutathatók a hexaploid búza genomjainak diploid ősei 

esetében is (Molnár és mtsai, 2014), ahol azt tapasztaltuk, hogy a T. urartu ármlási kariotípusa 

nagyobb fluoreszcencia intenzitásoknál jelent meg az Ae. speltoides-hez és Ae. tauschii-hoz 

képest. Ezzel összefüggésben a T. urartu nagyobb 1C értékkel (5.784 és 5.88 pg DNS) 

rendelkezik az Ae. speltoides (5.15 pg DNS) és Ae. tauschii (5.08 és 5.1 pg DNS) értékeihez 

képest (Özkan és mtsai, 2003; Özkan és mtsai, 2010; Furuta és mtsai, 1986; Rees és Walters, 

1965). Szintén megállapítható volt, hogy a C genomhoz tartozó kromoszómák kisebb méretűek 

a D és U kromoszómáknál, ami az Ae. markgrafii (CC) áramlási karíotípusának, valamint 

tetraploid hibridjei, az Ae. triuncialis (UtUtCtCt) és Ae. cylindica (CcCcDcDc) C 

kromoszómáinak kisebb fluoreszcencia intenzitású csúcsokban való megjelenésében nyilvánult 

meg (Molnár és mtsai, 2015).  
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Annak ellenére, hogy az Ae. biuncialis és Ae. geniculata egyaránt az Ae. umbellulata és Ae. 

comosa természetes hibridizációjával jött létre és hasonló genomösszetétellel (UUMM) 

rendelkeznek, genomjaik mégis különböző méretbeli változásokon mentek keresztül, amint azt 

1C értékeik is jelzik. Az Ae. biuncialis 1C értéke (11.3 pg) elég közel van az Ae. umbellulata 

és az Ae. comosa 1C értékeinek összegéhez (11.23 pg) (Furuta, 1970), míg az Ae. geniculata 

értéke (10.29 pg) ettől jelentősen kisebb (Eilam és mtsai, 2008). A poliploid fajok evolúcióját 

gyakran genomátrendeződések kísérik, melyek velejárója lehet bizonyos DNS-szekvenciák 

(például alacsony kópiaszámú kódoló szekvenciák, illetve magas kópiaszámú tandem repetitív 

DNS-osztályok és transzpozábilis szekvenciák) eliminációja vagy felszaporodása is (Wendel, 

2000; Feldman és Levy, 2005). Mindezek alapján az Ae. biuncialis diploid ősökéhez 

viszonyított közel hasonló 1C értéke arra utal, hogy esetében a fajképződés nemrég zajlott le, 

míg az Ae. geniculata kialakulása korábbra tehető. Ezt a feltevést látszik megerősíteni Nagy és 

munkatársai (2006) munkája, melyben S-SAP markerekkel vizsgálták az U és M genommal 

rendelkező Aegilops fajok diverzitását, és eredményeik szerint az Ae. biuncialis és a diploid 

genomdonor fajok genomjai közti hasonlóság nagyobb, mint az Ae. geniculata esetében. 

Eredményeink azt jelzik, hogy ezek az evolúciós változások kimutathatók a kromoszómák 

szintjén is. Például az áramlásikariotípus-csúcsokban elfoglalt helyzete alapján a 4U 

kromoszóma mérete eltér a diploid és tetraploid Aegilops fajokban oly módon, hogy 

legnagyobb méretű (a IV. csúcsban jelenik meg) a diploid Ae umbellulata-ban, kisebb (a 

harmadik csúcsban lokalizált) az Ae. biuncialis-ban és legkisebb (a II. csúcsban lokalizált) az 

Ae. geniculata esetében. Mindez arra utal, hogy a 4U kromoszóma esetében a 

szekvenciaeliminációs események dominánsak voltak az Ae. biuncialis és Ae. geniculata 

fajképződése során. 

A kariotípuscsúcsok elemzése során jelentős különbségeket találtunk a két poliploid faj (Ae. 

biuncialis és Ae. geniculata) 2M, 3M és 6M kromoszómája között. Az Ae. geniculata 6Mg 

kromoszómája kisebb, mint az Ae biuncialis 6Mb, valamint a Ae. comosa ugyanezen 

kromoszómája, ami arra utal, hogy az Ae. geniculata 6Mg kromoszómáján deléció történhetett. 

E méretbeli különbségekkel összhangban megfigyelhető, hogy a diploid Ae. comosa és Ae. 

biuncialis esetében a 6M kromoszómán szatellit található, míg ez a szatellit nincs jelen az Ae. 

geniculata esetében, amit a 45S rDNS hibridizációs jel hiánya is jelez. Ezeket a 

megfigyeléseket erősíti meg az is, hogy a 3M kromoszóma kivételével ezen kromoszómák 

esetében szintén jelentős különbség van a szatellit szekvenciák, valamint a GAA és ACG 

mikroszatellit ismétlődések eloszlásában (Molnár és mtsai, 2011a). Fordított sorrend figyelhető 

meg az 1M és 4M kromoszóma esetében, melyek mérete eltér a diploid és tertaploid Aegilops 

fajokban. A legkisebb méretűek az Ae. comosa kromoszómái, ezt követi az Ae. biuncialis-é, 

majd a legnagyobb az Ae. geniculata-ban. Feltételezhető, hogy az ezen kromoszómák repetitív 

DNS-összetételében fennálló különbségek megnyilvánulnak a kromoszómák méretbeli 

eltéréseiben is, ami ezen kromoszómák párosodásának gátlásán keresztül hozzájárulhatott az 

Ae. biuncialis és Ae. geniculata reproduktív izolációjához. A két faj közötti homeológ 

csoporthoz tartozó kromoszómák közti stukturális különbségeket erősíti meg az is, hogy a búza-

Ae. geniculata addíciós vonalak és Ae. biuncialis F1 hibridek meiózisának metafázisában a 4Ug, 

1Mg, 3Mg, 4Mg és 6Mg addíció esetében nem volt megfigyelhető kör alakú bivalensek 

kialakulása (Friebe és mtsai, 1999). 

Az egy- és kétparaméteres áramlásos citometriai vizsgálatok lehetővé tették a búza 

rokonsági körébe tartozó, többségében Aegilops fajokból történő kromoszómaizolálást. A 

DAPI fluoreszcencia intenzitás, azaz méret alapján történő áramlási citometriás analízis 

segítségével lehetővé vált néhány kromoszóma nagy tisztaságban történő szeparációja. 

Kimutattuk, hogy az Ae. umbellulata 1U, 3U és 6U, az Ae. biuncialis 1Ub és 7Mb, a hexaploid 

búza diploid genomdonor fajaiból, az T. urartu-ból, Ae. speltoides-ből és Ae. tauschii-ból az 

5Au, 5S és 5D kromoszóma, míg az Ae. markgrafii 4C, az Ae. cylindrica esetében pedig az 5Dc 
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kromoszómából lehetett tiszta (75-95%) frakciókat izolálni (Molnár és mtsai 2011b, 2014, 

2015). E kromoszómák izolálását lehetővé tevő metodikai fejlesztéseket később sikerrel 

alkalmazták ezen fajok kromoszómáinak szekvenálása során, például az Ae. tauschii 5D 

kromoszómájának szekvenálásakor (Akpinar és mtsai, 2015).  

Bár az egy paraméter, azaz a kromoszómaméret, alapján történő kromoszómaizolálás 

lehetőségei korlátozottak, és mint látni fogjuk a későbbiekben, a két paraméter alapján történő 

áramlási citometria több kromoszóma izolálására ad lehetőséget, néhány szempontból az 

egyparaméteres kromoszómaizolálásnak mégis nagy jelentősége lehet. Néhány genomikai 

módszer, például a kromoszómakonformáció-befogást (Hi-C) felhasználó és hosszúnukleotid-

leolvasásokat eredményező DNS-szekvenálási eljárások (pl. TACCA) 750 ng - 1-2 g 

mennyiségű nagy molekulatömegű (~100 kb) DNS-t igényelnek (Thind és mtsai, 2017), 

melyhez 105-106 mennyiségű kromoszóma izolálására van szükség, ami napokig-hetekig tartó 

izolálási projekteket eredményez. Abban az esetben, ha a célkromoszóma áramlásikariotípus-

csúcsa jól elkülöníthető és a kromoszóma megfelelő tisztaságban (>80%) izolálható, az egy 

paraméter alapján történő kromoszómaizolálás is alkalmazható, ami egyébként nagyobb 

izolálási sebességet és kromoszómakihozatalt eredményez a kétparaméteres módszerhez 

képest, így jelentősen csökkentheti egy-egy project időtartamát. Más genomikai módszerek 

kizárják a FISH segítségével jelölt kromoszómák, azaz a kétparaméteres áramlási  citometria 

felhasználását. A nanocsatorna-alapú optikai térképezés (https://bionanogenomics.com/) a 

nagy molekulatömegű kétszálú DNS-minta egyik szálának egy speciális endonukláz (pl. a búza 

esetében Nt.BspQI) segítségével az enzim felismerőhelyére (GCTCTTC) specifikus 

pozíciókban történő hasításán és fluorokrómmal jelölt nukleotidanalóggal való jelölésén alapul 

(Keeble-Gagnère és mtsai, 2018). Ezt követően a DNS-szál nanocsatornákon keresztül történő 

migrációja során a rendszer optikailag detektálja a felismerőhelyek mentén beépült fluorszcens 

nukleotidok helyzetét és előállítja az adott DNS-fragmentnek az endonukleáz felismerőhelyein 

való eloszlásán alapuló optikai térképét. Több tízezer nagy molekulatömegű (50-100 kb) DNS-

fragment optikai ujjlenyomata lehetővé teheti nagyobb, úgynevezett szuperszkaffoldok 

összerakását és egyéb szekvenálási eljárásokkal kapott szekvenciák felhasználását, melynek 

következtében a módszer a jó minőségű referenciaszekvenciák előállításának szerves részévé 

vált az elmúlt években. Belátható, hogy az előzetesen FISH segítségével jelölt kromoszóma-

DNS kizárja az optikai térképezés alkalmazását, melyre csak a méret alapján izolált 

kromoszómák esetében van lehetőség.    

A kétparaméteres áramlási citometria lehetővé tette, hogy a vizsgált diploid Aegilops és 

Triticum fajok genomjait a genom 12,0–15,8%-át reprezentáló egyedi kromoszómákra 

bonthassuk. Így sikerült az összes kromoszómát (1-7) megfelelő tisztaságban izolálni a T. 

uraltu (AA), Ae. speltoides (SS), Ae. sharonensis (SshSsh), Ae. tauschii (DD), Ae. markgrafii 

(CC), Ae. umbellulata (UU) és Ae. comosa (MM) fajból (Molnár és mtsai, 2016). A diploid 

Aegilops fajok U, M, S, Ssh és C genomjának izolálása (amint azt a későbbiekben látni fogjuk) 

elősegítette olyan tetrapoid genomok strukturális analízisét és térképezését is, melyek 1C értéke 

meghaladja a 4 Gbp-t (U: ~4938 Mbp, M: ~6044 Mbp, S: ~5036 Mbp, C: ~4528 Mbp),.  

Előzetesen történtek már különböző próbálkozások az egyes kromoszómákat reperezentáló 

frakciók izolálására. Például Vrána és munkatársai (2015) a több kromoszómát reprezentáló 

összetett DAPI kariotípuscsúcsok kisebb, az egyes kromoszómákban gazdagabb régiókra 

történő felbontását javasolta, míg a Cápal és munkatársai (2015) által kifejlesztett módszer az 

egy darab kromoszóma izolálásán, DNS-tartalmának amplifikálásán és szekvenálásán alapul. 

Annak ellenére, hogy bizonyos esetekben hasznosnak lehetnek a fenti eljárások, ezek 

hatékonysága nem éri el a kétparaméteres áramlásos citometria hatékonyságát, mivel ezek a 

módszerek nem teszik lehetővé az egyes kromoszómák nagy tisztaságban és/vagy nagy 

mennyiségben való izolálását.   
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A DAPI-val való festés mellett a specifikus DNS szekvenciák FISH segítségével történő 

jelölése (kétparaméteres kromoszómaizolálási technika) elősegítheti az egyébként nem 

elkülöníthető kromoszómák megkülönböztetését és nagy mennyiségben történő izolálását 

(Lucretti és mtsai, 2014). Ez azért lehetséges, mert, ahogy kimutattuk, az egyes kromoszómák 

GAA és ACG hibridizációs jeleinek eloszlása az U, M, S, Ssh és C genomban eltérő, így 

alkalmasak lehetnek az egyedi kromoszómák megkülönböztetésére (Molnár és mtsai, 2011a, 

2016). Mindez összhangban áll a korábbi megfigyelésekkel, ahol különböző (GAA, AAC, 

ACG) mikroszatellit ismétlődéseket használtak az egyes búza- (Kubaláková és mtsai, 2005), 

árpa (Cuadrado és mtsai, 2008) és rozs- (Szakács és Molnár-Láng 2010) kromoszómák 

megkülönböztetésére. Ezen mikroszatellit ismétlődések kromoszómaizolálásra történő 

felhasználását az tette lehetővé, hogy Giorgi és munkatársai 2013-ban kidolgozták az ún. 

FISHIS módszert, amivel lehetővé vált a szuszpenzióban történő jelölés. Mi az elsők között 

alkalmaztuk ezt a módszert az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. speltoides és Ae. markgrafii 

kromoszómák izolálására  (Molnár és mtsai 2016), majd később az Ae. sharonensis-ben. A 

DAPI-mikroszatellit-FITC kétparaméteres áramlási kariotípuson az egyes kromoszómákat 

reprezentáló populációk relatív pozíciója összhangban állt a mitotikus kromoszómákon 

korábban FISH segítségével megfigyelt GAA és ACG hibridizációs sávok számával és 

intenzitásával (Molnár és mtsai 2016). 

Az Ae. comosa, Ae. speltoides és Ae. markgrafii esetében a GAA próba önmagában nem 

eredményezte a teljes kromoszómaszerelvény megfelelő elkülönítését. A GAA és ACG próba 

együttes alkalmazásával növelhető volt az egyes kromoszómák között a FITC szignál 

diverzitása, ami a jobb elkülönítésüket eredményezte. Mindez azt jelzi, hogy egy megfelelő 

mikroszatellit próbakeverékkel végzett FISHIS jelentősen javíthatja az egyes kromoszómák 

elkülönítését és növelheti az izolálható kromoszómák számát a Triticeae és egyébb fajok 

esetében is.    

Az izolált kromoszómafrakciók szennyeződése egyéb kromoszómák vagy kromoszóma-

fragmentek által általános jelenségnek tekinthető ((Lysák és mtsai, 1999; Vitulo és mtsai, 2011; 

Doležel és mtsai, 2012). Eredményeink arra utalnak, hogy a FISHIS jelölést követő 

kétparaméteres áramlási kariotipizálás nem csak az elkülöníthető és izolálható kromoszómák 

számát, hanem az izolált kromoszómafrakció tisztaságát is növelte. A tetraploid Ae. biuncialis 

(UbUbMbMb) kétparaméteres áramlási kariotípusa arra utal, hogy bizonyos esetekben, pl. 

poliploid fajok esetében nem lehet még a FISHIS alkalmazásával sem megfelelő szeparációt 

elérni a teljes kromoszómaszerelvény tiszta frakcióinak izolálásához. A búza-Aegilops 

diteloszómás és diszómás addíciós vonalakon kapott eredmények azonban jelzik, hogy a búza-

idegenfajú hibridszármazékok (addíciók, szubsztitúciók, esetleg transzlokációk) megfelelő 

alternatívaként szolgálhatnak a génforrásként szolgáló fajok kromoszómáinak izolálására. Az 

erős GAA-FITC szignállal rendelkező Aegilops kromoszómák kisebbek voltak, mint a szintén 

intenzív GAA mintázattal jellemezhető búza B genom kromoszómái, ezért az 1U, 6U, 3U, 2M, 

3M és 7M kromoszóma könnyen elkülöníthető volt a GAA jelekkel egyáltalán nem, vagy csak 

kismértékben rendelkező D- és A-genom kromoszómáitól. Így az Ae. biuncialis kromoszómák 

nagy (90-96%) tisztaságban voltak izolálhatók. Kivételt képez ez alól a 7M kromoszóma, ami 

„csak” 75%-os tisztaságban volt kinyerhető.    

Az izolált kromoszómák felhasználási területe folyamatosan növekszik. Példaként említhető 

a mesterséges bakteriális kromoszóma-könyvtárak létrehozása (Safár és mtsai, 2004), az optikai 

térképezés (Staňková és mtsai, 2016), vagy a molekuláris markerek létrehozása (Bartoš és 

mtsai, 2008). Az izolált kromoszómák különösen fontos alkalmazási területe az újgenerációs 

szekvenálási eljárásokkal történő ‘shot-gun’ szekvenálás is, mely alapját képezte legfontosabb 

gabonaféléink, az árpa, a rozs és a hexaploid búza nagy genomszekvenálási projektjeinek 

(Mayer és mtsai, 2011; Martis és mtsai, 2013; IWGSC, 2014). Szintén felhasználhatók a 

legújabban kifejlesztett génklónozási eljárásokban (TACCA, MutChromSeq), ami lehetővé 
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tette az azonosított és szekvenált rezisztenciagének számának gyors növekedését az elmúlt 

néhány évben (Dracatos és mtsai, 2019, Hewitt és mtsai. 2021).   

Azáltal, hogy a génforrásként használt Aegilops fajok U, M, S, Ssh és C genomjának teljes 

kromoszómaszerelvényét kromoszómánként izolálni tudtuk és ezekből mikrogrammnyi DNS-

mintákat állíottunk elő, lehetőséget teremtettünk a fenti kromoszómagenomikai módszerek 

alkalmazására annak érdekében, hogy az e fajokból történő génátvitel és introgressziós 

nemesítés hatékonyabbá válhasson. A disszertáció következő fejezeteiben ezen izolált 

kromoszómák felhasználásával kapcsolatos kísérleteimről és elért eredményeimről számolok 

be.   

 

4.2.   Áramlási citometriával izolált kromoszómák genomikai alkalmazása 

4.2.1.  A búza és Aegilops fajok genomszerkezetének összehasonlítása COS markerek 

segítségével 

4.2.1.1.  COS markerek azonosítása Aegilops kromoszómákon búza-Aegilops addíciós  

vonalak és az Aegilops fajok áramlásikariotípus-csúcsainak 

kromoszómapopulációi segítségével 

 

Ezekben a kísérletekben megvizsgáltuk annak a lehetőségét, hogy a búza ortológ génjeinek 

szekvenciáiból fejlesztett COS markerek alkalmasak lehetnek-e az Aegilops fajok U és M 

kromoszómáinak kimutatására búza genetikai háttérben. Ezekkel a kísérletekkel ugyanakkor 

azt is ellenőrizni akartuk, hogy az egyes Aegilops fajok egyparaméteres (méret alapján) 

áramlási citometria segítségével izolált kromoszómáinak DNS-mintái alkalmasak lehetnek-e a 

markerek kromoszómális helyzetének meghatározására. Munkánk során 140 COS markert 

teszteltünk búza-Aegilops (Chinese Spring/Ae. umbellulata, Chinese Spring/Ae. comosa, 

Chinese Spring/Ae. geniculata és Mv9kr1/Ae. biuncialis) addíciós vonalakon, melyek a diploid 

(Ae. umbellulata és Ae. comosa) illetve allotetraploid Aegilops fajok (Ae. biuncialis és Ae. 

geniculata) U és M kromoszómáit hordozzák, illetve ugyanezen Aegilops fajok olyan 

szubgenomi DNS-mintáin, melyeket a fajok egyparaméteres (azaz DAPI fluoreszcencia alapján 

meghatározott) kariotípuscsúcsaiból izolált kromoszómákból (lásd 4. ábra, 2. táblázat) 

állítottunk elő.  

Eredményeink szerint a vizsgált 140 COS markerből 133 volt működőképes, melyek a négy 

Aegilops faj 8 genotípusán öszességében 822 PCR-terméket produkáltak. A vizsgálatok során 

kapott PCR-termékek adatait a dolgozat terjedelmi korlátai miatt nem volt lehetőségem 

bemutatni, de szabadon hozzáférhetők az eredmények publikációjának (Molnár és mtsai, 2013) 

kiegészítő adatai közt az alábbi weboldalon 

(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0070844.s006). A 822 PCR termék közül 492 (59.85%) 

mutatott hosszpolimorfizmust az addíciós vonalak búza szülői genotípusaihoz (Chinese Spring, 

Mv9kr1 és Mv25) képest, míg 330 (40.15%) DNS-amplikon nem bizonyult polimorfnak. A 

492 polimorf PCR-termék közül 89 marker 295 termékének (59.95%) kromoszómális 

lokalizációját nem lehetett egyértelműen meghatározni, mivel az adott kromoszómát hordozó 

szubgenomi DNS-minta több kromoszómát is reprezentált, illetve a szülői genotípusok közt 

polimorf terméket hordozó Aegilops kromoszóma nem volt reprezentált az adott addíciós 

sorozatban (a vizsgált addíciós sorozatok csak részlegesek voltak). Összesen 197 (40.04%) 

polimorf termék kromoszómális elhelyezkedését sikerült meghatározni (a markerek 

termékeinek kromoszómális és áramlásikariotípus-pozíciója szintén megtalálható az alábbi 

weboldalon: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0070844.s007). A 197 polimorf termék nagy 

részét (mintegy 159 terméket) a búza-Aegilops addíciós vonalak segítségével, míg a maradékot 

az izolált kromoszómák DNS-mintáin sikerült azonosítani. Az izolált kromoszóma-DNS 

használata során figyelembe vettük, hogy a különböző áramlásikariotípus-csúcsokban az egyes 

kromoszómák részaránya változó volt (2. táblázat). A markerek PCR-reakcióit követő 
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fragmentanalízis során az egyes termékek koncentrációja meghatározható volt, így a 

legmagasabb termékkoncentráció azon áramlásikariotípus-csúcs esetében volt megfigyelhető, 

ahol az adott lokuszt hordozó kromoszóma a legnagyobb arányban fordult elő (17. ábra). 

Példaként említhető a búza 1-es homeológ csoportjára specifikus X1N marker, melynek 173 bp 

méretű terméke egyre csökkenő koncentrációban volt jelen az Ae. umbellulata I, II, III és IV 

csúcsban (a IV. csúcs esetében gyakorlatilag nem kaptunk terméket), ahol az 1U kromoszóma 

részaránya 98.9%, 25.8%, 4.32%, illetve 0% volt (2. táblázat). A csúcsokból izolált 

kromoszómák DNS-mintáin kapott koncentrációkülönbségek alapján 25 polimorf PCR-termék 

Aegilops kromoszómákon elfoglalt helyzetét sikerült meghatároznunk. A 330 nem-polimorf 

PCR-termék közül 35-nek az elhelyezkedését szintén az izolált kromoszómák DNS-mintái 

segítségével határoztunk meg. 

 
17. ábra Az X1N marker Aegilops umbellulata (MvGB470) teljes genomi DNS-éből, valamint a DAPI flow 

kariotípus I-IV. csúcsaiból izolált kromoszómák szubgenomi DNS mintáiból felszaporított 173bp PCR 

termékének kihozatalbeli különbségei. Molnár és munkatársai (2013) nyomán. 

 

Összesen 100 COS marker 232 (197 polimorf és 35 nem polimorf) PCR-amplikonját sikerült 

Aegilops kromoszómákon lokalizálni. Az allotetraploid Ae. biuncialis-ban és Ae. geniculata-

ban detektált PCR-termékek jelentős része hasonló mérettel rendelkezett, mint a diploid 

ősökből, az Ae. umbellulata-ból és Ae. comosa-ból felszaporított termékek. A diploid és 

tetraploid Aegilops fajok közt nem-polimorf termékek aránya az U genom esetében nagyobb 

volt (az Ae. biuncialis esetében 80,5%, míg az Ae. geniculata esetében 77,7% az Ae. 

umbellulata-hoz képest), mint az M genom esetében (55,5% az Ae. biuncialis és 65,7% az Ae. 

geniculata esetében az Ae. comosa-hoz képest). Mivel néhány PCR-termék több Aegilops 

kromoszómán is kimutatható volt, így 156 lokuszt tudtunk egyértelműen az U kromoszómákon 

azonosítani: 30 lokuszt (19,23%) az 1U, 8 lokuszt (5,12%) a 2U, 44-et (28,20%) a 3U, 21-et 

(13,46%) a 4U, 10 lokuszt (6,41%) az 5U, 28 lokuszt (17,94%) a 6U és 15 lokuszt (9,61%) a 

7U kromoszómán. Az M kromoszómákhoz kötött 132 lokusz közül négyet (3,03%) 

azonosítottunk az 1M, 27-et (20,45%) a 2M, 47 lokuszt (35,60%) a 3M, 3 lokuszt (2,27%) a 

4M, 8 lokuszt (6,06%) az 5M, 19 lokuszt (14,39%) a 6M és 24 lokuszt (18,18%) a 7M 

kromoszómán. Az Aegilops kromoszómákra specifikus lokuszok közül azokat tekintettük 

alkalmasnak új búza-Aegilops introgressziós vonalak szelekciójára, amelyek az addíciós 

vonalakban legalább 2 bp méretű polimorfizmust mutattak a búza szülői genotípushoz képest. 

Ebben a vizsgálatban 51 marker 169 PCR-amplikonja felelt meg ennek a kritériumnak (5. 

táblázat). 
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5. táblázat Az allotetraploid Ae. biuncialis és Ae. geniculata, valamint ezek diploid őseinek, az Ae. umbellulata 

(UU) és Ae. comosa (MM) U és M kromoszómáinak búza genetikai háttérben történő nyomonkövetésére alkalmas 

COS markerek. A markerek búzán és Aegilops fajokon adott amplikonjai között legalább 2 bp méretkülönbség áll 

fenn. A markerek kromoszóma-specifikus termékeinek (bp-ban megadott) mérete zárójelben található. A termék 

feltételezett kromoszómális pozíciója (*-gal jelölve) egy adott fajon akkor volt meghatározható, amikor a PCR-

amplikon az U vagy az M genomra speicifikus volt, legalább az egyik Aegilops fajon biztosan meghatározható 

volt a pozíció, valamint a PCR-termék menyisége a másik két faj esetében abban az izolált kromoszómamintában 

volt a legmagasabb, ahol a jelzett kromoszóma megtalálható volt. [Molnár és munkatársai (2013) nyomán] 

 

 Ae. umbellulata (UU) 

Ae. comosa (MM) 

Ae. biuncialis  

(UbUbMbMb) 

Ae. geniculata  

(UgUgMgMg) 

1U X1B(224), X2B(162) X1B(226), X2B(162), X tr248(208) X1B(226), X2B(162) 

2U X2N*(558), X2P*(292), Xtr146(303), 
Xtr451(192) 

X2N*(558), Xtr146*(303), Xtr451*(262) X2N(558), X2P(292), Xtr146(303), 
Xtr451(262) 

3U X3J(205), Xtr62(180), Xtr63(545), 

Xtr80(429), Xtr83(360),  

X3J(205), Xtr62(180), Xtr63(545), 

Xtr77(364), Xtr80(429), Xtr83(360) 

X3J(205), Xtr62(180), Xtr63(545), 

Xtr80(429), Xtr83(360) 

4U X6J*(236), Xtr72(179), Xtr76(179), 
Xtr92(231), Xtr102(318), Xtr103(270) 

X6J*(236), Xtr72*(179), Xtr76*(179), 
Xtr92*(231), Xtr103*(270),  

X6J(236), Xtr72(179), Xtr76(179), 
Xtr92(231), Xtr102(318), Xtr103(270), 

Xtr129(300),   

5U X5I*(270), X5Q*(311), Xtr128(214), 
Xtr131(470), Xtr248*(208) 

X5I*(270), X5Q*(311), Xtr128*(214), 
Xtr131*(470) 

X5I(270), X5M(199), X5Q(311), X5S(443), 
Xtr128(214), Xtr131(470), Xtr248(208) 

6U X2I(226), X4C(385), X4G(239), 

X6A(250), Xtr77(363), Xtr90(290), 
Xtr91(287), Xtr400(127) 

X2U(351), X2I(230), X4C(385), X6A(250), 

Xtr91(287) 

X4C*(385), Xtr90*(290), Xtr91*(287)  

7U X3B*(234), X7C*(327), X7I(248), 

Xtr4(266) 

X3B*(234), X7C*(327), X7I*(248), 

Xtr4*(266) 

X3B(234), X6A(277), X7C(327),  Xtr4(271, 

281) 

1M X2B*(163) X2B*(163) X1J(207), X2B(163) 

2M X1J*(228), Xtr146(381),  X1J*(228), X2R*(267), Xtr72(168), 

Xtr76(168), Xtr131(356), Xtr134(250),   

X1J(228), X2I(230), X2R(267),   

3M Xtr62(178), Xtr63(444), Xtr67(351), 

Xtr73(473), Xtr80(487), Xtr83(356), 

Xtr85*(226) 

Xtr62*(178), Xtr63*(444), Xtr76(168), 

Xtr72(168), Xtr80*(487), Xtr83*(356), 

Xtr85(226), Xtr131(356), Xtr134(250), 
Xtr471(263) 

Xtr62*(178), Xtr63*(444), Xtr80*(487), 

Xtr83*(356), Xtr85*(226), Xtr146(381), 

4M Xtr88(407) Xtr88*(407),  Xtr88*(407), 

5M X5Q*(311), Xtr128(212), 
Xtr471(209), Xtr764(214) 

X5Q*(311), Xtr471*(209), Xtr764*(214)  X5A(245), X5Q(311), Xtr128(210), 
Xtr471*(209), Xtr764(214) 

6M X6J*(236), Xtr93(477), Xtr103(261), 

Xtr104(406), Xtr112(390) 

X6J*(236), Xtr103*(261),  X6J(236), Xtr93(475), Xtr103(261), 

Xtr104(406) 

7M X7C*(328), X7I(249, 312) X6A(262), X7C(328), X7I(249, 312) X6A(250), X7C*(328), X7I(249, 312) 

*: PCR-termék feltételezett kromoszómális pozícióval. 

 

Annak érdekében, hogy a búza és Aegilops genomok közti homeológ kapcsolatokat 

tanulmányozni tudjuk, pontosan definiálnunk kell azt a genomi régiót, amit az adott COS 

markerek reprezentálnak. Az alkalmazott COS markerek helyzetéről csak kromoszómaszintű 

információk álltak rendelkezésre mind a búza, mind az Aegilops fajok esetében és nem voltak 

információink a szubkromoszómális pozíciókra vonatkozólag. A COS markerek fejlesztéséhez 

használt EST-szekvenciák helyzetét először a B. distachyon kromoszómáin határoztuk meg, 

mely már akkor is (2012-2013) jó minőségű referencia-genomszekvenciákkal rendelkezett, 

majd azt vizsgáltuk, hogy az adott marker által reprezentát Brachypodium kromoszómarégió, 

mely kromoszómákon található a búza és az Aegilops genomokban. 
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18. ábra A Brachypodium distachyon, a búza és az Aegilops genomok ortológ régióinak kapcsolata. A COS 

markerek EST-szekvenciáinak fizikai pozíciója (balra) a Brachypodium kromoszómákon (1-5) vannak feltüntetve. 

Ugyanezen markerek kromoszómális helyzetét a búza D genomjában, illetve az Ae. umbellulata (U), Ae. comosa 

(M), Ae. biuncialis (Ub, Mb) és Ae. geniculata (Ug, Mg) genomjaiban az egyes homeológ csoportokat jelző 

színkódokkal jelöltük. Az I-V genomi régiók az U genom esetében evolúciós átrendeződésen mentek keresztül a 

búza D genomjához, illetve az M genomhoz képest. A duplikálódott lokuszokat több színkóddal jelöltük. A 

feltételezett kromoszómális elhelyezkedéssel rendelkező lokuszokat *-gal jelöltük. [Molnár és munkatársai (2013) 

nyomán] 
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Első lépésben a COS markerek EST-szekvenciáinak helyzetét BLASTn segítségével 

határoztuk meg a Brachypodium kromoszómákon (a markerek EST-azonosítóit és a BLAST 

találatok paramétereit a dolgozatban szintén nem tudom bemutatni, de megtalálható az 

eredmények publikációjának kiegészítő adataként a következő weboldalon: 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0070844.s005). A legjobb találatok startpozícióit 

felhasználva elkészítettük az Aegilops és búza kromoszómákon azonosított COS markerek 

fizikai térképét a Brachypodium-ban (18. ábra; Molnár és mtsai, 2013), ahol a markerek 

pozícióit színkódokkal jelöltük annak megfelelően, hogy mely homeológ csoporthoz tartozó 

kromoszómákon helyezkednek el a búzában, illetve az egyes Aegilops fajokban.  

A markerek kromoszómális elhelyezkedése hasonló strukturális kapcsolatokat jelzett a 

Brachypodium és a búza D genomja között, amint arról korábban már beszámoltak (Luo és 

mtsai, 2009; IBI, 2010). Például az 1D kromoszóma homológiát mutatott a 2-es és 3-as 

Brachypodium (Br) kromoszómák bizonyos régióival. A 2D az 1Br és 5Br kromoszómával, a 

3D a 2Br-rel, a 4D és 5D az 1Br és 4Br kromoszómával, a 6D a 3Br, míg a 7D az 1Br és 3Br 

kromoszómával.     

Az U és M genommal rendelkező fajokat összehasonlítva megállapíthattuk, hogy a diploid 

és tetraploid Aegilops fajok U és M kromoszómáinak jelentős része hasonló homológiát 

mutatott a Brachypodium kromoszómákkal, amint azt a búza esetében tapasztaltuk. Azaz, a 3-

as homeológ csoportba tartozó Aegilops kromoszómák főként a 2Br kromoszómával, míg az 1-

es homeológ csoport kromoszómái a 2Br és 3Br kromoszómával mutattak homológiát. 

Ugyanakkor öt nagyobb méretű kromoszómaátrendeződés (I – V) volt kimutatható az Aegilops 

genomok és a búza D genomja közt, valamint az U genom és az M genom közt (18. ábra). Az 

első átrendeződés (I.) a 1Br kromoszómán az X4G és X4C marker által határolt régiót érintette, 

mely a búza 4. homeológ csoportjához tartozó kromoszómákon található, de vizsgálataink a 6U 

kromoszómán, illetve számos M kromoszómán (6M, 2Mb-3Mb és 1Mg az Ae. comosa, Ae. 

biuncialis és Ae. geniculata esetében) mutatták ki. Az 1Br kromoszóma egy másik, az X2C és 

Xtr372 marker által határolt régiója (II. átrendeződés) a búza 2. (X2C marker alapján) és 7. 

homeológ csoportjával (X7T, Xtr383, Xtr372 markerek alapján) mutat homológiát, de a 

kecskebúzafajokban a 6U, valamint a 6M és 7M kromoszómákon volt azonosítható. Az 1Br 

kromoszóma egy további, az Xtr400 és X4K marker által határolt régióját (III. átrendeződés), 

mely homológiát mutat a búza 2. és 4. homeológ csoportjával, szintén az Ae. umbellulata 6U 

kromoszómáján azonosítottuk. A 2Br kromoszóma rövid karjának disztális régiójában 

elhelyezkedő Xtr85-X3B régió (IV. átrendeződés) a búzában és az Aegilops fajok M 

genomjában a 3. homeológ csoporthoz tartozó kromoszómákon, míg az U genomban a 7. 

homeológ csoport kromoszómáin található. Végül meg kell említeni a 3Br kromoszóma hosszú 

karján lévő Xtr10-Xtr103 régiót (V. átrendeződés), mely a búza, illetve az Aegilops fajok M 

genomja esetében a 6. homeológ csoport kromoszómáin helyezkedik el, ugyanakkor ezt a régiót 

a 4U kromoszómán mutattuk ki mind a diploid, mind a tetraploid kecskebúzák esetében.  

Mindezek alapján elmondható, hogy búzán kifejlesztett COS markerek jelentős része 

alkalmas az U és M genommal rendelkező Aegilops fajok kromoszómáinak azonosítására. A 

COS markerek segítségével szintén kimutatható volt néhány átrendeződés főként a diploid és 

tetraploid fajok U genomjában, a búza és a hozzá nagyobb hasonlóságot mutató M genomhoz 

képest. Vizsgálataink jelezték, hogy az áramlási citometriával izolált kromoszómák DNS-

mintái alkalmas templátként szolgálhatnak a PCR-alapú markerek kimutatásához, ugyanakkor 

rávilágítottak az egyparaméteres izolálás hátrányaira is, miszerint a molekuláris markerek 

azonosítására akkor használható az adott kromoszóma-minta, ha annak tisztasága eléri a 70-

80%-ot, amint az látható volt az Ae. umbellulata 1U, 3U és 6U kromoszómája esetében, míg a 

kevert kromoszóma frakciók nem nyújtottak egyértelmű eredményt a markerek 

kromoszómákon történő azonosításához.         

dc_1953_21

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0070844.s005


72 

 

4.2.1.2. COS markerek azonosítása Aegilops kromoszómákon kétparaméteres  

áramlási citometriával izolált egyedi Aegilops kromoszómák segítségével 

 

Az U, M, S és C Aegilops genomok teljes kromoszóma szerelvényének nagy tisztaságban 

történő izolálása kétparaméteres áramlási citometria segítségével lehetőséget adott a COS 

markerek kromoszómális helyzetének pontosabb meghatározására az Aegilops fajokon. 

Kísérleteink ezen időszakában (2014-2015) már rendelkezésre állt a hexaploid búza 

kromoszómaalapú genomösszeillesztése és virtuális génsorrendje (GenomeZipper) (IWGSC 

2014) is, mely lehetővé tette a búza-Aegilops homeológ kapcsolatok közvetlen vizsgálatát. 

Ezekben a kísérletekben olyan COS markereket alkalmaztunk, ahol a markerfejlesztéshez 

használt EST-szekvenciákat előzetesen búza deléciós sorozat segítségével fizikailag 

térképezték a búzakromoszómákon (Quraishi és mtsai, 2009). A 123 tesztelt marker közül 100 

volt képes összesen 544 specifikus terméket produkálni legalább az egyik Aegilops faj teljes 

genomi DNS-mintáján. Az Ae. umbellulata-ban 137, az Ae. comosa-ban 131,  az Ae. speltoides-

ben 127 és az Ae. markgrafii-ban 142 amplikont tudtunk kimutatni. (A markerek PCR-

termékeire vonatkozó információkat a disszertáció terjedelmi korlátai miatt itt sem tudom 

bemutatni, de szabadon hozzáférhetők a Molnár és munkatársai (2016) publikáció kiegészítő 

adatai közt [Data S1] a következő weboldalon: 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Ftpj.13266&f

ile=tpj13266-sup-0013-DataS1.xlsx ). A markerek kromoszómális lokalizációjának 

meghatározásához a kétparaméteres áramlási citometria segítségével előállított kromoszóma-

specifikus DNS-mintákat használtuk (4. táblázat). Ezekben a mintákban az esetleges szennyező 

kromoszómák jelenléte téves pozitív termékeket és kromoszómális lokalizációt eredményezhet. 

Ennek elkerülésére azokat a markereket, melyek termékeinek koncentrációja két vagy több 

kromoszóma-specifikus mintán 10%-ál kisebb volt, kizártuk a további vizsgálatokból. 

Összesen 466 (a búzához képest 225 polimorf és 241 nem-polimorf) PCR-termék helyzetét 

sikerült meghatározni az Aegilops kromoszómákon [(Data S1; Molnár és mtsai (2016)].  

Az Ae. umbellulata U kromoszómáin meghatározott 118 lokusz közül 63 (53,38%) bizonyult 

polimorfnak a hexaploid búzagenotípushoz (GK Öthalom) képest, míg az Ae. comosa M 

kromoszómáin azonosított 114 lokusz közül 53 (46,49%), az Ae. speltoides S kromoszómáin 

azonosított 120 lokusz közül 56 (46,66%) volt polimorf. Végezetül az Ae. markgrafii esetében 

53 termék (46,49%) bizonyult polimorfnak a C genom kromoszómáin lokalizált 114 termék 

közül. Azokat a markereket, melyek termékei jelentős mértékű (≥5bp) polimorfizmust mutattak 

a búzagenotípushoz képest, alkalmasnak tekintettük az Aegilops kromoszómák 

nyomonkövetésére az idegenfajú keresztezési programok során (6. táblázat).  

A búza- és Aegilops kromoszómák közt fennálló homeológia vizsgálata során felhasználtuk 

azt az információt, hogy a markerfejlesztéshez használt EST-k fizikai pozíciója a 

búzakromoszómákon a deléciós töréspontok által definiált régiókban ismert volt (Quraishi és 

mtsai, 2009), továbbá a kromoszómákon belüli sorrendjük és (cM-ban megadott) genetikai 

pozíciójuk meghatározható volt az EST-szekvenciáknak a búza kromoszóma-specifikus és 

sorbarendezett szekvencia-adatbázisához (GENOMEZIPPER v.5; IWGSC 2014) való 

illesztésével (BLASTn). 

Az egyes markerekre vonatkozó BLASTn illesztések és Genomezipper-adatok szintén 

megtalálható Molnár és munkatársai (2016) kiegészítő adatai közt (Data S2: 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Ftpj.13266&file

=tpj13266-sup-0014-DataS2.xlsx). Az adatok alapján elkészítettük a búza A, B és D 

genomjának fizikai térképét, melyen feltüntettük az Aegilops kromoszómákon azonosított 100 

db COS marker helyzetét. Vizsgálatainkban szerepelt az Ae. speltoides is, mely a hexaploid 

búza B genomjának feltételezett donorfaja, ezért a dolgozatban csak a búza B genomja alapján 

készített összehasonlítást mutatom be (19. ábra). Az A és D genom alapján készített 
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összehasonlító ábra szintén megtalálható Molnár és munkatársai (2016) publikációjában 

(Figure S5 és S6).  

 
6. táblázat A búza és az Aegilops fajok közt polimorf (≥5 bp) PCR-terméket mutató COS markerek. Az Aegilops 

kromoszómákra specifikus amplikon mérete (bp) zárójelben található.  

 

homeológ csoport  Ae. umbellulata (UU) Ae. comosa (MM) Ae. speltoides (SS) Ae. markgrafii (CC) 

1 c757212 (244), 

c735941 (238), 

c743018 (298, 310), 
c726029 (418), 

c743346 (275), 

c737520 (327), 
c744747 (320), 

c758392 (379, 390),  

c757212 (285), 

c735941 (238),  

c743346 (277), 
c737520 (327), 

c744747 (317), 

c757212 (280), 

c735941 (227, 239), 

c743018 (305, 317), 
c743346 (278),   

c737520 (330), 

c744747 (317), 

c757212 (285),  

c735941 (237), 

c743018 (298, 310), 
c743346 (274), 

c737520 (327), 

c744747 (320), 
c751053 (498), 

c765452 (357),  

2 c740970 (207), 

c757237 (190, 194), 

c767104 (443), 

c741435 (201), 

c760549 (430), 

c742110 (194, 198), 
c742079 (374),  

c740970 (207), 

c757237 (230, 233), 

c762599 (267, 269),  

c720763 (323, 326),  c756721 (307), 

c765220 (298, 302, 310), 

c744766 (239), 

c747871 (655), 

c724406 (628), 

c741435 (588), 
c760549 (428), 

c753637 (442), 

be496986 (629), 
c771657 (888), 

c748987 (260), 

c754211 (288, 291),  

3 c752137 (399, 410), 

c805553 (442, 451), 
c772427 (371), 

c757460 (633), 

c756279 (308), 
c755305 (263) 

c805553 (450), 

c772427 (371), 
c751053 (502), 

c752685 (597), 

c771860 (374), 
c740781 (413), 

c756279 (285), 

c761505 (1374), 
c750237 (517), 

c732202 (232), 

c740257 (280), 
c748987 (260),  

c757237 (228), 

c746642 (654), 
c805553 (450), 

c751053 (595), 

c739776 (323), 
c741435 (468),  

c767104 (422), 

c805553 (442, 451), 
760830 (300, 305), 

bf484254 (556), 

c747342 (655), 
c745166 (243), 

c740257 (280),  

4 c759427 (557, 552), 
c765452 (310, 322), 

c724406 (633), 

be496986 (716),  

c743018 (298, 310), 
c733078 (458), 

c765452 (310, 322), 

c760004 (697), 
bf484254 (536) 

c770094 (432), 
c742110 (561),  

c740970 (207), 
c757237 (225, 228), 

c757460 (654), 

5 c762599 (269), 
c743567 (588), 

c758334 (630), 

c728956 (340), 
c756721 (308), 

c771643 (370), 

c748436 (873), 
c749645 (354, 362), 

c765220 (300, 304, 313), 

c732202 (322), 

c743567 (585), 
c756721 (295), 

c748436 (745), 

c749645 (316, 326), 
c765220 (297, 301, 309), 

c732202 (254),  

c762599 (267, 269), 
c743567 (585), 

c758334 (630), 

c756721 (311), 
c744654 (328), 

c748436 (810), 

c724685 (674), 
c749645 (348, 356), 

c765220 (299, 304, 312),  

c762599 (264, 269), 
c743567 (585), 

c758334 (622), 

c748436 (795), 
c749645 (339, 348), 

6 c746642 (673), 

c771614 (286), 
c760004 (690), 

c744766 (238), 

c747871 (657), 
c753637 (424), 

c760754 (430), 

c771657 (836), 
c754211 (281, 287), 

c743137 (478),  

c744766 (254),  

c747871 (660), 
c724406 (700), 

c760549 (430), 

c753637 (424), 
be496986 (647),  

c740781 (412), 

c765452 (304, 308), 
c760004 (177), 

c737067 (470), 

c744766 (251), 
c747871 (660), 

c724406 (694), 

c760549 (428), 
c753637 (514), 

be496986 (633),  

c743137 (514),  
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6. táblázat (folytatás) 

homeológ csoport  Ae. umbellulata (UU) Ae. comosa (MM) Ae. speltoides (SS) Ae. markgrafii (CC) 

7 c760830 (300, 305), 

bf484254 (568), 

c759439 (849), 
c747342 (663), 

c745166 (243),  

c760830 (300, 305), 

be494425 (531), 

c759439 (851), 
c747342 (668), 

c754211 (281, 287, 290), 

c743137 (514),  

c760830 (300, 305), 

bf484254 (568), 

c732202 (644), 
c771657 (819), 

c741119 (760), 

c747342 (696), 
c745166 (243), 

c740257 (280), 

c769080 (349), 
c753911 (165), 

c754211 (289, 292), 
c743137 (515),  

c720763 (308, 311), 

c746642 (694), 

c744070 (215), 
c765452 (309, 313, 321), 

c760004 (685),  

 

 

A búza- és Aegilops genomok homeológiaviszonyainak összehasonlítása érdekében a 

búzakromoszómák egyes régióit színkódokkal láttuk el attól függően, hogy az ott található 

markerek mely homeológ csoport kromoszómáin voltak azonosítva a különböző fajok esetében 

(19. ábra). 

Attól függően, hogy egy adott marker ugyanazon a homeológ csoporthoz tartozó 

kromoszómán volt-e megtalálható a búza- és az egyes Aegilops genomok esetében, a Jaccard 

hasonlósági együttható segítségével (Kosman és Leonard, 2005) számszerűsíthető volt a búza- 

és az Aegilops genomok közti genetikai hasonlóság (Molnár és mtsai, 2016; Table S6). A teljes 

genom szintjén az Ae. speltoides S (J=0,792) és az Ae. comosa M kromoszómáinak (J=0,762) 

struktúrája mutatta a legnagyobb hasonlóságot a búzakromoszómákkal. Az előzőekhez képest 

jelentős átrendeződéseket mutatott az Ae. umbellulata U genomja (J=0,683), míg a legnagyobb 

strukturális különbségek az Ae. markgrafii C genomja (J=0,297) esetében volt tapasztalható. 

Megállapítottuk, hogy az Aegilops fajok 1. és 5. homeológ csoporthoz tartozó kromoszómái 

általában nagyobb makroszinténiát mutattak a hasonló homeológ csoportba tartozó 

búzakromoszómákkal, mint a többi csoport kromoszómái.     

Megállapítható volt, hogy az Ae. umbellulata 1U, 3U és 5U, és kisebb mértékben a 2U és 

7U kromoszómája nagyobb makrohomológiát mutatott a hasonló homeológ csoportba tartozó 

búzakromoszómákhoz (w) képest. Ugyanakkor, számos átrendeződés volt kimutatható az Ae. 

umbellulata genomjában a búzához képest. Például a c746642 marker, mely a búza 2. homeológ 

csoportjának kromoszómáira (w2) volt specifikus a 6U kromoszómán volt kimutatható, míg a 

w3 kromoszóma-specifikus c755442 markert a 7U kromoszómán detektáltuk. A w4 

kromoszómák rövid karja és a 6U kromoszóma közti homológia 4 marker alapján szintén 

kimutatható volt, csakúgy, mint a w6 kromoszómák hosszú karjának több régiója és a 2U 

kromoszóma közti homológia (19. ábra). 

A COS markerek eloszlása alapján kimutattuk, hogy az Ae. umbellulata-val ellentétben, az 

Ae. comosa minden kromoszómája jelentős hasonlóságot mutatott az azonos homeológ 

csoportba tartozó búzakromoszómákkal. A COS markerek helyzete alapján azonban néhány 

átrendeződés létrejötte valószínűsíthető. Így a w5 kromoszómával homológ (c762599 marker 

által jelzett) régió a 2M kromoszómán található, valamint 4 marker pozíciója szerint a w7 és a 

3M kromoszómák bizonyos régiói közti hasonlóság mutatható ki (19. ábra). Ahogyan az 

várható volt, az Ae. speltoides S genomja közeli hasonlóságot mutatott a búzával. Ugyanakkor 

két marker alapján átrendeződést találtunk: egy w2 kromoszómákkal homológ régió 

átépülhetett a 3S kromoszómára. Több marker pozíciója azt mutaja, hogy lokális homológia 

van a w4 kromoszómák és a 6S, valamint a w6 kromoszómák és a 4S illetve 3S kromoszóma 

között (19. ábra). 

dc_1953_21

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



75 

 

 

19. ábra Búza-Aegilops ortológ kapcsolatok a búza B kromoszómáinak alapján ábrázolva. A COS markerekhez 

tartozó EST-k genetikai pozíciója a bal oldalon található genetikai térképen, míg fizikai pozíciójuk a deléciós 

citogenetikai térképen a jobb oldalon látható. Az Ae. umbellulata (U), Ae. comosa (M), Ae. speltoides (S) és Ae. 

markgrafii (C) kromoszómáin azonosított markereket a búza B kromoszómákon elfoglalt helyzetüknek 

megfelelően az egyes deléciós régiókban ábrázoltuk. Az egyes deléciós régiókon belül a markerek sorrendjét a 

hexaploid búza GenomZipperben található, EST-t tartalmazó kontig cM értéke alapján határoztuk meg. Az egyes 

búza deléciós régiókat az ott található markerek alapján megfelelő számú ablakra osztottuk fel, majd az egyes 

markerspecifikus ablakokat színkódokkal jelöltük annak megfelelően, hogy az adott marker mely homeológ 

csoport kromoszómáján található a különböző Aegilops genomokban. Dupla színnel jeleztük, ha egy marker több 

kromoszómán volt megtalálható egy adott genomon belül. A markerek nélküli ablakokat, illetve deléciós régiókat 

fehér színnel jelöltük. [Molnár és munkatársai (2016) nyomán] 

 

Az Ae. markgrafii esetében az 1C és 5C kromoszóma mutatta a legnagyobb hasonlóságot a 

megfelelő (1B illetve 5B) búzakromoszómákkal, bár 3 marker alapján valószínűsíthető egy w5-

specifikus régió jelenléte a 2C kromoszómán. Kimutatható volt, hogy a 2B és a 3B kromoszóma 

hosszú karjának, valamint a 4B kromoszóma rövid karjának bizonyos régiói és a 7C 
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kromoszóma között homológia állhat fenn. További genomátrendeződésekre utalhat, hogy 5 

darab 4B-specifikus markert és 4 db 2B-specifikus markert a 4C kromoszómán lokalizáltunk, 

valamint a 11 marker alapján homológia volt detektálható a 7B és a 3C kromoszóma között.  

COS markerekkel végzett kísérleteink összefoglalásaként elmondható, hogy a legnagyobb 

homológia az Ae. speltoides, a hexaploid búza B genomjának feltételezett őse, és az azonos 

homeológ csoportba tartozó búzakromoszómák között található. Kimutattuk, hogy az Ae. 

umbellulata kromoszómái jelentős átrendeződéseken mentek keresztül a búzakromoszómákhoz 

képest. Először igazoltuk, hogy az Ae. comosa M genomjának kromoszómái szintén jelentős 

homológiát mutatnak a megfelelő búza homeológ kromoszómákkal, míg az Ae. markgrafii 

izolált kromoszómáin azonosított COS markerek eredményei arra utalnak, hogy az Ae. 

markgrafii C genomja jelentősen átrendeződött az evolúció során. 
 

4.2.1.3. A COS markerekkel végzett vizsgálatok eredményeinek megvitatása 
 

A COS markerekkel kapott eredmények azt jelzik, hogy az izolált kromoszómák DNS-

mintái alkalmasak lehetnek búza molekuláris markerek Aegilops kromoszómákon történő 

azonosítására, így megfelelő alternatívaként szolgálhatnak a térképezési vizsgálatokhoz abban 

az esetben, ha az adott Aegilops kromoszómára vonatkozóan nem áll rendelkezésre búza-

Aegilops addíciós vagy szubsztitúciós vonal. Ugyanakkor az is világossá vált, hogy az izolált 

kromoszómák DNS-mintái csak abban az esetben használhatók érdemben molekuláris 

markerek térképezésére, ha az adott minta nagyrészt (>70-80%) csak egy-egy adott 

kromoszómát reprezentál. Mindez jelzi az egyparaméteres áramlási citometriával (azaz méret 

alapján) szeparált kromoszómaminták korlátait is, hiszen egy fajon belül az egyes 

kromoszómák méretbeli különbségei csak néhány esetben teszik lehetővé kromoszóma-

specifikus minták előállítását.  

Első kísérleteink (Molnár és mtsai, 2013) kivitelezésekor (2011-12) még nem volt 

hozzáférhető sem a hexaploid búza referencia-genomszekvenciája (IWGSC, 2018), sem az 

egyes kromoszómákra specifikus és sorba rendezett kontigok gyűjteménye [lásd 

GenomeZipper (IWGSC 2014)]. Annak érdekében, hogy definiálni tudjuk a COS markerek 

által reprezentált genomi régiókat és össze tudjuk hasonlítani ezek kromoszómális pozícióit a 

búzában, valamint a diploid és tetraploid kecskebúzafajok U és M genomjában, a B. distachyon 

genomi szekvenciáit használtuk referenciaként.  

Vizsgálataink során az alkalmazott COS markerek 94.3%-a produkált PCR-terméket 

legalább az egyik Aegilops fajon (Molnár és mtsai 2013), mely megerősíti az eredetileg búzára 

kifejlesztett COS markerek különböző fajokon, pl. az Ae. peregrina-n, vagy Ae. ventricosa-n 

korábban megfigyelt jó alkalmazhatóságát (Howard és mtsai, 2011; Burt és Nicholson, 2011). 

A COS markerek fajok közt való átvihetőségét támasztották alá a későbbiekben az Agropyron 

cristatum-on és Thynopyrum elongatum-on végzett vizsgálataink is, melyek információt adtak 

a P, illetve E genom és a búza közti homeológ kapcsolatokról (Said és mtsai, 2019; Gaál és 

mtsai, 2018; ). A COS markerek különböző fajokon történő nagyfokú alkalmazhatósága 

összefüggésben állhat a primertervezésnél alkalmazott célszekvenciák konzerváltságával, mely 

kevésbé tűnik variábilisnak, mint például a genomi mikroszatellit ismétlődések alapján 

fejlesztett (SSR) markerek primerszekvenciái. 

A COS markerek fizikai térképe lehetővé tette az U és M genomok, valamint a búza és az 

Aegilops fajok közti homeológiaviszonyoknak a Brachypodium genom perspekívájából történő 

tanulmányozását. A homeológ Brachypodium genomi régiók kromoszómális lokalizációja a 

búzában és az Aegilops fajokban öt genomátrendeződést mutatott ki az U genomban a búza D 

genomjához és az M genomokhoz képest (18. ábra). Nagy valószínűséggel mind az öt 

átrendeződés még diploid szinten kialakult, majd eltérően módosult a poliploid Ae. biuncialis-

ban és Ae. genicultata-ban. Három átrendeződés (I, II és III) a 6U kromoszómához 

kapcsolódott, míg egy átrendeződés (IV) a 7U-hoz, egy másik pedig (V) a 4U kromoszómához 
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volt köthető. Megfigyelhető volt, hogy az átrendeződött genomi régiók kromoszómális helyzete 

a diploid és tetraploid Aegilops fajok U genomjában eltérő volt a búzához és az M genomhoz 

képest. A búza D genomjában, valamint az Aegilops fajok M genomjában az átrendeződött 

régiók egy része (IV és V) azonos homeológ csoporthoz tartozó kromoszómákon volt 

kimutatható. Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy makrokromoszómális léptékben a 

hasonlóság nagyobb a búza és az M genom között, mint a búza és az U genom között.  

Az U és M genom, valamint a búza genomjai közti homeológia pontosabb vizsgálatát tette 

lehetővé az U, M, S és C genom kromoszómáinak egyenként történő izolálása a diploid 

Aegilops fajokból, valamint ezen DNS-minták PCR-templátként való alkalmazása olyan COS 

markerekkel, melyek genetikai és citogenetikai pozíciója ismert volt a búzakromoszómákon 

(Molnár és mtsai, 2016). Az Ae. umbellulata U genomja és a búza D genomja közti 

homeológiaviszonyokat korábban Zhang és munkatársai (1998) tanulmányozták, akik Chinese 

Spring-Ae. umbellulata addíciós vonalak segítségéve l79 búza RFLP markert azonosítottak U 

kromoszómákon, melyekből 68 marker (átlagos markerlefedettség: 9,7 marker/kromoszóma) 

kromoszómán belüli helyzetét sikerült meghatározniuk egy Ae. umbellulata kétszülős 

szegregáló térképezési populáció felhasználásával. Ezek az eredmények legalább 11 

átrendeződést mutattak ki az U genomban a búzához képest. Hasonló markerlefedettség (~14,2 

marker/kromoszóma) mellett eredményeink általában hasonló U-D homeológiakapcsolatokat 

tártak fel és elsőként adtak információt az M genom és a búza (w) kromoszómái közt fennálló 

homeológiaviszonyokról. Kimutatható volt, hogy az 1U és 1M kromoszóma főként az 1D 

kromoszómával, a 2U és 2M kromoszóma a 2D-vel, míg a 3U és 3M kromoszóma főként a 3D 

kromoszómával mutatott homeológiát. Ugyanakkor egy marker (c755442), mely a búza 3D 

rövid karján volt lokalizált, az Ae. umbellulata 7U kromoszómáján volt kimutatható, ami arra 

utal, hogy az Ae. umbellulata-ban a 3DS búzakromoszómakar disztális részének megfelelő 

régió a 7U kromoszómára transzlokálódott. Ez a megfigyelés összhangban van Yang és 

munkatársai (1996) korábbi eredményeivel, akik egy átrendeződést mutattak ki az Ae. 

umbellulata 3U és 7U kromoszómája között a búzához képest. Szoros homológia volt 

megfigyelhető az 5U/5M és a w5 kromoszómák, valamint kisebb mértékben a 7U/7M és a w7 

kromoszómák között is (19. ábra). COS markerrel kapott eredményeink megerősítették a 4U és 

a 6U kromoszóma erősen átrendeződött szerkezetét a megfelelő búza homeológ 

kromoszómákhoz képest. Vizsgálataink alapján a 4U kromoszóma homológ régiókat hordozhat 

a búza w4 kromoszómák hosszú karjával és a w6 kromoszómák rövid karjával. A 6U 

kromoszómán számos kromoszómarégió volt található, mely homológiát mutatott a búza w2L, 

a w4S, w6S és w7L kromoszómakarokkal, megerősítve ezzel Zhang és munkatársai (1998) 

korábbi eredményeit.    

Az Ae. speltoides, a hexaploid búza B genomjának feltételezett őse mutatta a legnagyobb 

homológiát a búzakromoszómákkal (19. ábra). Bár a w6 hosszú karjának megfelelő régió 

átrendeződött a vizsgált genotípusban, az Ae. speltoides többi kromoszómája közvetlenül 

megfeleltethető volt a búza azonos homeológ csoporthoz tartozó kromoszómáinak.  

Az Ae. comosa és az Ae. markgrafii izolált kromozómáin végzett COS markeres 

vizsgálataink először tárták fel a búza és az Aegilops fajok M, illetve C genomjai közti 

kapcsolatokat (Molnár és mtsai 2016) és adtak szubkromoszómális szintű betekintést arra 

vonatkozóan, hogy az egyes kromoszómarégiók helyzete hogyan változott ezen fajok 

evolúciója során a búzához viszonyítva. Meglepetésünkre az M genom kromoszómái, az Ae. 

umbellulata esetében tapasztaltakkal ellentétben, a homeológ csoportra specifikus markerek 

hasonló elhelyezkedése alapján (19. ábra) jelentős homológiát mutattak a megfelelő búza 

homeológ kromoszómákhoz képest. Eredményeink azt sugallják, hogy nagyobb mértékű 

interkromoszómális átrendeződések nem jöttek létre a diploid Ae. comosa fajképződése során. 

Az M és a búzakromoszómák közti nagyfokú homológiát látszanak megerősíteni azok a 

korábbi, búza-Aegilops addíciós vonalak meiotikus kromoszómapárosodásra vonatkozó 
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eredményeink is, ahol csökkent Ph1 kópiaszám mellett az Ae. biuncialis 3Mb-búzakromoszóma 

asszociációk gyakorisága nagyobb volt mint a 3Ub-búza asszociációké (Molnár és Molnár-

Láng, 2010).   

Az Ae. markgrafii izolált kromoszómáin azonosított COS markerek eredményei (19. ábra) 

alapján szintén először szolgáltattunk konkrét bizonyítékokat arra vonatkozóan, hogy az 

evolúció során az Ae. markgrafii C genomja jelentősen átrendeződött a búzakromoszómákhoz 

képest. Erre a Parisod és Badaeva (2020) által megfigyelt aszimmetrikus 

kromoszómastruktúrájuk (az akrocentrikus és erősen szubmetacentrikus kromoszómák nagy 

aránya) is utal. A COS markerek által feltárt homológiaviszonyok kimutatták, hogy néhány 

eddig leírt C kromoszóma (pl. 2C és 3C) egyáltalán nem a megfelelő búzakromoszómákkal 

mutat, több marker alapján egyébként konzekvens, hasonlóságot. Mindebből azt a 

következtetést kellett levonnunk, hogy a kísérleteink során az Ae. markgrafii kromoszómáinak 

azonosításához referenciaként használt FISH kariotípus (Badaeva és mtsai 1996a,b) 

nevezéktana pontosításra/módosításra szorul. Javasoltuk a 2C kromoszóma átnevezését 6C-re, 

a 3C átnevezését 7C-re, a 7C átnevezését 2C-re, végül a 6C kromoszóma átnevezését 3C-re 

(Molnár és mtsai 2016). Ezen módosítások nyomán az 1C, 5C, 6C és 7C kromoszóma jelentős 

homológiát mutat a búza megfelelő homeológ kromoszómákkal (w). A 2C homológ régiókat 

tartalmaz a búza 2wL, 3wL és 4wS szegmentumával, a 3C a 3wS és 7wS, míg a 4C homológ a 

4wL és további 2w régiókkal. A C genom azonosításához használt FISH kariotípus módosítását 

Danilova és munkatársai (2017) vizsgálatai a későbbiekben alátámasztották. A szerzők 

egykópiás ortológ gének cDNS-klónjait hibridizációs próbaként használva elkészítették a 

hexaploid búza ún. single-gene FISH citogenetikai térképét (Danilova és mtsai, 2014) majd 

hasonló próbákkal meghatározták e gének citogenetikai pozícióját az Ae. markgrafii 

kromoszómáin is (Danilova és mtsai, 2017). A Molnár és munkatársai (2016) és Danilova és 

munkatársai (2017) nómenklatúrája között egyetértés van az 1C, 3C, 5C és 7C kromoszómákat 

illetően. Meg kell azonban jegyeznünk, hogy a két cikk eltérően azonosítja a 2C, 4C és 6C 

kromoszómát. Ennek oka, hogy a kromoszómánként alkalmazott alacsony markerdenzitás 

mindkét esetben megnehezíti a részletes búza-Aegilops genomkapcsolatok tisztázását.  

Összességében elmondható, hogy a diploid Aegilops fajok S és M genomja jelentős 

homológiát mutat a megfelelő búza homeológokkal, míg az U genom és különösen a C genom 

jelentős átrendeződéseken ment keresztül. Mindez összhangban áll azzal a korábbi vizsgálattal, 

ami 2 gén szekvenciája alapján tanulmányozta a Triticeae fajok filogenetikai kapcsolatát, 

melynek alapján kimutatták hogy az Ae. umbellulata és Ae. markgrafii önnálló leszármazási 

ágat alkot az Aegilops-Triticum kládon belül (Petersen és mtsai, 2006; Mahelka és mtsai, 2011). 

A legutóbbi években a teljestranszkriptóm-szekvenáláson alapuló filogenomikai analízisek 

szintén hasonló következtetésre jutottak (Glémin és mtsai, 2019; Tanaka és mtsai, 2020). 

A COS markerek által jelzett genomátrendeződések valószínűleg lényeges szerepet 

játszhattak az U és C genom ősének kialakulásában és az Ae. umbellulata és Ae. markgrafii 

közös ősének reproduktív izolációjában.  

Összefoglalásképpen elmondható, hogy COS markerek segítségével és izolált 

kromoszómák, valamint búza-Aegilops addíciós vonalak felhasználásával igazoltuk a korábbi 

kisfelbontású RFLP-alapú genetikai térkép segítségével kapott eredményeket, miszerint az Ae. 

umbellulata genomja jelentős átrendeződéseken ment keresztül a búzagenomhoz képest.  

Vizsgálatainkkal először mutattuk ki, hogy az Ae. markgrafii C genomjában szintén jelentős 

átrendeződések történtek, valamint azt hogy az Ae. comosa M genomjának kromoszómái 

nagymértékű homológiát mutatnak a búzakromoszómákkal. Mindezek a kromoszómaszintű 

strukturális információk összhangban állnak a korábbi és későbbi génszintű filogenetikai 

vizsgálatokkal, ugyanakkor rámutatnak arra, hogy a kromoszómák strukturális változásai 

szintén jelentős szerepet játszhattak az U és C genommal rendelkező Aegilops fajok evolúciós 

különválásában az M és N genommal rendelkező fajoktól.   
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Vizsgálataink azonban nem tették lehetővé az azonosított markerek Aegilops 

kromoszómákon elfoglalt sorrendjének meghatározását, így nem tudtak pontos információt 

adni a búza- és az Aegilops kromoszómák közti kolinearitásról, illetve az Aegilops 

kromoszómákon belül bekövetkező strukturális változásokról (pl. para-, vagy pericentrikus 

inverziókról). További gondot jelentett, hogy a COS markerek alacsony denzitása miatt csak 

makroszintű összehasonlításokat végezhettünk, ami nem tette lehetővé annak eldöntését, hogy 

az egy-egy marker által jelzett átrendeződés pusztán egy véletlenszerű lokális szinténiazavar, 

vagy egy nagyobb régióra kiterjedő genomi átrendeződés. Ezért a keresztezésekhez használt U 

és M genomra fókuszálva a búza-Aegilops homológia még nagyobb felbontásban történő 

vizsgálatához szükségesnek tartottuk egy nagy felbontású és áteresztőképességű 

markerrendszer alkalmazását. Az U és M kromoszómák DNS-ének szekvenálása és 

génösszetételük összehasonlítása a búzáéval (IWGSC, 2014) szintén részletes információkkal 

szolgálhat a búza és az Aegilops fajok genomjai közti szinténiáról és lehetővé teheti specifikus 

génalapú markerek fejlesztését az Aegilops kromoszóma-szegmentumok nyomonkövetésének 

céljával. A következő fejezetekben ezekről a vizsgálatokról igyekszem részletes képet adni. 
 

4.2.2. Az U és M Aegilops genomok szerkezetének nagy felbontású vizsgálata  

4.2.2.1. Az Ae. biuncialis genomszerveződésének vizsgálata F2 szegregáló genetikai 

térkép létrehozásával 

 

A génforrásként használt Ae. biuncialis kétszülős szegregáló genetikai térképe számos 

ponton segítheti a fajkeresztezéses génátvitel folyamatát. A kromoszómákon elfoglalt 

pozíciójuk és sorrendjük révén a térképezett markerek alapjául szolgálhatnak az Aegilops 

kromatin nyomonkövetését biztosító markerkapcsolt szelekciós rendszernek. Az agronómiai 

jelentőséggel bíró gének és kvantitatív tulajdonságokért felelős genomi régiók (QTL-ek) 

térképezése már a vad fajban megtörténhet, így az introgressziós folyamat a kapcsolt markerek 

segítségével célzottan történhet. Nem utolsó sorban, a genetikai térkép segítségével 

vizsgálhatóvá válnak az egyes Aegilops kromoszómákon belül esetlegesen bekövetkezett 

átrendeződések, melyre a COS markerekkel végzett vizsgálataink nem adtak lehetőséget. 

Hosszabb távon a szegregáló genetikai térkép vázként szolgálhat a genomi szekvenciák 

összerakásához, sorba rendezéséhez is.  

Mindezek alapján elhatároztuk az Ae. biuncialis kétszülős F2 szegregáló genetikai 

térképének létrehozását. Szülői genotípusokként azt az MvGB382 és MvGB642 génbanki 

tételeket választottuk, melyeket évek óta keresztezési partnerként használtunk a búza-

előnemesítési programokban. A két szülő igen eltérő ökogeográfiai élőhelyről származik 

(MvGB382: Irán, 320m tengerszint feletti magasság és 500 mm/év csapadék; MvGB642: 

Szíria, 1160 m tengerszint feletti magasság és 1143 mm/év csapadék). Köztük számos 

tulajdonságban jelentős különbséget tapasztaltunk. Az MvGB382 genotípus jó szárazság- és 

sótűréssel rendelkezik, és 1-1,5 héttel korábban virágzik, mint az MvGB642 genotípus (Molnár 

és mtsai 2004, Ivanizs és mtsai 2019). Az MvGB642 viszont jó levélrozsda-rezisztenciát mutat.  

A keresztezések során az MvGB382 genotípust apaként használva 91 F1 egyedet, majd ezek 

öntermékenyítésével 262 MvGB642 x MvGB382 F2 genotípust állítottunk elő. A 

térképszerkesztéshez - a minőségi paraméterek alapján történt szűrési lépések eredményeként - 

224 F2 genotípust használtunk fel, melyeken 5893 SNP-DArT és 22180 Silico-DArT markert 

teszteltünk. 
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6. táblázat Az Ae. biuncialis F2 szegregáló genetikai térképét jellemző főbb statisztikai mutatók.  

 

A genetikai térkép (a disszertáció megírásakor elkészített) legfrissebb verziója 16 kapcsoltsági 

csoportot tűntet fel, melynek a teljes térképtávolsága 2618,26 cM. A térkép 975 egyedi lokuszt 

tartalmaz, a lokuszok közti átlagos távolság 2.72 cM, míg a legnagyobb távolság két lokusz 

között 23.94 cM. A térkép összesen 11317 markert tartalmaz (6. táblázat). A térkép Aegilops 

kromoszómákhoz (1U-7U, 1M-7M) rendelt kapcsoltsági csoportjait (LG1-LG16), a 

kapcsoltsági csoportokat alkotó összes térképezett DArTseq markert genetikai pozícióik cM-

ban megadott értékeivel az MTA REAL publikus repozitóriumba feltöltött 1. On-line melléklet  

tartalmazza (URI: http://real.mtak.hu/127748/). 

A kapcsoltsági csoportok (LG: Linkage Group) kromoszómákhoz való hozzárendelése során 

a legmegbízhatóbb kodomináns SNP-DArT markerekből álló váztérkép kapcsoltsági 

csoportjait alkotó markerek eredményeit összehasonlítottuk a diploid genomdonorfajok, az Ae. 

umbellulata (UU) és Ae. comosa (MM) izolált kromoszómáin és teljes genomi DNS-én adott 

eredményeivel. Megállapítottuk, hogy 7 kapcsoltsági csoport (LG16, LG7, LG4, LG1, LG14, 

LG2, LG8) markerei az M genommal rendelkező Ae. comosa allélváltozatait mutatta, míg 9 db 

kapcsoltsági csoport (LG13, LG5, LG6, LG9, LG10, LG11, LG12, LG15, LG3) esetében a 

markerek allélváltozata megegyezett az Ae. umbellulata estében kapott eredményekkel (2. On-

line melléklet, http://real.mtak.hu/id/eprint/127752). A kapcsoltsági csoportok azonosítása 

során szintén figyelembe vettük a diploid Ae. umbellulata U kromoszómái és a 

búzakromoszómák közti kolinearitásra vonatkozó információkat, melyeket korábban az Ae. 

umbellulata szegregáló genetikai térképének segítségével tártak fel (Zhang és mtsai, 1998; 

Edae és mtsai, 2017). Annak érdekében, hogy információt kapjunk a tetraploid Ae. biuncialis 

kapcsoltsági csoportjai és a búzakromoszómák közt fennálló szinténikus kapcsolatokról 

(kolinearitásról), BLASTn segítségével hasonlósági keresést végeztünk a váztérképet alkotó 

legmegbízhatóbb Aegilops markerek szekvenciái és a búzakromoszómák pszeudomolekulái 

(IWGSC, 2018) között (2. On-line melléklet). A markerszekvenciák búzakromoszómákon adott 

legjobb találatainak startpozícióit összehasonlítottuk ugyanezen markerek Aegilops 

kromoszómákon (cM-ban) megadott genetikai pozícióival, melynek révén meghatároztuk az 

Ae. biuncialis és a búzakromoszómák közt mutatkozó homológiát, illetve kolinearitást (20-21. 

ábrák). 

 

Kr. LG Térképezett 

markerek (db) 

Egyedi 

lokuszok 

száma 

Markerek közti 

átlagos távolság 

(cM) 

Markerek közti 

legnagyobb távolság 

(cM) 

Teljes 

térképtávolság 

(cM) 

1M LG16 636 50 0.67 2.04 33.58 

1U LG13 538 62 2.41 7.92 149.78 

2M LG7 982 85 2.02 11.73 172.44 

2U LG6 584 66 3.43 17.9 226.82 

3M LG4 1466 84 2.48 13.54 209.13 

3U LG5 518 58 2.51 14.64 145.59 

4M LG1 662 59 2.39 11.6 141.03 

4U LG11 454 43 3.67 23.94 158.13 

5M LG14 1292 88 2.56 12.02 225.49 

5U_1 LG3 500 55 2.16 10.26 118.88 

5U_2 LG9 257 48 2.94 17.26 138.59 

6M LG2 1023 66 2.26 9.2 149.61 

6U_1 LG10 554 53 4.88 68.6 258.88 

6U_2 LG12 353 51 3.22 8.21 164.62 

7M LG8 988 50 2.55 10.79 125.39 

7U LG15 510 57 3.51 10.72 200.3 

Total:  11317 975 2.72 23.94 2618.26 
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20. ábra. Az Ae. biuncialis és a hexaploid búza D genomjának kromoszómái közti szinténia vizsgálata a 4-es 

homeológ csoporthoz tartozó kromoszómák példáján bemutatva. A váztérképet alkotó markerek (cM-ban 

megadott) pozícióját összehasonlítottuk a markerszekvenciák búzakromoszómákon (bp-ban) megadott 

helyzetével. Kimutatható, hogy a 4M kromoszóma markerei csaknem teljes egészében a 4D kromoszómán 

találhatók, mindkét kromoszómán hasonló sorrendben, ami a két kromoszóma közti nagyfokú homológiára utal. 

Ezzel ellentétben a 4U kromoszóma markerei főként a 6D, 4D és 5D kromoszómára térképeződtek. A 6D hosszú 

karján lokalizált markerek a 4U kromoszóán fordított sorrendben helyezkedtek el, ami a genomátrendeződés során 

bekövetkező inverzióra utal.  

 

Mindezek alapján az egyes kapcsoltsági csoportokat hozzárendeltük az Ae. biuncialis 1Ub-

7Ub és 1Mb-7Mb kromoszómáihoz. Eredményeink megerősítették a COS markerekkel 

korábban feltárt búza-Aegilops homeológiakapcsolatokat, miszerint az M genom kromoszómái 

nagyobb mértékű hasonlóságot mutatnak az azonos homeológ csoportba tartozó 

búzakromoszómákkal, mint az U genom kromoszómái. Ugyanakkor a több száz térképezett 

DArT marker pozíciója alapján a szegregáló genetikai térkép arra is bizonyítékot szolgáltatott, 

hogy az M genomban nagyobb mértékű átrendeződés a kromoszómákon belül sem volt 

kimutatható a búzához képest, így az M és ugyanazon homeológ csoportba tartozó 

búzakromoszómák közt nagymértékű kolinearitás áll fenn. Ez alól csak a 2M kromoszóma 

kivétel, ahol egy intrakromoszómális átrendeződés (pericentrikus inverzió) során a rövid kar 

mab2845 és mab5158 marker által határolt szakasza a hosszú kar disztális régiójára került. 

Hasonló átrendeződést találtunk az Ae. biuncialis 2U kromoszómáján is, amiből arra 

következtethetünk, hogy ez az átrendeződés valószínűleg már az M és U genom diploid őseinek 

(Ae. comosa és Ae. umbellulata) kialakulása előtt megtörtént.  

Az M genommal ellentétben az U genom nagymértékű átrendeződéseken ment keresztül a 

búzához képest (21. ábra). Megerősítve a diploid Ae. umbellulata-n kapott COS markeres 

eredményeinket (19. ábra), jelentős mértékű kolinearitást mutattunk ki a tetraploid Ae. 

biuncialis 1U, 2U, és 3U, valamint kisebb mértékben az 5U kromoszómája és a búza hasonló 

homeológ csoportokba tartozó kromoszómái között. Az 5U kromoszóma hosszú karján 

térképeztünk egy a mab2981 és a mab5041 marker által határolt régiót, mely a 4D kromoszóma 

hosszú karjának disztális szegmentumával mutatott homológiát. Kimutattuk továbbá, hogy a 

4U, 6U és 7U kromoszóma esetében diploid szinten tapasztalt átrendeződések szintén 

megtalálhatók az allotetraploid Ae. biuncialis esetében is. Ugyanakkor a DArTseq markerek 

búza- és Aegilops kromoszómákon meghatározott sorrendje alapján kimutatható volt, hogy a 

4U, 6U és 7U kromoszóma esetében tapasztalt genomátrendeződések gyakran együtt jártak a 

transzlokálódott szegmentumok inverziójával. 
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21. ábra Az Ae. biuncialis váztérképe valamint az egyes Aegilops kromoszómák homeológia kapcsolata a búza D 

genomjának kromoszómáival. A búzakromoszómáknak megfelelő homeológ genomi régiókat a határoló markerek 

mellett színkódokkal is jelöltük. A kettős nyilak a megfelelő búzakromoszómákhoz képest inverziót mutató 

Aegilops genomi régiókat jelzik. A színkódokkal nem jelölt régiók homeológiakapcsolata nem volt egyértelműen 

meghatározható. Az 5U és 6U kromoszómákat 2-2 kapcsoltsági csoport (5U: LG3+LG9; 6U: LG12+LG10) 

reprezentálja. 
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Így a 4U kromoszómán azonosított 6DL, 4DL és 5DL búzakarral homológ 

kromoszómarégiók közül a mab1011 és mab1779 marker által határolt 6DL homológ régió 

invertálódott az átrendeződés során.  A nagymértékben átrendeződött 6U kromoszóma egyes 

régiói homológiát mutattak a 4DS, 6DS, 7DL, 2DL és 1DL búza-kromoszómakarral, ahol a 

4DS, valamint a 6DS és 2DS karral homológ régiók egy része szintén invertálódott a búzához 

képest. A 7U kromoszómán, melynek nagyrésze fordítottan kolineáris a búza 7D rövid karjával, 

szintén kimutatható volt egy disztálisan elhelyezkedő, ugyancsak invertálódott, 3DS karral 

homológ régió (21. ábra).  

A későbbiek során megkezdtük az Ae. biuncialis MvGB382 x MvGB642 F2 populáció 

egyedeiből történő F6 RIL (Recombinant Inbreed Line) populáció létrehozását, melynek 166 F6 

öntermékenyített vonala jelenleg felszaporítás alatt áll, alkalmazásuk a közeljövőben várható. 

Szándékunk szerint az F6 RIL populáció segítségével a szülői genotípusok közt jelentősen 

eltérő tulajdonságokért (levélrozsda-rezisztencia, szárazság- és sótűrés, gyökérstruktúra, 

étkezésirost-tartalom) felelős gének és QTL régiók térképezhetők lesznek az Ae. biuncialis-

ban, majd a térképezett kromoszómarégiók ismeretében, azok nyomon követésével, az adott 

tulajdonságokért felelős gének célzottan átvihetők a búzába.  Mindezekhez azonban 

szekvenciaszintű információkkal kell rendelkeznünk az egyes Aegilops kromoszómák 

génösszetételéről, a gének allélváltozatairól, melyek segítségével speciális markereket 

fejleszthetünk a génátviteli folyamat elősegítése érdekében. A következő fejezetekben az 

Aegilops U és M kromoszómák génösszetételének feltérképezése és szekvenciáik segítségével 

történt markerfejlesztés terén történt eredményekről adok áttekintést. 

 

4.2.2.2. A diploid Aegilops fajok izolált kromoszómáinak szekvenálása  

 

Az Ae. comosa és Ae. umbellulata kromoszómák izolálása utat nyitott e génforrásként 

használt fajok M és U genomjának ‘shot-gun’ szekvenálásához, kromoszómaszintű 

genomösszeillesztések elkészítéséhez, majd ezen keresztül a kromoszómák génösszetételének 

feltérképezéséhez.    

A két genom szekvenálása időben elkülönült egymástól. Az Ae. umbellulata kromoszómáit 

2013-14-ben szekvenáltuk. Abban az időben a standard protokol szerint az áramlási 

citometriával izolált kromoszómák 20-60 ng tisztított DNS-ét MDA (Multiple Displacement 

Amplification) segítségével 1-3 g mennyiségre szaporítottuk fel, majd használtuk a 

szekvenálási könyvtárak előállításához. 2018-19-ben, továbbfejlesztve a technológiát, a 

szekvenálási könyvtárak előállításához már 20-30 ng tisztított kromoszómális DNS is 

megfelelő mennyiségnek bizonyult. Mindez azt eredményezte, hogy az Ae. comosa 

kromoszóma-specifikus genomösszeillesztései jobb minőségűek, kevésbé fragmentáltak, amit 

a genomösszeillesztések jobb statisztikai mutatói (kisebb szkaffoldszám, nagyobb teljes 

assembly méret, nagyobb maximális szkaffoldméret, általában kisebb N50 és nagyobb N50 

hossz értékek) is jeleznek (7. táblázat). Mivel az Ae. umbellulata kromoszómák szekvenálása 

korábban történt meg, a gének annotációja és a génmodellek meghatározása először ezeken a 

kromoszómákon készült el, míg az Ae. comosa kromoszómaszekvenciáin ezek az analízisek 

még folyamatban vannak. Az Ae. umbellulata génstruktúrák meghatározása hasonlósági 

keresés (BLASTx) segítségével történt, melynek során hat jó minőségű 

genomösszeillesztésekkel rendelkező növényfaj [B. distachyon (v1.2, IBI 2010), Sorghum 

bicolor (v1.4, Paterson és mtsai, 2009), Oryza sativa (MSU7, Kawahara és mtsai, 2013), H. 

vulgare (IBGSC, 2012), T. urartu (Ling és mtsai, 2013), Ae. tauschii (Jia és mtsai, 2013)] 

protein szekvenciáit használtuk templátként. Mindezek eredményeként 25225 nagy 

megbízhatósággal rendelkező gént azonosítottunk az Ae. umbellulata kromoszómáin: 

1U=2880, 2U=4722, 3U=3198, 4U=2814, 5U=2982, 6U=4196, 7U=4433. Az azonosított 
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gének szekvenciái megtalálhatók az értekezés 3. On-line mellékleteként 

(http://real.mtak.hu/id/eprint/127765). 

 
7. táblázat Az Ae. comosa és Ae. umbellulata kromoszómáinak szekvenálását és genomösszeillesztéseit 

(“Assembly”) jellemző főbb statisztikai paraméterek    
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1M 149.86 65 680 437.1 792.36 0.55 309.7 8 494 14.4 

2M 210.01 186 366 813.7 920.08 0.88 139.6 35 199 6.4 

3M 123.04 61 390 534.4 944.26 0.57 174.5 8 478 18.3 

4M 122.38 157 754 736.7 823.98 0.89 309.5 27 632 7.1 

5M 112.44 63 499 481.6 931.24 0.52 179.4 9 611 14.5 

6M 157.27 49 989 463.2 854.36 0.54 221.6 6 584 20.2 

7M 132.35 59 000 531.4 933.10 0.57 309.7 8 192 18.9 

A
e. u

m
b

ellu
la

ta
 

A
E

7
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0
/0

3
 

1U 19.98 136 919 300.0 649.23 0.46 44.6 24 762 3.2 

2U 46.83 190 616 382.9 718.08 0.53 50.8 38 317 2.9 

3U 28.57 157 796 352.7 700.74 0.50 43.7 27 182 3.4 

4U 26.83 115 777 264.5 814.47 0.32 48.5 23 092 3.2 

5U 30.50 101 001 234.7 789.99 0.3 46.8 19 505 3.3 

6U 19.79 130 057 324.5 679.83 0.48 56.4 21 333 4.0 

7U 26.67 145 222 388.7 747.66 0.52 63.7 29 764 3.5 

*A kromoszómák méretét a Said és munkatársai (2021) által megadott μm adatok (Supplementary Tables 1-2) 

felhasználásával számítottuk ki. Röviden: A haploid kromoszómagarnitúra (1-7M; 1-7U) teljes hossza 

reprezentálja a genom 100%-át, ami megfelel a faj 1C értékének [a haploid genom pg-ban kifejezett DNS-tömege, 

mely az Ae. comosa esetében 5.53 pg, míg az Ae. umbellulata esetében 5.05 pg; [Furuta (1970); Eilam és 

munkatársai (2007)]. Az egyes kromoszómák relatív hossza (azaz a teljes genomhossz %-ában kifejezett 

mennyisége) átkonvertálható Mb-ban kifejezett értékekké a következő egyenlőség alapján: 1pg DNA = 978Mbp 

(Doležel és mtsai, 2003). 

**A Teljes assembly és a kromoszóma méret hányadosa. 

*** Egy súlyozott medián érték, amely azt a szkaffoldhosszúságot adja meg, aminél hosszabb szkaffoldok az 

összes assembly felét teszik ki. 

 

 
 

 

22. ábra A hexaploid búza és az Ae. umbellulata kromoszómák közt kimutatott konzervált homológ régiók. Az 

egyes Ae. umbellulata kromoszómák génmodelljeit a a búza D genomjára térképezve kimutathatóak voltak a két 

genom közt fennálló homológ régiók (zöld-sárga-vörös színű régiók) a kromoszómák hőtérképein (kék: nem-, 

vagy alacsony homológiájú régiók).  
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A prediktált gének helyzetét a búza D genomjának kromoszómáin meghatározva 

összehasonlíthattuk az Ae. umbellulata és a búzakromoszómák közti homeológia kapcsolatokat 

(22. ábra). Kimutatható volt, hogy az 1U, 2U és 3U kromoszóma többé-kevésbé homológ a 

megfelelő búzakromoszómákkal. Mindazonáltal, a 4U kromoszóma homeológ régiókat 

tartalmaz a búza 4D, 5D és 6D kromoszómájával, az 5U kromoszóma az 5D-n kívül tartalmaz 

egy, a 4DL kromoszómakar disztális régiójának megfelelő genomi fragmentet. 

A legnagyobb átrendeződésen a 6U kromoszóma ment keresztül az evolúció során, melynek 

eredményeként homeológ régiókat tartalmaz az 1D, 2D, 4D, 6D és 7D kromoszómával. Végül 

a 7U kromoszómán szintén kimutatható volt egy, a 3D kromoszóma rövid karjával homeológ 

régió. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a fenti, génösszetétel alapján kapott kromoszóma 

szintű búza-Ae. umbellulata homeológ összefüggések jó egyezést mutatnak az Ae. biuncialis U 

kromoszómákon térképezett DArTseq markerek által kimutatott összefüggésekkel. A 

szekvenálási adatok validálják a kapcsoltsági térkép adatait. Az Ae. comosa kromoszóma 

szekvenciáin ezek az analízisek még folyamatban vannak. 

 

4.2.2.3. Az Ae. biuncialis genetikai térképének és az izolált kromoszómák szekvenálásával 

kapott eredmények megvitatása 
 

Az Aegilops fajok M és U genomjának a búzakromoszómákkal mutatott 

homeológiaviszonyiról, különösen az M és a búzakromoszómák közöti kolinearitásról 

mostanáig korlátozott mennyiségű információ állt rendelkezésre. Az Ae. biuncialis genetikai 

térképének elkészítésével, valamint a diploid Aegilops fajok U és M kromoszómáinak 

szekvenálásával a búza- és Aegilops kromoszómák közti szinténia minden eddiginél nagyobb 

felbontásban volt, illetve lesz vizsgálható. Az Ae. biuncialis genetikai térképe és az Aegilops 

kromoszómák szekvenciaösszerakásai szintén hasznosak lehetnek a jövőben agronómiailag 

fontos gének és QTL régiók térképezéséhez, és gének térképalapú klónozásához.  

Az általunk létrehozott Ae. biuncialis genetikai térkép teljes térképtávolsága 2618.26 cM, 

ami összevethető az ugyancsak allotetraploid durumbúza (T. turgidum ssp. durum; BBAA) x 

vad tönke (T. turgidum ssp. dicoccoides) SSR- és DarT-alapú genetikai térképének méretével 

(2317-3169,4 cM) (Peng és mtsai, 2000; Peleg és mtsai, 2008).    

Az Ae. umbellulata első kétszülős F2 szegregáló genetikai térképét Zhang és munkatársai 

(1998) állították elő. A 122 F2 egyedből álló populáció segítségével 68 RFLP marker pozícióját 

határozták meg, ahol a kapcsoltsági csoportok kromoszómákhoz való hozzárendelése Chinese 

Spring-Ae. umbellulata addíciós vonalak segítségével történt. Sokkal később Edae és 

munkatársai (2016) számoltak be egy 140 vonalból álló F2 térképezési populáció előállításáról, 

melyek szülői allélösszetételét GBS technológia segítségével generált SNP markerekkel 

határozták meg. Az 1933 SNP markerből álló genetikai térkép teljes térképtávolsága 932,47 

cM volt, ami lehetővé tette egy hatékony szárrozsda-rezisztenciagén térképezését az Ae. 

umbellulata 2U kromoszómáján. Nem sokkal később ugyanezen csoport két kétszülős F2 

térképezési populáció segítségével elkészítette az Ae. umbellulata konszenzus genetikai 

térképét, mely 3009 GBS SNP markert tartalmazott és 948,72 cM teljes térképtávolsággal 

rendelkezett (Edae és mtsai 2017). Ismereteink szerint az általunk előállított Ae. biuncialis 

genetikai térképen kívül az Aegilops fajok M genomjára vonatkozó genetikai térkép sem a 

diploid Ae. comosa, sem az U és M genomot tartalmazó allotetraploid fajok esetében (Ae. 

biuncialis, Ae. geniculata, Aegilaps columnaris, Aegilops neglecta) nem készült.  

Ezek a korábban készített genetikai térképek lehetővé tették a hexaploid búza és az Ae. 

umbellulata U genomja közti szinténia szubkromoszómális szintű vizsgálatát. Mind az RFLP-

alapú (Zhang és mtsai 1998), mind a GBS SNP-alapú térkép (Edae és mtsai 2017) igazolta az 

erősen szubmetacentrikus kromoszómamorfológia, valamint búza RFLP markerek búza-Ae. 

umbellulata addíciós vonalakon történt vizsgálata alapján tett korábbi feltevéseket (Yang és 
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mtsai 1996), miszerint az evolúció során az U genom jelentős átrendeződéseken ment keresztül 

a búza genomjaihoz képest. Az említett közlemények eredményei megegyeztek abban a 

tekintetben, hogy az 1U, 2U és 3U kromoszóma csaknem teljesen kolineáris a megfelelő búza 

homeológ csoportokkal, pl. az 1D, 2D illetve 3D kromoszómával. (Zhang és mtsai 1998, Edae 

és mtsai 2017). Mindkét tanulmány kimutatta, hogy az 1DL, a 2DL, valamint a 3DS 

kromoszómakar terminális régiójának megfelelő Aegilops fragment transzlokálódott egy másik 

U kromoszómára, ami a 3DS fragment esetében a 7U kromoszóma hosszú karja volt. 

Ugyanakkor eredményeik eltértek abban a tekintetben, hogy mely Ae. umbellulata 

kromoszómán található a másik két régió. Zhang és munkatársai (1998) kisebb felbontású 

genetikai térképe szerint az 1DL és 2DL régióknak megfelelő fragment a 6U kromoszómán 

található, mely e mellett hordoz még homeológ fragmenteket a búza 6DS, 4DS és 7DL régióival 

is. A szerzők szerint a szintén átrendeződött 4U kromoszóma homeológ régiókat hordoz a búza 

6DL, 6DS, 4DL és 5DL kromoszómakarjával. Edae és munkatársai (2017) szerint a 6U és 4U 

kromoszóma struktúrája az előbbivel pont ellentétes. Az allotetraploid Ae. biuncialis általunk 

készített DarTseq-alapú genetikai térképe és a térkép kapcsoltsági csoportjai alapján levezetett 

búza-Aegilops szinténia a Zhang és munkatársai (1998) által publikált homológiaviszonyokat 

erősítette meg. Ennek hátterében az állhat, hogy mindkét esetben a kapcsoltsági csoportok 

kromoszómákhoz történő hozzárendelésében citogenetikai információk is szerepet játszottak. 

Zhang és munkatársai (1998) esetében a markereket búza-Ae. umbellulata addíciós vonalakon 

is tesztelték, az Ae. biuncialis esetében a DArTseq genotipizálás a molekuláris citogenetikai 

(mikroszkópos) analízisen átment Ae. umbellulata és Ae. comosa áramlási citometriával izolált 

kromoszómáin is megtörtént, így az akrocentrikus 6U és a közel metacentrikus morfológiával 

rendelkező 4U kromoszóma egyértelműen megkülönböztethető volt. Ezzel szemben Edae és 

munkatársai (2017) a kapcsoltsági csoportok azonosítását pusztán csak a búza-Aegilops 

homológiaviszonyok alapján végezte el. Az Ae. biuncialis genetikai térképének adatai egyben 

arra is rámutattak, hogy az U genomban (a búza D genomjához képest) bekövetkezett evolúciós 

átrendeződések a diploid fajok kialakulásakor végbementek, míg további átrendeződések az 

allotetraploid Ae. biuncialis fajképződése során a vizsgált leszármazási vonal (accession) 

esetében nem történtek. Ugyanakkor nem zárható ki, hogy az eltérő ökogeográfiai környezethez 

történő adaptáció eredményeként az Ae. biuncialis különböző populációiban bekövetkezhetnek 

az U és M genomot érintő intra- és intergenomikus kromoszómaátrendeződések, amint arról 

korábbi publikációnkban beszámoltunk (Molnár és mtsai 2011b). 

Térképezéssel kapott búza-Aegilops szinténiával kapcsolatos eredményeinket tovább 

erősítik az izolált kromoszómák szekvenálásával kapott adatok is. Bár az Ae. umbellulata és 

Ae. comosa kromoszómák szekvenálása után előállított genomösszeillesztések még 

meglehetősen fragmentáltak és csak ún. vázlatos (draft) genomösszeillesztéseknek tekinthetők, 

eredményeink lehetővé tették, hogy az Ae. umbellulata esetében 25225 nagy megbízhatósággal 

(HC; High Confidence) rendelkező gént prediktáljunk. Ez a szám közel áll a rozs és az árpa 

vázlatos genomösszeillesztések segítségével annotált génjeinek számához (rozs: 27784 HC 

génmodell, árpa: 26159 HC génmodell) (Bauer és mtsai 2017; IBGSC, 2012). A mintegy 25 

ezer nagy megbízhatósággal rendelkező prediktált gén alapján történt összehasonlító analízis 

eredményeként kapott búza-Ae. umbellulata homeológiakapcsolatok összhangban állnak az 

allotetraploid Ae. biuncialis U genomjának térképadataival.        

Az Ae. biuncialis M genomjára vonatkozó térképadatok, melyek az M és a 

búzakromoszómák közti szoros szinténikus kapcsolatot bizonyítják, összhangban állnak Tiwari 

és mtsai. (2015) eredményeivel, akik az Ae. geniculata, (az Ae. comosa és Ae. umbellulata 

hibridizációjával létrejött másik allotetraploid Aegilops faj) 5Mg kromoszómájának 

szekvenálásával kapott eredmények alapján szintén nem találtak nagyobb struktúrális 

átrendeződést az 5Mg kromoszómában a búza 5D kromoszómájához képest. Azon kísérleti 

adatok, melyek konzervált ortológ gének alapján fejlesztett molekuláris (COS, illetve PLUG) 
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markereket azonosítottak az Ae. comosa kromoszómáin áramlási citometriával izolált 

kromoszómák (Molnár és mtsai 2016), illetve búza-Ae. comosa addíciós vonalak segítségével 

(Liu és mtsai 2019), szintén összhangban állnak az Ae. biuncialis genetikai térképe alapján 

levonható szoros búza-M genom homológiával. Bár egy-egy marker elhelyezkedése alapján 

nem zárható ki bizonyos mértékű genomátrendeződés valószínűsége, a kromoszómák 

markerösszetétele általában az M-genom és búzakromoszómák hasonló szerveződésére utalt. 

A 2M és 2U kromoszómán kimutatott inverzió összhangban áll a Nasuda és munkatársai (1998) 

által publikált eredményekkel, akik búza-Ae. comosa aneuploid és transzlokációs vonalakat 

búza RFLP markerek segítségével vizsgálva kimutatták, hogy a 2M kromoszóma átrendeződött 

a búza 2-es homeológ csoportjának (w2) kromoszómáihoz képest egy pericentrikus inverzió 

vagy intrakromoszómális transzlokáció következtében.  

Az Ae. biuncialis MvGB382 x MvGB642 F2 térképezési populáció egyedeiből kiindulva 

SSD (‘single-seed descent’) módszerrel az elmúlt években létrehoztunk egy 166 rekombináns 

beltenyésztett vonalból álló F6 RIL populációt, mely F6 egyedeinek felszaporítása folyamatban 

van. Figyelembe véve, hogy a szülői genotípusok számos tulajdonság (pl. levélrozsda-

rezisztencia, szárazság-, hő- és sótűrés, -glükán-tartalom) tekintetében kontrasztos fenotípust 

mutatnak, ez a populáció már a közeljövőben lehetővé fogja tenni néhány mezőgazdasági 

szempontból fontos gén, illetve QTL régió térképezését és talán azonosítását is az Aegilops 

keresztezési partnerben, majd pedig ezen kulcsfontosságú genomi régiók célzott, 

markerkapcsolt szelekcióval támogatott átvitelét a búzába.   

Az Aegilops kromoszómák szekvenciaösszeillesztései kulcsszerepet játszhatnak a fajidegen 

génátvitelt segítő genomikai kutatásokban. Ezek a genomikai adatbázisok már az elmúlt 

években is számos ponton segítették néhány agronómiailag, vagy táplálkozás-élettanilag fontos 

gén Aegilops homológjának feltérképezését. Például az Ae. umbellulata 

kromoszómaszekvenciáinak segítségével sikerrel határoztunk meg tartalékfehérje (HMW 

gluteninek, LMW gluteninek, -gliadinok), valamint étkezési rost (-glükán és arabinoxilán) 

bioszintézisében szerepetjátszó gének kromoszómális elhelyezkedését (Rakszegi és mtsai, 

2017). Szintén az Ae. umbellulata áramlási citometriával izolált kromoszómáinak 

szekvenciaösszeillesztéseivel sikerült meghatároznunk a búza-Ae. umbellulata T5DL.5DS-5U 

introgressziós vonal 5U fragmentjén egy 9.47‑ Mb genomi régiót, mely az Lr76 és Yr70 levél- 

illetve sárgarozsda-rezisztenciagéneket hordozza (Bansal és mtsai 2020). 

Az Ae. biuncialis F2 populáció segítségével térképezett DArTseq markerek genetikai 

pozíciója és az áramlási citometriával izolált kromoszómák szekvenciaösszerakásai lehetővé 

teszik a kromoszóma-specifikus kontigok sorba rendezését az egyes Aegilops kromoszómák 

mentén. Az ún. Genome Zipper módszer (Mayer és mtsai, 2011) segítségével a markereket 

tartalmazó kontigok közvetlenül elhelyezhetők a térképpozícióknak megfelelően, míg a 

markerszekvenciákat nem tartalmazó kontigok sorba rendezésénél a búzával, vagy egyéb rokon 

fajokkal (B. distachyon, S. bicolor, O. sativa, stb.) mutatott homológiát veszik figyelembe. 

Fontos, hogy ezen rokon fajok esetében jó minőségű referencia- genomösszeillesztések álljanak 

rendelkezésre. E genomösszeillesztések segítségével, az egyes homológ régiók lokális 

génsorrendjének megfelelően lehet az Aegilops géneket hordozó kontigokat sorba rendezni. Ezt 

a módszert korábban sikerrel alkalmazták az árpa, a búza vagy a rozs esetében (Mayer és mtsai 

2011; IWGSC 2014; Bauer és mtsai, 2017).   

A diploid Ae. umbellulata és Ae. comosa U, illetve M kromoszómáinak sorba rendezett 

kontiggyűjteménye (Genome Zipper-e) számos ponton segítheti a Martonvásáron folytatott 

fajkeresztezések révén történő génátvitel folyamatát. Többek között lehetőséget ad a GBS 

markerrendszerek (pl. DArTseq) hatékony alkalmazására. E markerek előnye, hogy több 

százezer marker előzetes szekvenciaismeret nélküli generálásával ad lehetőséget az egyes 

populációk allélösszetételének nagyfelbontású meghatározására. Hátránya viszont a gyenge 

(60-70%-os) ismételhetőség. Az egyes generációk ismételt genotipizálási kísérletei után a 
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markerek kromoszómális helyzetét újra és újra meg kell határozni, melyhez minden esetben 

mellékelni kellene a térképezési populáció egyedeit is, ami nem realisztikus megoldás. A 

Genome Zipper segítségével a markerek pozíciója egy hasonlósági keresés (BLASTn) 

segítségével könnyen meghatározható, amint azt korábban tettük a búza x rozs keresztezési 

programunkban (Szakács és mtsai, 2020).  

A áramlási citometriával izolált kromoszómák genomösszeillesztései hatékonyan 

alkalmazhatók kromoszóma-specifikus PCR-alapú molekuláris markerek fejlesztésére is 

(Fluch és mtsai, 2012). A következő fejezetben az U, illetve M kromoszómára specifikus 

markerek fejlesztésével kapcsolatos eredményeinket igyekszem összefoglalni.   

 

4.3.  Kromoszóma alapú genomikával támogatott fajidegen génátvitel az 

Ae.biuncialis-ból a hexaploid búzába 

4.3.1.  Molekulárismarker-fejlesztés 

 

Az Aegilops umbellulata és Ae. comosa kromoszómáinak szekvenciaösszerakásai 

lehetőséget adtak új génspecifikus markerek létrehozására, melyekkel a génátviteli folyamat 

során az Aegilops kromoszómák és kromoszóma-szegmentumok nyomon követhetővé válnak. 

Munkánk során három markerfejlesztési stratégiát alkalmaztunk. Az első (1) esetben az ún. 

„EST-alapú” markerek fejlesztése során (23. ábra) a hexaploid búza I-VII homeológ csoportjain 

térképezett EST- (Expressed Sequence Tag) szekvenciákat illesztettünk az Ae. umbellulata 

kromoszómaszekvenciákhoz (Összes illesztett EST-szekvencia: 4456; átlagos 

EST/kromoszóma: 636,5). Páronkénti illesztés segítségével 399 olyan találatot azonosítottunk 

az Ae. umbellulata szekvenciákon (1U:48, 2U:90, 3U:56, 4U:44, 5U:32, 6U:82, 7U:47), melyek 

több mint 5 bp INDEL polimorfizmust mutattak a búza- és az Aegilops szekvenciák közt. A 

találatok alapján 204 EST-szekvencia polimorf régióira 313 primerpárt terveztünk, melyekből 

124-et teszteltünk PCR segítségével a keresztezési partnerként használt búza (Mv9kr1), 

valamint Ae. biuncialis (MvGB642, MvGB382, MvGB1112, MvGB470) és Ae. umbellulata 

(AE740/03) genotípusokon. Ezek közül 50 marker (40.3%) produkált polimorf amplikont a 

búza és az Aegilops genotípusok között. A polimorf markereket a későbbiekben az 1U-7U és 

1M-7M kromoszómákat hordozó búza-Aegilops addíciós vonalakon teszteltük, hogy 

megerősítsük a markerek kromoszómális lokalizációját. A Chinese Spring-Ae. geniculata és 

Mv9kr1-Ae. biuncialis addíciókon végzett PCR-reakciók segíségével (24. ábra) az egyes 

Aegilops kromoszómákon a következő számú markert sikerült azonosítani: 1U: 10, 2U:1, 3U: 

2, 4U:4, 5U:7, 6U:4, 7U:8, 1M:2, 5M:2, 7M:2). Ezek közül három markert az U és az M 

genomon is azonosítottunk (1U/1M: BE497808, 7U/7M: BF483072, BE423703). Az Aegilops 

kromoszómákon azonosított markerek primer szekvenciái, valamint a szülői genotípusokon és 

addíciós vonalakon kapott PCR amplikonok mérete megtalálható az értekezés 4. On-line 

mellékletében (http://real.mtak.hu/id/eprint/127766). E markerek egy részét sikerrel 

alkalmaztukaz Aegilops kromoszómákat hordozó búzavonalak szelekciójára az előnemesítési 

programok során (lásd később).  

Mivel az első stratégia meglehetősen időigényesnek bizonyult, egy második (2) stratégia 

alkalmazása mellett döntöttünk annak érdekében, hogy Aegilops kromoszóma-specifikus ún. 

„IT” (Intron-targeting) markereket fejlesszünk. E módszer során először az Ae. umbellulata 

prediktált génjeit (génmodelleket) térképeztük a hexaploid búza referenciaszekvenciájára 

[(búza-pseudomolekulákra; RefSeq v1.0, IWGSC (2018)], majd összehasonlítottuk a búza és 

Aegilops szekvenciákat az első exon és intron régiókban. Amikor megfelelő (>10bp) búza-

Aegilops polimorfizmust találtunk, egy primerpárt terveztünk az exon utolsó 100 bp régiójára 

(forward primer) és az intron első 500bp régiójára (reverse primer). Végül 3095 Ae. umbellulata 

kontigot felhasználva 15475 primerpárt terveztünk (5 primerpár/kontig) (5. On-line melléklet; 

http://real.mtak.hu/id/eprint/129506). 
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23. ábra Gén-alapú molekuláris markerek fejlesztése az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszóma szekvenciák 

segítségével. (A) Az EST-alapú markerek fejlesztéséhez a hexaploid búza kromoszómáin deléciós vonalak 

segítségével térképezett EST szekvenciákat illesztettünk az Ae. umbellulata kromoszóma szekvenciákhoz, majd 

az illeszkedő szakaszok polimorf régióira primereket terveztünk. (B) Az Intron-targeting (IT) markerek tervezése 

során az Ae. umbellulata prediktált génjeinek szekvenciáit térképeztük a hexaploid búza kromoszómák 

pszeudomolekuláira, majd megfelelő (>10bp) búza-Aegilops polimorfizmus esetén primer párt terveztünk az első 

exon utolsó 100 bp régiójára és az első intron első 500bp régiójára. (C) A cDNS-alapú markerek fejlesztése során 

búza ortológ gének cDNS szekvenciáit hibridizációs próbaként alkalmazva single-gene FISH segítségével 

meghatároztuk a gének citogenetikai pozícióját az Ae. comosa és Ae. umbellulata kromoszómáin (Said et al. 2021), 

majd a búza cDNS szekvenciákkal végzett BLASTn keresésekkel megkerestük az ortológ gének szekvenciáit az 

Ae. comosa, illetve Ae. umbellulata kromoszómáin és a páronkénti illesztéssel meghatározott polimorf (>2bp 

INDEL) exon és intron régiókra PCR primereket  terveztünk. Az ábrán az Aegilops kromoszóma szekvenciákat 

zölddel, a búza szekvenciákat okkersárgával, míg a polimorf régiókat fehérrel jelöltük. F: forward primer, R: 

reverse primer.   

 

24. ábra Az EST-alapú molekuláris markerek tesztelése az U és M kromoszómákat hordozó búza-Aegilops 

addíciós vonalakon és a keresztezési programban alkalmazott búza (Mv9kr1) és Ae. biuncialis (MvGB642) szülői 

genotípusokon (reprezentatív példák). A digitalis kapilláriselektroforézis-ábrákon látható, hogy az egyes markerek 

specifikus PCR-terméket produkáltak az Ae. biuncialis genotípuson, valamint a búza-Aegilops addíciós vonalakon, 

mely termékek a búza esetében nem jelentek meg. A fragmentanalízis során a PCR-termékek méretének 

meghatározásához egy 35-500 bp DNS-létrát alkalmaztunk.  
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25. ábra Az IT markerek tesztelése a keresztezési programban használt búza (Mv9kr1) és Ae. biuncialis 

(MvGB642) szülői genotípusokon (reprezentatív példák). A digitalis kapilláris elektroforézis ábrákon látható, 

hogy egyes markerek (*-gal jelőlve) specifikus PCR-terméket produkáltak az Ae. biuncialis genotípuson, mely 

termékek a búza esetében nem jelentek meg. A fragmentanalízis során a PCR-termékek méretének 

meghatározásához egy 35-500 bp DNS-létrát alkalmaztunk. 
 

 

 

26. ábra Az IT markerek tesztelése az U és M kromoszómákat hordozó búza cv. Chinese Spring (CS)-Ae. 

umbellulata (1U-7U) és Chinese Spring-Ae. comosa (1M-7M) addíciós sorozatokon, a búzaszülőn (CS), valamint 

a keresztezési programban használt búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis (MvGB642) amfiploidon (Amf.) (reprezentatív 

példák). A digitális kapilláris elektroforézis ábrákon látható, hogy az egyes markerek specifikus PCR-terméket 

produkáltak az Mv9kr1-Ae. biuncialis amfiploidon, valamint a búza-Aegilops addíciós vonalakon, mely termékek 

a búza esetében nem jelentek meg. A fragmentanalízis során a PCR-termékek méretének meghatározásához egy 

35-500 bp DNS-létrát alkalmaztunk.  

 

A markereket PCR segítségével teszteltük a búza-Aegilops keresztezési populáció szülői 

genotípusain (Mv9kr1, Ae. biuncialis MvGB642), melynek során a 84 véletlenszerűen 

kiválasztott primerpárból (12 marker/kromoszóma) 29 (34.5%) mutatott jelentős 

polimorfizmust (21 produkált igen/nem eredményt az Aegilops és a búzaszülő között; míg 8 

marker mutatott hosszpolimorfizmust). A későbbiekben a 29 polimorf markerből 24-et 

teszteltünk Chinese Spring-Ae. umbellulata és Chinese Spring-Ae. comosa addíciósvonal-

sorozatokon annak érdekében, hogy a markerek kromoszómális lokalizációját PCR 

segítségével is igazolni tudjuk. A 24 tesztelt markerből 20 marker helyzetét sikerült azonosítani 

az egyes addíciós vonalak segítségével (1U:2, 2U:2, 3U:3, 4U:4, 5U:3, 6U:2, 7U:3, 1M:1, 2M: 

2, 4M:1, 7M: 1), melyek közül 3 markert az U és az M genom kromoszómáin is azonosítottunk 

(2U/2M: Ae2U14986.1, 7U/7M: Ae7U16619.2, 5U/4M: Ae5U23507.1), míg egy marker 

(Ae4U242236.1) a 4U és a 6U addíciós vonalon is kimutatható volt (4. On-line melléklet).  

Kidolgoztunk egy új markerfejlesztési stratégiát (3), hogy az Aegilops U és M 

kromoszómák egy meghatározott citogenetikai pozíciójára fejlesszünk specifikus cDNS-alapú 

markereket, és ennek érdekében a világon először kombináltan alkalmaztuk az egyedi gének 

vizuális kimutatására alkalmazott ‘single-gene FISH’ technikát és az áramlási citometriával 

izolált kromoszómák szekvenciaösszeillesztéseit (Said és mtsai, 2021). A markerfejlesztés első 
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lépéseként 44 búza ortológ gén cDNS-szekvenciáit hibridizációs próbaként alkalmazva (4-8 

cDNS-próba/kromoszóma lefedettségben) FISH segítségével meghatároztuk a gének 

citogenetikai pozícióját a kromoszómákon és elkészítettük az Ae. comosa és Ae. umbellulata 

kromoszómáinak ‘single-gene FISH’ térképét (Said és mtsai, 2021). Az Ae. comosa esetében 

43 cDNS-próba pozícióját 47 lokuszon határoztuk meg, míg az Ae. umbellulata esetében 43 

próba 52 lokuszon mutatott hibridizációs jelet. Terjedelmi korlátok miatt a hibridizációs 

kísérletek részletes eredményeit a dolgozat nem tartalmazza, de ezek az eredmények, valamint 

az alkalmazott ortológ gének cDNS-szekvenciái, a próbaelőállítás és hibridizáció, valamint a 

kromoszómális pozíciók meghatározására vonatkozó adatok szabadon hozzáférhetők a kutatás 

publikációjának (Said és mtsai, 2021) részeként.      
 

8. táblázat A génalapú (EST-, IT és cDNS-alapú) markerek fejlesztésével, a szülői genotípusokon és addíciós 

vonalakon történt validálásával, valamint a markerkapcsolt szelekció keretében történt alkalmazásával kapcsolatos 

eredmények összefoglalása. 

 
EST-alapú 
markerek 

IT 
markerek 

cDNS-alapú 
markerek 

Összes 

Tervezett primerpárok száma 313 15475 274 16062 

PCR-validált markerek a szülőkön 124 84 274 482 

Polimorf markerek 
igen/nem 21 22 52 95 

méret 29 9 84 122 

Addíciós vonalakon tesztelt 
markerek száma 

 48 24 62 134 

Aegilops kromoszómákon 
azonosított markerek száma 

1U 10 2 5 16 

 2U 1 2 - 5 

 3U 2 3 9 14 

 4U 4 4 2 10 

 5U 7 3 4 13 

 6U 4 2 5 13 

 7U 8 3 3 13 

 1M 2 1 - 2 

 2M - 2 1 3 

 3M - - 6 6 

 4M - 1 3 3 

 5M 2 - - 3 

 6M - - 3 3 

 7M 2 1 3 5 

      

Markerkapcsolt szelekcióhoz 
alkalmazott markerek száma 

 3 10 24 37 

 

Második lépésben a FISH segítségével meghatározott fizikai pozíciók in silico validálása 

céljából a gének cDNS-szekvenciáinak segítségével hasonlósági keresést végeztünk az Ae. 

comosa és Ae. umbellulata kromoszómáinak vázlatos genomösszeillesztésein, valamint 

referenciaként a búza A, B és D genomjának referencia-genomszekvenciáin. A BLASTn 

keresések eredményei szintén hozzáférhetők Said és munkatársai (2021) publikációjának 

kiegészítő adatai közt. Az Ae. comosa kromoszómáin FISH segítségével meghatározott 47 

génpozícióból 44-et (93,6%-ot) sikerült BLASTn segítségével validálnunk ugyanazon 

kromoszómák szekvenciáin, mint amelyeket az in situ hibridizációs kísérletek eredményeként 

kaptunk. Az Ae. umbellulata esetében az 52 ‘single-gene FISH’ pozícióból 40-et (76,9%) 

sikerült in silico megerősíteni.  
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A markerfejlesztés 3. lépéseként a búza cDNS-szekvenciák és a BLASTn keresések 

eredményeként kapott Ae. comosa, illetve Ae. umbellulata kromoszómaszekvenciák páronkénti 

illesztésével meghatároztuk a polimorfizmust (>2 bp INDEL) mutató régiókat, melyek 

ismeretében PCR-primereket terveztünk. A tervezett primereket azután PCR segítségével 

validáltuk búzán (Mv9kr1), Ae. biuncialis-on (MvGB642) és Mv9kr1-Ae. biuncialis MvGB642 

amfiploidokon, valamint az egyes M és U kromoszómákat hordozó Chinese Spring-Ae. 

comosa, Chinese Spring -Ae. umbellulata és Chinese Spring -Ae. geniculata addícós vonalakon 

(4. On-line melléklet). A primertervezés és az azt követő PCR-es validálás részletei részét 

fogják képezni Ivanizs László irányításommal végzett PhD disszertációjának, ezért ezekről az 

eredményekről a továbbiakban részletesen nem írok, azonban a tervezett primerek szekvenciái, 

az alkalmazott PCR-reakciók eredményeként kapott termékméretek szintén megtalálhatók az 

értekezés alapjául szolgáló publikáció (Said és mtasi. 2021) mellékleteként. Összességében 

elmondható, hogy 274 primerpárt terveztünk (136 primerpárt az M és 138 primerpárt az U 

kromoszómaszekvenciák alapján). A búza és az Aegilops szülők közt polimorfnak bizonyult 

markerek közül 62-t teszteltünk az addíciós vonalakon, melyek közül 39 marker helyzetét 

sikerült azonosítani az Aegilops kromoszómákon (4. On-line melléklet, 8. táblázat). 

Öszefoglalva a markerfejlesztés terén kapott eredményeket elmondható, hogy az Aegilops 

kromoszómák genomösszeillesztéseinek segítségével mintegy 16062 primerpárt terveztünk a 

három markerfejlesztési stratégia eredményeként. A keresztezési partnerként szolgáló búza- és 

Aegilops genotípusokon tesztelt 482 marker közül 217 mutatott polimorfizmust, melyből 109 

marker esetében tudtuk búza-Aegilops addíciós vonalakon végzett PCR segítségével 

meghatározni a markerek kromoszómális lokalizációját. Ezen markerek egy részét (37 markert) 

a későbbiekben részletezett módon felhasználtuk az Aegilops U és M kromoszómák nyomon 

követésére alkalmas markerkapcsolt szelekciós rendszer kialakításához.     

 

4.3.2. Génátvitel az Aegilops biuncialis-ból a búzába 

 

Az ATK MGI Génmegőrzési Osztályán a búza (T. aestivum) x Ae. biuncialis keresztezések 

1995-ben kezdődtek Dr. Lángné Molnár Márta irányításával. A későbbiekben az Ae. biuncialis 

MvGB642, MvGB382, MvGB1112 és MvGB470-es génbanki számú genotípusával sikeresen 

hoztak létre amfiploidokat, majd az MvGB642-es genotípussal addíciós vonalakat (1U, 2U, 3U, 

1U/6U, 2M, 3M, 7M) (Schneider és mtsai., 2005; Schneider és Molnár-Láng, 2012). Az Ae. 

biuncialis-ból történő fajidegen génátviteli kísérletekbe 2001-ben kapcsolódtam be. A PhD 

fokozat megszerzését (2009) követően célom elsődlegesen olyan búza-Aegilops 

rekombinánsok, transzlokációk előállítása volt, melyek az Ae. biuncialis különböző 

genotípusainak már csak egy kromoszómaszakaszát hordozzák. Célunk volt további búza 

(Mv9kr1) x Ae. biuncialis addíciós vonalak előállítása is. Az Ae. biuncialis MvGB642-es 

genotípusának levélrozsda-rezisztenciáját, valamint magas mikroelem- és étkezésirost-

tartalmát (Farkas és mtsai, 2014; Rakszegi és mtsai, 2017), az MvGB382-es genotípus só- és 

szárazságtűrését (Molnár és mtsai, 2004) míg az MvGB1112 és MvGB470 genotípus 

szárazságtűrését (Dulai és mtsai, 2014) szeretnénk a nemesítők számára felhasználhatóvá tenni 

az új addíciós és transzlokációs vonalak létrehozásán keresztül. 

Az 1995-ös keresztezésekből előállított Mv9kr1 x Ae. biuncialis MvGB642 amfiploidokat 

nem sikerült fenntartani, és a 2000-es évek végére világossá vált, hogy az eredeti 

keresztezésekből származó visszakeresztezett (BC) vonalak származékai már nem tartalmaztak 

további, addíciós vonalak formájában még nem fixálódott Aegilops kromoszómákat. Ezért úgy 

döntöttünk, hogy az MvGB642-es és MvGB382-es génbanki tétellel újra előállítjuk az Mv9kr1 

x Ae. biuncialis F1 hibrideket, majd azok kolchicinkezelésével az amfiploidokat. 2012-ben 

szántóföldi körülmények között (Martonvásár, Tükrös) az Mv9kr1 x Ae. biuncialis MvGB642, 

MvGB1112 és MvGB382-es amfiploidot visszakereszteztük az Mv9kr1 szülői 
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búzagenotípussal. A későbbi években a visszakeresztezett BC2 és BC3 nemzedékeket többszínű 

(multicolor) genomi in situ hibridizációval (mcGISH)  (eltérően jelölt U és M genomi DNS-

próbát alkalmazva), valamint fluoreszcens in situ hibridizációval (FISH) vizsgáltuk (Afa 

family, pSc119.2 és 45S rDNS próba segítségével) annak érdekében, hogy ki tudjuk mutatni az 

átépült kromoszómákat, ill. pontosan azonosítani tudjuk azokat.  

 

 

27. ábra Az 1DL.1DS-U transzlokáció kimutatása egymást követő genomi in situ hibridizáció (GISH) (A) és 

fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (B) segítségével a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 191922 

citológiai számú BC3F3 vonalában, valamint a növény fotója (C). A GISH eredményeként az 1DL.1DS-U 

transzlokációkon az Aegilops U kromoszóma-szegmentumok zöld színnel, míg az addicionált 5M kromoszóma 

(*-gal jelölve) vörös színnel jelölt. A kép jobb felső sarkában balról jobbra a transzlokációs kromoszóma GISH 

és FISH fotója, valamint egy normális 1D kromoszóma FISH fotója látható. A kromoszómák azonosítását FISH-

sel, pSc119.2 (zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (B). Skála = 10 µm.  

 

E citogenetikai vizsgálatok segítségével az új BC populációkban számos további, a korábban 

előállított addíciós vonalakban nem reprezentált Aegilops kromoszóma jelenlétét igazoltuk. Az 

MvGB642 genotípus 4U, 5U, és 6M; az MvGB382-es genotípus 1U-4U, valamint 2M-4M, 6M 

és 7M kromoszómáit, végül az MvGB1112 genotípus 5U, 7U valamint 1M-7M kromoszómáit 

azonosítottuk. A vizsgálatok azt is jelezték, hogy a korábbiaktól eltérően az újonnan előállított 

Mv9kr1 x Ae. biuncialis BC populációkban a búza-Aegilops intergenomikus 

kromoszómaátrendeződések nagy számban, de többnyire monoszómás formában jelentek meg. 

Az Mv9kr1 × Ae. biuncialis MvGB1112 BC populációban azonosítottunk egy monoszómás 

3DS.3DL-M terminális transzlokációt (a 144399 azonosítási számú BC2 genotípusban). Az 

MvGB642-es Ae. biuncialis-sal előállított BC populációban kimutattunk egy monoszómás 

5DS.5DL-M transzlokációt (a 144352-es citológiai számú BC3 növényben), egy másik 

(144366-os citológiai számú) BC3 genotípusban pedig egy 3DS.3DL-M diszómás transzlokáció 

mellett egy monoszómás 4DS.4DL-M transzlokációt is azonosítottunk. Végül egy monoszómás 

1DL.1DS-U transzlokációt is detektáltunk (a 144343 citológiai számú BC3 növényben), 

melynek öntermékenyített utódjaiban (154107 sz. BC3F1 vonalban) megtaláltuk a transzlokáció 

diszómás formáját is, amit sikerült a későbbi években is fenntartani (27. ábra). Ezen kezdeti, 
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2015-ig kapott eredmények részét képezték Farkas András irányításommal 2018-ban elkészített 

PhD dolgozatának. 

2015 után számos, korábban azonosított monoszómás, ezáltal genetikailag instabil búza 

(Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 introgressziós vonalat sikerült diszómás formában 

előállítani, megteremteve ezáltal a lehetőségét annak, hogy genetikailag stabilabb formában 

őrizzük meg a búzagenomba integrálódott kromoszóma-szegmentumokat.  

   

 

28. ábra Egymást követő genomi in situ hibridizáció (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (B) 

a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 191977 citológiai számú BC3F3 vonalának szomatikus kromoszómáin 

mitózisban, valamint a növény fotója (C). A GISH eredményeként a búza-Ae. biuncialis 4DS.4DL-M 

transzlokáción az Aegilops M kromoszóma-szegmentumok, valamint az addicionált 5M kromoszóma (*-gal 

jelölve) vörös színnel jelöltek. A kép bal alsó sarkában balról jobbra a transzlokációs kromoszóma GISH és FISH 

fotója, valamint egy normális 4D kromoszóma FISH fotója látható. A kromoszómák azonosítását FISH-sel, 

pSc119.2 (zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (B). Skála = 10 µm. 

 

Ennek megfelelően a 191977-es BC3F3 vonalban a 4DS.4DL-M transzlokációt (28. ábra), míg 

a 191891-es vonalban az 5DS.5DL-M transzlokációt (29. ábra) sikerült diszómás formában 

kimutatnunk. A korábban talált transzlokációk mellett sikerült újabb búza-Aegilops 

kromoszómaátrendeződéseket is detektálnunk. Így a 181604-es BC3F2 genotípusban 

azonosítottunk egy diszómás 2DS.2DL-U transzlokációt, mely növény szintén tartalmazott egy 

4U kromoszómát monoszómás formában (30. ábra). Mindez lehetővé tette, hogy az 

utódnemzedékben sikerrel izoláljuk a már csak a diszómás transzlokációt hordozó vonalat 

(191957 BC3F3 genotípus) (31. ábra), valamint a 4U kromoszómát szintén diszómás formában 

hordozó 191948 BC3F3 genotípust (32. ábra). 
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29. ábra Az 5DS.5DL-M transzlokáció kimutatása egymást követő genomi in situ hibridizáció (GISH) (A) és 

fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (B) segítségével a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 191891 

citológiai számú BC3F3 vonalának szomatikus kromoszómáin mitózisban, valamint a növény fotója (C). A GISH 

eredményeként az 5DS.5DL-M transzlokációs kromoszómán az Aegilops M kromoszóma-szegmentumok vörös 

színnel jelöltek. A kép jobb alsó sarkában balról jobbra a transzlokációs kromoszóma GISH és FISH fotója, 

valamint egy normális 5D kromoszóma FISH fotója látható. A kromoszómák azonosítását FISH-sel, pSc119.2 

(zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (B). Skála = 10 µm. 

  

 

30. ábra Egymást követő genomi in situ hibridizáció (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (B) 

a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 181604 citológiai számú BC3F2 vonalának szomatikus kromoszómáin 

mitózisban, valamint a növény fotója (C). A GISH során az Ae. umbellulata U genomjának DNS-ét biotinnal 

jelöltük és streptavidin-Alexa Fluor® 488-cal detektáltuk, így az Aegilops U kromoszómák zöldek, míg az Ae. 

comosa M genomi DNS-ét digoxigeninnel jelöltük és anti-digoxigenin-rhodamin-nal detektáltuk, ami az M 

kromoszómák vörös színét eredményezte (ebben a vonalban nem látható). A 2DS.2DL-U transzlokációs 

kromoszómák mellett egy addícionált 4U kromoszóma (*-gal jelölve) is látható (A). A kromoszómák azonosítását 

FISH-sel,   pSc119.2 (zöld),   Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (B). Skála = 10 µm. 
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31. ábra Egymást követő genomi in situ hibridizáció (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (B) 

a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 191957 citológiai számú BC3F3 vonalának szomatikus kromoszómáin 

mitózisban, valamint a növény fotója (C). A GISH eredményeként a búza-Ae. biuncialis 2DS.2DL-U 

transzlokációs kromoszómáin az Aegilops U kromoszóma-szegmentumok zöld színnel jelöltek. A kromoszómák 

azonosítását FISH-sel,  pSc119.2 (zöld),  Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (B). Skála = 10 µm. 

 

 

32. ábra Egymást követő genomi in situ hibridizáció (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (B) 

a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 191948 citológiai számú BC3F3 vonalának szomatikus kromoszómáin 

mitózisban, valamint a növény fotója (C). A GISH eredményeként az Ae. biuncialis 4U kromoszómái zöld színnel 

jelöltek. A kromoszómák azonosítását FISH-sel, pSc119.2 (zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával 

végeztük (B). Skála = 10 µm. 

 

Egy másik (181658 számú) BC3F2 genotípusban a diszómás 2DS.2DL-U transzlokáció mellett 

egy monoszómás 5M kromoszómát mutattunk ki (33. ábra), mely lehetővé tette a későbbiekben 

az 5M kromoszómát diszómás formában hordozó vonalak előállítását (lásd később).  
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33. ábra Egymást követő genomi in situ hibridizáció (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (B) 

a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 181658 citológiai számú BC3F2 vonalának szomatikus kromoszómáin 

mitózisban, valamint a növény fotója (C). A GISH során az Ae. umbellulata U genomjának DNS-ét biotinnal 

jelöltük és streptavidin-Alexa Fluor488-cal detektáltuk, így az Aegilops U kromoszómák zöldek, míg az Ae. 

comosa M genomi DNS-ét digoxigeninnel jelöltük és anti-digoxigenin-rodamin-nal detektáltuk, ami az M 

kromoszómák vörös színét eredményezte. A 2DS.2DL-U transzlokációs kromoszómák mellett látható az 

addícionált 5M kromoszóma (*-gal jelölve) (A). A kép jobb alsó sarkában balról jobbra a transzlokációs 

kromoszóma GISH és FISH fotója, valamint egy tipikus 2D kromoszóma FISH fotója látható. A kromoszómák 

azonosítását FISH-sel, pSc119.2 (zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (B). Skála = 10 µm. 

 

 

34. ábra Egymást követő genomi in situ hibridizáció (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (B) 

a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 181663 citológiai számú BC3F2 vonalának szomatikus kromoszómáin 

mitózisban, valamint a növény fotója (C). A GISH eredményeként a búza-Ae. biuncialis 4DL.4DS-M és 

5MS.5ML-D transzlokációkon az Aegilops M kromoszóma-szegmentumok vörös színnel jelöltek. A 

kromoszómák azonosítását FISH-sel, pSc119.2 (zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (B). 

Skála = 10 µm. 

 

Ezeken kívül egy további (181663 citológiai számú) BC3F2 genotípusban egy monoszómás 

4DL.4DS-M és egy 5MS.5ML-D transzlokációt mutattunk ki (34. ábra). Egy másik (192003 

számú) BC3F3 genotípusban 2 db nem azonosítható M kromoszóma mellett kimutattunk két, a 

búza- és az U kromoszómák közt létrejött centrikus fúziót (35. ábra). A 45S rDNS-próba 

fluoreszcens jele és a szatellit jelenléte alapján arra következtettünk, hogy az egyik centrikus 
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fúzió az 1US és a 2BL kromoszómakarok közt alakult ki, míg a másik valószínűleg az 1U 

kromoszóma hosszú karját és egy A kromoszómakart tartalmazó centrikus fúzió lehet. 

 

 

35. ábra Egymást követő genomi in situ hibridizáció (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (B) 

a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 192003 citológiai számú BC3F3 vonalának szomatikus kromoszómáin 

mitózisban, valamint a növény fotója (C). A GISH eredményeként az 1US.2BL és 1UL.A centrikus fúzióban az 

Aegilops U kromoszómakarok zöld, míg az addícionált M kromoszómák (*) vörös színnel jelöltek. 

Búzakromoszóma-aberrációk: 6B deléció (x), 1BL.1BS-6BS (#) transzlokáció, B kromoszómakar (†). A 

kromoszómák azonosítását FISH-sel, pSc119.2 (zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (B). 

Skála = 10 µm. 

 

 

36. ábra Egymást követő genomi in situ hibridizáció (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (B) 

a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 192048 citológiai számú BC3F3 vonalának szomatikus kromoszómáin 

mitózisban, valamint a növény fotója (C). A GISH és FISH eredményeként megfigyelhető volt egy 6B/M reciprok 

transzlokáció (T6BS.6BL-MS és TML.MS-6BL), valamint egy addícionált M kromoszóma (pirosan jelölődve, *-

gal jelezve). A kép bal alsó sarkában balról jobbra a T6BS.6BL-MS transzlokációs kromoszóma GISH és FISH 

fotója, egy tipikus 6B kromoszóma FISH fotója, valamint a TML.MS-6BL transzlokáció FISH és GISH fotója 

látható. Az átrendeződött búza B kromoszómákat # és x jelöli. A kromoszómák azonosítását FISH-sel, pSc119.2 

(zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (B). Skála = 10 µm.  
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Ebben a genotípusban szintén megfigyelhető volt egy 6B deléciós kromoszóma, ahol a deléciós 

töréspont a rövid kar intersticiális régiójában volt található, valamint a 6B rövid karjának 

hiányzó szegmentuma (ami a szatellit és a rövid kar disztális felét hordozza) és az 1B 

kromoszóma közt létrejött transzlokáció, melynek eredményeként az 1B rövid karon dupla 45S 

rDNS mintázat alakult ki (35. ábra). 

Szintén a 6B búzakromoszóma és egy nem azonosítható M kromoszóma közt alakult ki egy 

reciprok terminális transzlokáció a 192048 számú vonalban (36. ábra), ahol a transzlokációs 

töréspont a 6B hosszú karján található két diagnosztikus pSc119.2 sáv között volt található. 

Ennek révén egy T6BS.6BL-MS és egy TML.MS-6BL kromoszóma jött létre. A pSc119.2 

hibridizációs szignál alapján ebben a genotípusban is detektálhatók voltak a 

búzakromoszómákat érintő átrendeződések, valamint egy addícionált M kromoszóma. 

Általánosságban is kijelenthető, hogy a vizsgált Mv9kr1-Ae. biuncialis MvGB642 BC 

populációban gyakran volt megfigyelhető a búza kromoszómákat érintő 

kromoszómaátrendeződések és egyéb strukturális aberrációk (pl. teloszómák, deléciók) 

képződése. 

 

4.3.3. Az Aegilops kromoszómák nyomon követése markerkapcsolt szelekcióval 

 

A markerfejlesztés terén elért eredményeinket igyekeztünk a gyakorlatban is alkalmazni 

annak érdekében, hogy hatékonyabbá és gyorsabbá tegyük a búza (Mv9kr1) x Ae. biuncialis 

(MvGB642) előnemesítési populációk vizsgálatát és az egyes Aegilops kromoszómák nyomon 

követését. Igyekeztünk egy használható markerkapcsolt szelekciós rendszer alapjait lerakni. 

Véleményünk szerint a szelekciós rendszer akkor lehet hatékony, ha egy minta több marker 

segítségével történő vizsgálata (genotipizáslása) minél kevesebb lépésben történik. Ez azt 

jelenti, hogy az eltérő markerekkel végzett PCR-reakciókat, csakúgy mint a PCR-termékek 

kiértékeléséhez szükséges fragmentanalízist összevonva (multiplexelten) érdemes végezni. Az 

általunk alkalmazott laboratóriumi rendszerben a fragmentanalízishez egy kapilláris 

gélelektroforézis rendszert használunk. Több PCR-reakció termékének futtatása akkor 

szolgáltathat egyértelmű eredményeket, ha a kapillárisok nem terhelődnek túl és a különböző 

markerek kisszámú PCR-termékeinek gélmintázata nem komplikált, ezáltal egyértelműen 

azonosíthatók. Ennek érdekében elsődlegesen olyan markereket választottunk, melyek csak az 

Aegilops kromoszómákon adnak PCR-terméket, a búzakromoszómákon nem. 

Összesen 37 markert (3 EST-, 10 IT- és 24 cDNS-alapú markert) teszteltünk egy olyan 

populáción, mely 44 BC3 öntermékenyített utódvonalat, valamint a búza (Mv9kr1) és Ae. 

biuncialis (MvGB642) keresztezési partnert, illetve ezek amfiploidját tartalmazta (37. ábra). A 

BC3 populáció összeállításakor igyekeztünk a vonalakat úgy kiválogatni, hogy azok az előző 

évek során kapott citogenetikai eredmények alapján a lehető legjobban reprezentálják a 

populációban jelenlévő Ae. biuncialis kromoszómákat, illetve búza-Aegilops transzlokációkat. 

A PCR-reakciók eredményeként az egyes markerek hasonló méretű amplikonokat generáltak 

az Mv9kr1-Ae. biuncialis MvGB642 BC3 öntermékenyített populáción, mint azt korábban a 

búza- és Aegilops szülőkön, illetve a búza-Aegilops addíciós vonalakon történt PCR-tesztek 

során tapasztaltuk. A tesztelt markerek primerszekvenciáira, valamint a szülőkön és addíciós 

vonalakon kapott PCR-termékek méreteire vonatkozó információkat terjedelmi korlátok miatt 

a Doktori értekezéshez csatolt 4. on-line mellékletben adtam meg. A cDNS-alapú markerekre 

vonatkozó ugyanezen információk megtalálhatók az értekezés alapjául szolgáló Said és 

munkatársai (2021) publikációban. A populáció markerekkel történő tesztelését kiegészítettük 

U  és M genomi próbával végzett in situ hibridizációval is. A tesztek eredményeként végül 32 

markert találtunk alkalmasnak az egyes Aegilops kromoszómák nyomon követésére. A búza-

Ae. biuncialis BC3 öntermékenyített populáció 32 génalalapú markerrel és GISH segítségével 
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történt genomanalízisének eredményeit grafikus formában összegezve a 38. ábra mutatja be. 

Megállapítható volt, hogy a lehetséges 14 Aegilops kromoszómából 6 kromoszóma volt 

kimutatható a vizsgált populációban (38. ábra). Kis gyakorisággal volt jelen az 1U (1 vonal), a 

2U (3 vonal) és a 4U (8 vonal) kromoszóma, míg ez előbbiektől jelentősen nagyobb 

gyakorisággal fordult elő a 4M (20 vonal) és az 5M (19 vonal) kromoszóma.  

A GISH segítségével 7 vonalban kimutatható volt egy szatellittel rendelkező M kromoszóma 

is, melyet korábban 6M kromoszómaként azonosítottunk, ugyanakkor a 6M kromoszómára 

specifikus molekuláris markerek nem erősítették meg a citogenetikai megfigyeléseket. Ez 

összefüggésben állhat a 6M kromoszómát esetlegesen érintő, a populáció korábbi 

generációiban más kromoszómákon gyakran megfigyelt szerkezeti változásokkal. 

 

 

37. ábra Molekuláris markerek tesztelése az U és M kromoszómákat hordozó búza-Aegilops BC3 öntermékenyített 

utódpopuláción, valamint a búza (Mv9kr1) és Ae. biuncialis (MvGB642) szülői vonalon, illetve ezek amfiploidján. 

A digitális kapilláris elektroforézis ábrákon látható, hogy a 4U kromoszómán lokalizált markerek specifikus PCR-

terméket produkáltak az Ae. biuncialis genotípuson, a búza-Aegilops amfiploidon és néhány BC3 öntermékenyített 

vonalon, mely termékek a búza esetében nem jelentek meg. A fragmentanalízis során a PCR-termékek méretének 

meghatározásához egy 35-500 bp DNS-létrát használtunk. 

 

A GISH és a 4U-specifikus molekuláris markerek (Ae4U11426.3, Ae4U20523.1, 

Ae4U15448.1) segítségével megállapítható volt az is, hogy a 8 darab 4U kromatint tartalmazó 

vonal közül 2 (201106 és 201107 nyilvántartási számú) genotípus diszómás 4U addíciós vonal 

(38. ábra). A 4U kromoszóma jelenlétét FISH-sel is megerősítettük az addíciós vonalakban (39. 

ábra). GISH és a 4S-4_M_4 marker segítségével igazoltuk, hogy a 4M kromoszómát tartalmazó 

20 vonal közül 6 genotípus (201027, 201028, 201045, 201061, 201174 és 201182) szintén 

diszómás. Emellett egy vonal (201027) kromoszómaszáma 42-nek bizonyult, noha tartalmazott 

2 db 4M Aegilops kromoszómát. A repetitív DNS-próbákkal történt újrahibridizáció után 

kiderült, hogy a 4M kromoszóma valóban diszómás formában van jelen, azonban a 4D búza-

kromoszómapár hiányzik ebből a vonalból. Így ez a genotípus egy 4M(4D) diszómás 

szubsztitúciós vonalnak bizonyult (40. ábra). 
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Az 5M kromoszómára specifikus BE499071 marker segítségével további két genotípust 

(201195, 201196) válogattunk ki, melyek a GISH alapján 2db 5M kromoszómát hordoztak, de 

szintén 42 kromoszómával rendelkeztek. A repetitív DNS-próbákkal (pSc119.2, Afa family, 

45S rDNS) megismételt FISH igazolta, hogy ezekben a vonalakban az 5M kromoszóma 

diszómás formában van jelen, viszont hiányzik az 5D kromoszóma, így ennek megfelelően 

ezeket a vonalakat 5M(5D) diszómás szubsztitúciós vonalként azonosítottuk (41. ábra). Meg 

kell jegyeznünk, hogy ezen vonalakban a 7B kromoszóma helyett csak egy 7BL teloszóma volt 

jelen.  

 

 

38. ábra A búza-Aegilops BC3 öntermékenyített utódpopuláció molekuláris markerekkel és GISH-sel történő 

genomanalíziséből származó eredmények összegzése. A citogenetikai vizsgálatok eredményeinek (balról a 2-4 

oszlop) leírásakor alkalmazott rövidítések: m=monoszómás, d=diszómás, T=transzlokáció, Rob=Robertsoni 

transzlokáció=centrikus fúzió, Tel.=teloszóma, w(wheat)=nem azonosított búzakromoszóma. Az U (1U-7U) és M 

(1M-7M) kromoszómákra specifikus molekuláris markerek egyes genotípusokon adott eredményeinek 

bemutatásakor zöld színnel jelöltük a specifikus PCR-amplikon jelenlétét, vörössel pedig azok hiányát. 

 

A populációban számos, az előző években már azonosított búza-Ae. biuncialis transzlokációt 

mutattunk ki diszómás vagy monoszómás formában úgy, hogy egyéb idegen kromoszómát már 

nem tartalmazott az adott egyed. Diszómás formában sikerült kimutatnunk a T5DS.5DL-M 

transzlokációt 4 vonalban, az T1DL.1DS-U transzlokációt egy vonalban, a T2DS.2DL-U 

transzlokációt egy vonalban, valamint monoszómás formában a T4DL.4DS-M transzlokációt 

egy vonalban (38. ábra).  

Néhány transzlokáció esetében a molekuláris markerek segítségével lehetővé vált az 

Aegilops kromoszóma-szegmentum azonosítása is. Például a 201114 számú vonalban, mely 
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diszómás formában hordozta a T2DS.2DL-U transzlokációt és nem tartalmazott M genomból 

származó kromatint, a 2U és 2M kromoszómára specifikus Ae2U14996 marker segítségével 

igazolást nyert, hogy a transzlokációs kromoszómán lévő Aegilops fragment a 2U 

kromoszómából származott. További példa a T1DL.1DS-U transzlokáció. Öt olyan marker 

közül, mely kizárólag a 4U kromoszómára volt specifikus 2 (Ae4U15443 és Ae4U20523) 

jelezte, hogy az U genomú fragment a 4U kromoszómáról származott. Érdemes megemlíteni, 

hogy ezt a transzlokációt előzőleg 4 vonalban mutattuk ki GISH segítségével, ugyanakkor a 

markerek további két vonalban is (201087, 201088) jelezték a transzlokáció jelenlétét.  

 

 

39. ábra Búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 4U diszómás addíciós vonal azonosítása egymást követő 

fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (A) és genomi in situ hibridizáció (GISH) (B) segítségével. A 44 

kromoszómás 201107 számú vonal 2 db 4U kromoszómával rendelkezik. A kromoszómák azonosítását FISH-sel, 

pSc119.2 (zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (A). A GISH eredményeként az addícionált 

4U kromoszómák zöld, míg a búzakromoszómák kék színnel  (DAPI) jelöltek. Skála = 10 µm. 

 

 

40. ábra Egymást követő fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (A) és genomi in situ hibridizáció (GISH) (B) 

a búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 4M(4D) diszómás szubsztitúciós vonal (201027 citológiai számú 

genotípus) szomatikus kromoszómáin mitózisban. A GISH eredményeként a 2 db 4M Aegilops kromoszóma 

vörös, míg a 40 db búzakromoszóma kék színnel jelölődött. A kromoszómák azonosítását FISH-sel, pSc119.2 

(zöld), Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (A). A hiányzó 4D búzakromoszóma FISH 

hibridizációs mintázata kinagyítva látható. Skála = 10 µm. 
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41. ábra Egymást követő fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) (A) és genomi in situ hibridizáció (GISH) (B) a 

búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 5M(5D) diszómás szubsztitúciós vonal (201195 citológiai számú 

genotípus) szomatikus kromoszómáin mitózisban. A GISH eredményeként a 2 db 5M Aegilops kromoszóma 

vörös, míg a 40 db búzakromoszóma kék színnel jelölt. A kromoszómák azonosítását FISH-sel, pSc119.2 (zöld), 

Afa family (vörös) és 45S rDNS próbával végeztük (A). A hiányzó 5D búzakromoszóma FISH hibridizációs 

mintázata kinagyítva látható. Skála = 10 µm. 

 

A markerek alkalmazásának előnye különösen azokban az esetekben mutatkozott meg 

eredményesen, ahol a GISH eredménye nem volt eléggé megbízható (a hibridizáció nem volt 

túl jó minőségű), így a markerek használatával megbízhatóbbnak bizonyult a transzlokációk 

jelenlétének igazolása. Mindez jelezi, hogy a molekuláris citogenetikai módszereket 

molekuláris markerekkel kombinálva növelhető a szelekció hatékonysága és megbízhatósága. 

Ugyanakkor az eddigi eredményeink arra is rámutattak, hogy további markerek bevonására van 

szükség pl. az 5DS.5DL-M transzlokációk, illetve az eddig még nem azonosított búza-U 

(201151 sz. vonalban) és búza-M (201164 sz. vonalban) transzlokációk azonosításához. 

A búza-Ae. biuncialis (MvGB642) BC3 öntermékenyített utódpopuláció egyedeit 2020-21-

ben kontrollált körülmények közt üvegházban neveltük fel a búza szülői partner egyedeivel 

együtt. A citogenetikai analízis eredményeként a 4U addíciós vonalból és az 5M(5D) 

szubsztitúciós vonalból 3-3 egyed, míg az Mv9kr1 búzaszülőből és a 4M(4D) szubsztitúcióból 

5-5 egyed állt rendelkezésre, ami lehetővé tette e vonalak morfológiai tulajdonságainak előzetes 

összehasonlítását. A többi transzlokációs vonalból 1-1 egyed állt rendelkezésre, így ezek 

morfológiai tulajdonságait csak leíró jelleggel közlöm, a búzaszülővel történt statisztikai 

összehasonlítás nélkül. 

A 4U addíciós vonalak kalászai tömör szerkezetűek, de szignifikánsan rövidebbek a búza 

szülői partner (Mv9kr1) kalászainál (42. ábra, 9. táblázat). A rövid kalászok kevesebb 

kalászkával rendelkeznek, melynek következtében a kalászonkénti és a növényenkénti 

szemszám szignifikánsan kisebb, mint az Mv9kr1 esetében.  

A 4M(4D) szubsztitúciós vonalak szignifikánsan alacsonyabbak, mint a búzaszülő. Kalászai 

valamelyest kisebbek, de szignifikáns eltérés csak a kalászonkénti kalászkaszámban volt  

tapasztalható a búzához képest. Ugyanakkor az Mv9kr1 szülőhöz hasonló kalászonkénti és 

növényenkénti szemszám jó termékenyülőképességet jelez.  
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42. ábra A T. aestivum (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 4U addíciós (4U), a 4M(4D) és 5M(5D) szubsztitúciós, 

és transzlokációs vonalak valamint a búza szülőpartner (Mv9kr1) kalászainak morfológiája (2020, Martonvásár, 

üvegház.) 

 

Az 5M(5D) szubsztitúciós vonal morfológiai paraméterei tükröztek bizonyos pozitív 

tendenciákat a búzaszülőhöz képest, az alacsony mintaszám (3 növény) miatt ezek nem érték 

el a statisztikai szignifikancia szintjét (42. ábra, 9. táblázat). Az adatok alapján mégis úgy tűnik, 

hogy a szubsztitúciós vonal alacsonyabb, mint a búzaszülő. Tömör, kissé hosszabb tar kalászai 

hasonló vagy jobb fertilitást mutatnak mint a búzakalászok, ami ennek a genotípusnak a 

kalászonkénti és növényenkénti szemszámban kifejeződő jó termékenyülőképességét jelzi.  

A transzlokációs vonalak esetében csak egy-egy növény állt rendelkezésre, ezért a közölt 

morfológiai adatok csak tájékoztató jellegűek lehetnek. A búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis 

MvGB642 transzlokációk közül két genotípust emelnék ki. Az T1US.2BL centrikus fúzió a 

búzánál alacsonyabb. Rövidebb kalászaiban kevesebb kalászka foglal helyet, melyek a búzához 

hasonló fertilitást és szemkötést mutatnak. A T2DS.2DL-2U transzlokáció szintén alacsonyabb 

a búzaszülőnél. Kalászai kissé rövidebbek, felfelé keskenyedők, bennük kevesebb kalászka 

található. Ennek ellenére fertilitása jelentősen meghaladja a búzánál hasonló körülmények közt 

tapasztalt értéket, ami mind a főkalász, mind a teljes növény szintjén mért kiemelkedő 

szemkötésben megnyilvánul. 

A többi transzlokációs vonallal kapcsolatban általánosan elmondható, hogy morfológiai 

paramétereik és terméselemeik tekintetében (a T4DS.4DL-M és T5MS.5ML-2DL 

transzlokáció jó bokrosodási képességét leszámítva) nem érik el a búza esetében tapasztaltakat. 

Ugyanakkor fertilitásuk elég utódszemet biztosít ahhoz, hogy ezeket a transzlokációkat a 

jövőben fenntartsuk és visszakeresztezésekkel a búza genetikai hátteret stabilizáljuk.  

Az addíciós, szubsztitúciós és transzlokációs vonalak üvegházi és tenyészkerti 

felszaporítását követően részletesen vizsgálható lesz az átvitt Aegilops kromoszómák és 

kromoszóma-szegmentumok hatása a búza abiotikus és biotikus stressztűrésére és agronómiai 

tulajdonságaira. 
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9. táblázat A T. aestivum (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 4U addíciós, a 4M(4D) és 5M(5D) szubsztitúciós, 

és különböző transzlokációs vonalak, valamint a búza szülőpartner (Mv9kr1) fertilitása és morfológiai 

tulajdonságai (2020, Martonvásár, üvegház.) 

 

# Öt növény átlaga± szórás 
## Három növény átlaga ± szórás 
*,** Szignifikánsan különbözik az Mv9kr1 búzaszülőtől P<0,05 és P<0,01 szignifikanciaszinten. 

 

4.3.4. Az Ae. biuncialis-ból történő idegenfajú génátvitel eredményeinek megvitatása 

 

Új búza-Ae. biuncialis genetikai alapanyagok létrehozása  

A korábbi években az Ae. biuncialis-ból történő idegenfajú génátviteli program 

eredményeként Martonvásáron hat diszómás őszi búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis (MvGB642) 

addíciós vonalat (1Ub, 2Ub, 3Ub, 2Mb, 3Mb és 7Mb) (Logojan és Molnár-Láng, 2000; Schneider 

és mtsai., 2005; 2008 ), egy 1Ub/6Ub dupla diszómás addíciós vonalat, valamint egy 3Mb(4B) 

szubsztitúciós és egy 3Mb.4BS centrikus fúziót állítottak elő (Farkas és mtsai. 2014). Kínai 

szerzők szintén beszámoltak hexaploid búza-Ae. biuncilais 6Ub (Zhao és mtsai, 2013), 1Ub 

(Zhou és mtsai. 2014), 2Mb (Li és mtsai 2019) és 5Mb addíciós vonalak (Song és mtsai 2020) 

előállításáról.  

Munkánk eredményeként a világon először sikerült előállítanunk hexaploid búza-Ae. 

biuncialis 4Ub diszómás addíciós, valamint 4Mb(4D) és 5Mb(5D) diszómás szubsztitúciós 

vonalakat. Szintén sikerült előállítanunk 10 búza-Ae. biuncialis transzlokációt, melyek közül 

hat transzlokációs kromoszómát (T4DS.4DL-M, T5DS.5DL-M, T5MS.5ML-2DL, T1US.2BL, 

T2DS.2DL-2U, T1DL.1DS-4U) külön-külön vonalakban diszómás formában is sikerült 

létrehoznunk. Ezek az addíciós, szubsztitúciós és transzlokációs vonalak korábban nem 

léteztek, ezért jelentősen növelhetik a búza genetikai variabilitását.   

Az Ae. biuncialis szegregáló genetikai térképe által mutatott szinténiaadatok, valamint az Ae. 

comosa M genomjának és a hexaploid búza D genomjának összehasonlító ‘single-gene FISH’ 

térképe (Said és mtsai 2021) azt jelezték, hogy a 4M és 5M kromoszóma jelentős homológiát 

és kolinearitást mutat a megfelelő 4-es és 5-ös búza homeológ csoport kromoszómáival (20. és 

Genotípus Növény- 

magasság 

(cm) 

Bokrosodás 

(kalász/ 

növény) 

(db) 

Főkalász 

hossza 

(cm) 

Kalászka 

/kalász 

Szem/ 

főkalász 

(db) 

Fertilitás 

(szem/ 

kalászka) 

Szem/ 

növény 

1000- 

szemtömeg 

(g) 

Mv9kr1# 

 

58,2 
±4,7 

3,4 
±0,8 

9,6 
±0,7 

22,9 
±0,7 

44 
±3,2 

1,8 
±0,1 

133,8 
±22,7 

34,4 
±4,5 

4U##  
 

51,3 
±1,2 

4,3 
±0,5 

7,5** 
±0,4 

18,3** 

±0,9 

27,7** 

±3,1 

1,5* 

±0,1 

71** 

±13,4 

40,2 
±2,7 

4M(4D)#  48,8* 

±3,7 

4,2 
±0,7 

8,8 
±1 

19,8* 

±1,9 

41,2 
±4,8 

2,1 
±0,3 

130,8 
±14,7 

28,0 
±3,2 

5M(5D)##  
 

50,3 
±3,3 

3,7 
±0,5 

10,5 
±0,8 

24,7 
±0,9 

51,7 
±9,3 

2,1 
±0,4 

134,3 
±5,8 

26,6 
±5,7 

T4DS.4DL-M 
(201137) 

51 7 8,5 21 24 1,1 66 39,2 

T5DS.5DL-M 
(201020) 

41 3 9 16 11 0,7 30 37 

T5MS.5ML-2DL 
(201049) 

62 6 9,5 20 26 1,3 83 37,7 

T1US.2BL 
(201179) 

47 4 8,5 18 38 2,1 150 27,9 

T2DS.2DL-2U 
(201114) 

48 4 8 17 60 3,5 168 25 

T1DL.1DS-4U 
(201081) 

37 3 9,5 20 5 0,25 9 42 
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21. ábra), melyek alapján feltételezhető, hogy ezen Aegilops és búzakromoszómák 

génösszetétele és sorrendje nagyon hasonló. Ezt a szoros homeológ kapcsolatot látszik 

alátámasztani a 4M(4D) és 5M(5D) szubsztitúciós vonalnak a búzaszülőhöz (Mv9kr1) hasonló 

kalászstruktúrája és fertilitása (9. táblázat), ami azt jelzi, hogy a 4M, illetve 5M kromoszóma 

jól kompenzálja a kieső 4D illetve 5D kromoszómán lokalizált gének hatását. A búza 4-es és 5-

ös homeológ csoportjának kromoszómáin több jelentős QTL-régiót térképeztek, melyek 

meghatározó szerepet játszhatnak a termésmennyiség kialakításában (Guan és mtsai, 2018), a 

környezeti adaptációban  (Galiba és mtsai, 1995; Snape és mtsai, 1997; Tóth és mtsai, 2003) és 

az abiotikus stressztoleranciában (Cattivelli és mtsai, 2002). A legfontosabb 

terméskomponensek közül a bokrosodási képesség kialakításában résztvevő QTL-eket mintegy 

14 búzakromoszómán térképeztek, köztük a 4D és 5D kromoszómán (Liu és mtsai, 2014; Wang 

és mtsai, 2016). Egy másik fontos terméskomponens a kalászonkénti szemszám, melynek 

meghatározásában eddig több mint 100 QTL-t azonosítottak a búza 21 kromoszómáján, köztük 

néhányat a 4A, valamint az 5B és 5D kromoszómán (Börner és mtsai, 2002; Gao és mtsai, 2015; 

Guo és mtsai, 2015). A termés mennyiségére lényeges hatással lehet a növény magassága is. 

Az ezért felelős Rht (Reduced height), más néven törpésítő lokuszok szerepének felismerése és 

kiaknázása eredményezte a modern növénynemesítés egyik legnagyobb áttörését a XX. századi 

Zöld forradalom során (Hedden, 2003). A búza esetében mostanáig körülbelül 20 Rht génről 

számoltak be, melyek közül az Rht1 és Rht2 a legáltalánosabban alkalmazott törpésítő gén, 

melyek a 4BS, illetve 4DS kromoszómakaron található (Peng és mtsai, 2000; Achard és mtsai, 

2006). Előzetes eredményeink azt sugallják, hogy a 4D kromoszóma kicserélése a 4M 

kromoszómára mintegy 10 cm-rel csökkentette a szubsztitúciós vonal növénymagasságát, ami 

jelezheti egy, a 4M kromoszómán jelenlévő Aegilops Rht génváltozat hatását. A búza 

különböző ökogeográfiai környezetekhez való adpatálódásának egyik legfontosabb 

komponense a virágzási idő szabályozása (Kiss és mtsai, 2014; Kiss és mtsai, 2017). A 

virágzási idő meghatározásában kulcsfontosságúak a vernalizációs igényt (gabonafélékben 

annak a hideg periódusnak az igénye, mely kiváltja a vegetatív fázisból a generatív fázisba 

történő átmenetet) szabályozó gének (VRN gének). Búzában a legnagyobb hatású VRN gének a 

VRN-A1, VRN-B1 és VRN-D1, melyek az 5A, 5B és 5D kromoszóma hosszú karján lokalizáltak 

(Law és mtsai, 1976; Galiba és mtsai, 1995; Barrett és mtsai, 2002).  Mindez csak néhány példa 

arra, hogy a 4D és 5D kromoszómával jelentős kolinearitást mutató 4M és 5M kromoszóma 

behelyettesítésével mezőgazdasági szempontból nagy jelentőségű QTL-ek és gének új 

allélváltozatait vihetjük be a búzába. Ezzel összefüggésben, korábbi búza-Ae. geniculata 

addíciós vonalakon végzett vizsgálataink arra utalnak, hogy az ötös homeológ csoporthoz 

tartozó kromoszómák (5Ug és 5Mg) pozitívan befolyásolják a hexaploid búza 

vízoldhatópentozán-tartalmát és étkezésirost-összetételét (Rakszegi és mtsai 2017). 

Amennyiben igazolást nyer az Mv9kr1-Ae. biuncialis 5Mb szubsztitúciós vonal kedvező 

beltartalmi tulajdonsága, úgy hasznos génforrás lehet a funkcionális élelmiszerek előállítását 

célzó nemesítési programok számára.  

Természetesen, az átvitt Aegilops kromoszómák és azok szegmentumai tényleges hatásának 

felderítése érdekében az előállított vonalakat, felszaporításukat követően, a jövőben részletes 

agronómiai, élettani és biokémiai elemzéseknek kell alávetni. 

Az MvGB642-es genotípussal folytatott keresztezési programunk egyik legfontosabb célja a 

levélrozsda-rezisztencia átvitele a búzába. Szántóföldi megfigyeléseink és csíranövénykorban 

végzett mesterséges fertőzések alapján az Mv9kr1-Ae. biuncialis MvGB642 amfiploid éveken 

keresztül rezisztens volt a martonvásári levélrozsda-rasszpopulációval szemben. Mindez arra 

utal, hogy az MvGB642-es genotípusban található rezisztenciagén a búza genetikai háttérben 

is megnyilvánul, ezáltal hatékony védelmet tud biztosítani a levélrozsdával szemben. 

Ugyanakkor a korábban előállított addíciós vonalak (1Ub, 1Ub/6Ub, 2Ub, 3Ub, 2Mb, 3Mb és 

7Mb), valamint a jelenleg vizsgált előnemesítési populáció egyedei (melyekben kimutattuk az 
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1Ub, 2Ub, 4Ub, 4Mb, 5Mb és 6Mb kromoszóma jelenlétét) fogékonynak bizonyultak a 

levélrozsdával szemben. Mindez arra utal, hogy a rezisztenciagén a hiányzó kromoszómák 

valamelyikén (5Ub, 7Ub, 1Mb) található. Ezzel összhangban áll az a tény, hogy az Ae. biuncialis 

diploid ősében, az Ae. umbellulata-ban a 6U kromoszóma mellett, melyből az Lr9 rezisztencia 

gént mutatták ki (Sears 1956), az 5U kromoszómán szintén térképeztek hatékony levélrozsda- 

és sárgarozsda-rezisztenciagéneket (Lr76 és Yr70) (Bansal és mtsai 2020). A hiányzó Ae. 

biuncialis kromoszómák addíciós, szubsztitúciós vagy transzlokációs vonalak formájában 

történő átvitelével reményeink szerint egy a martonvásári levélrozsda-rasszpopuláció ellen 

hatékony védelmet biztosító rezisztenciagént építhetünk be a búzagenomba.  

A keresztezési program során a kromoszómaaberrációk (telocentrikus kromoszómák, 

deléciók, transzlokációk), köztük búza-Ae. biuncialis transzlokációk gyakori megjelenését 

tapasztaltuk. Kimutattuk azt is, hogy a vizsgált keresztezési populációban a 4Mb és 5Mb 

kromoszóma a többi Aegilops kromoszómához képest nagyobb gyakorisággal (40-50%) fordul 

elő. A kromoszómatörések, illetve -átrendeződések gyakorisága, valamint az említett 

kromoszómák nagyarányú jelenléte felveti annak a lehetőségét, hogy az Ae. biuncialis 

MvGB642 genotípusában egy gametocid (Gc) gén van jelen, mely a 4Mb vagy az 5Mb 

kromoszómán lokalizált. Ismert, hogy a gametocid kromoszómák jelenléte az Aegilops 

fajokban gyakori jelenség. Például Aegilops-specifikus Gc géneket mutattak ki az S, C és M 

genommal rendelkező fajokban. Ezek a Gc gének a 2-es, 3-as, 4-es vagy 6-os homeológ 

csoporthoz tartozó kromoszómákon voltak megtalálhatók (Endo 2007). Az Ae. biuncialis-hoz 

hasonló genomösszetételű Ae. geniculata (UgUgMgMg) esetében Kynast és munkatársai (2000) 

igazolták egy Gc gén jelenlétét búza (Chinese Spring) monoszómás 4Mg addíciós vonal 

segítségével. Ismeretes, hogy a Gc gének a következő generációba való átadódásukat azáltal 

biztosítják, hogy kromoszómatöréseket indukálnak a fejlődő pollen meiózist követő első 

és/vagy második mitotikus osztódása során azokban az ivarsejtekben, melyekből hiányoznak 

(Nasuda és mtsai, 2005). Abban az esetben, ha ezek a kromoszómatörések nem letálisak, a 

képződő kromoszómaaberrációk megjelenhetnek a következő generációban. Ezt a jelenséget 

kihasználva a gametocid rendszer segítségével számos citogenetikai alapanyagot, például 

hexaploid búza (Chinese Spring) deléciós sorozatot (Endo és Gill, 1996), illetve búza-

idegenfajú introgressziós vonalakat hoztak létre (Shi és Endo, 1997, 1999, 2000). Az Ae. 

geniculata 4Mg kromoszómáját monoszómás állapotban tartalmazó triticálé vonalak 

alkalmazásával Kwiatek és munkatársai (2017) búza-rozs transzlokációkat hoztak létre. A 

gametocid gén jelenlétét a búza-Ae. biuncialis 4Mb(4D) és/vagy 5Mb(5D) szubsztitúciós 

vonalban a közeljövőben igazolnunk kell. A gametocid gén hatását bizonyíthatjuk továbbá 

egyéb búza-idegenfajú addíciós vonalakkal való keresztezésekkel, ahol az utódokban 

monoszómás állapotban várható mind az Aegilops, mind pedig az idegen kromoszóma 

megjelenése. Ezen dupla monoszómás addíciós vonalak utódjaiban gametocid hatás esetén 

várható a különböző kromoszómaaberrációk, köztük idegenfajú transzlokációk megjelenése.  

 

Molekuláris markerek fejlesztése és alkalmazása búza-Aegilops introgressziós vonalak 

szelekciójára 

 

Az Aegilops U és M kromoszómák kimutatásának valamint a búza -Ae. biuncialis inrogressziók 

szelekciójának felgyorsítása érdekében új génalapú molekuláris markereket fejlesztettünk, 

melyeket PCR segítségével validáltunk a keresztezési programok szülői genotípusain, 

kromoszómális pozícióikat addíciós vonalak segítségével igazoltuk, majd a legalkalmasabb 

markerek segítségével megkezdtük egy markerkapcsolt szelekciós rendszer kifejlesztését és 

alkalmazását az előnemesítési programunkban. 

Az a tény, hogy az addíciós vonalakon tesztelt 48 EST-alapú marker 6,2%-a (3 marker) volt 

használható az introgressziós vonalak szelekciójára, míg ez az arány az intron-targeting (IT) 
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markerek esetében 41,6% (10 marker), a cDNS-alapú markerek esetében pedig 35,8%-volt (24 

marker) (8. táblázat), igazolták azt a korábbi tapasztalatot, miszerint a gének intron régiói 

megfelelő mértékű polimorfizmust (SNP-k, INDEL) biztosítanak ahhoz, hogy kromoszóma-

specifikus markereket hozzunk létre, melyek több hasonló genommal rendelkező fajon is 

alkalmazhatók (Poczai és mtsai 2013). Konzervált ortológ gének intron régióira specifikus COS 

(Conserved Ortholog Set), illetve PLUG (PCR-based Landmark Unique Gene) markereket már 

korábban is használtak búza-Aegilops introgressziós vonalak azonosításához (Burt és 

Nicholson, 2011; Howard és mtsai, 2011; Gong és mtsai, 2017). Az U és M kromoszómákkal 

rendelkező Aegilops fajok esetében szintén sikerrel használták ezen markereket az idegen 

kromoszómák azonosítására, nyomonkövetésére, vagy összehasonlító genomikai vizsgálatokra 

(Molnár és mtsai, 2013, 2016; Liu és mtsai, 2019).    

Kísérleteink szerint a molekuláris markereket a genomi in situ hibridizációval (GISH) 

kombináltan alkalmazó szelekciós rendszer felgyorsította az idegen kromoszómákat hordozó 

citogenetikai alapanyagok kiválogatását. Az átvitt kromoszómák azonosítása molekuláris 

markerekkel történik, így a GISH után nincs szükség minden (esetenként néhány száz) 

kromoszómapreparátum repetitív DNS-próbák segítségével történő ismételt hibridizációjára, 

mely egyébként jelentősen lassítaná a szelekciós folyamatot. Ezek az eredmények összhangban 

állnak több nemzetközi kutatócsoport által folytatott szelekciós gyakorlattal. Például az Ian 

King által vezetett kutatócsoport (University of Nothingam, UK) szintén rutinszerűen 

alkalmazza a fajkeresztezéses nemesítési programok során az idegen kromoszómák búza 

genetikai háttérben történő kimutatására a genomi in situ hibridizáció és a kromoszóma-

specifikus KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) markerek (Grewal és mtsai 2020), illetve 

a többszínű GISH és egy 35K SNP chip (Axiom® Wheat-Relative Genotyping Array) 

kombinációját (Grewal és mtsai 2018).   

Az általunk használt módszer lehetőséget ad korábban azonosított genetikai anyagok gyors 

tesztelésére, valamint indokolt esetben, pl. egy új transzlokáció megjelenésekor az adott vonal 

FISH segítségével történő ellenőrzésére is. A kromoszómaspecifikus markerek lehetővé tették 

néhány transzlokáció esetében az Aegilops kromoszómafragment azonosítását, mint ahogyan 

azt a T2DS.2DL-2U, vagy a T1DL.1DS-4U transzlokáció esetében tapasztaltuk. Más esetben 

azonban az alkalmazott markerek nem tudták kimutatni a citogenetikai módszerekkel igazolt 

transzlokációk (pl. az 5DS.5DL-M) jelenlétét, ami arra utal, hogy a létrehozott markerek nem 

az adott M genomi fragmenten helyezkednek el. Célunk egy olyan szelekciós rendszer 

kifejlesztése, ahol az egyes kromoszómák kimutatásához legalább négy marker szükséges, 1-1 

marker a rövid és a hosszú kar teloméra-régióját, 1-1 marker pedig a karok centroméra közeli 

régióját reprezentálják. Ez a feltétel a szelekciós rendszer jelenlegi formájában még nem 

teljesül, ezért további, az egyes kromoszómák fent említett régióira specifikus markerek 

fejlesztésére lesz szükség. A kromoszómák ezen régióinak markerekkel való telítésére ad 

lehetőséget a jövőben az Ae. umbellulata és az Ae. comosa kromoszómák 

genomösszeillesztéseit alkotó kontigok sorba rendezése az Ae. biuncialis genetikai térképe 

alapján, azaz az U és M genom virtuális génsorrendjének (GenomZipper) elkészítése, amint az 

az árpa, a búza vagy a rozs esetében látható volt (Mayer és mtsai, 2011; IWGSC, 2014; Bauer 

és mtsai, 2017). A virtuális génsorrend alapján kiválaszthatók olyan gének, melyek az egyes 

kromoszómák teloméra- illetve pericentromérás régióin lokalizáltak, majd e gének intron 

régiójára specifikus markerek fejleszthetők.  

További lehetőséget adhat a kromoszómák meghatározott régióinak markerekkel való 

telítésére az egyes gének ‘single-gene FISH’ segítségével történő vizualizációja az Aegilops 

kromoszómákon. Danilova és munkatársai (2014; 2017) ortológ gének cDNS-klónjait 

próbaként alkalmazva elkészítették a hexaploid búza ‘single-gene FISH’ térképét. A 6-10 

próba/kromoszóma felbontás mellett a térkép lehetővé teszi a genomszerkezet makroszintű 

összehasonlító vizsgálatát a hexaploid búza és rokon fajai esetén, amint az megtörtént az Ae. 
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caudata (Danilova és mtsai, 2017) és az A. cristatum (Said és mtsai, 2018) esetében is. Az Ae. 

comosa és Ae. umbellulata közelmúltban elkészített ‘single-gene FISH’ térképe szintén 

lehetőséget ad az ortológ gének citogenetikai pozíciója alapján történő összehasonlító 

vizsgálatokra, valamint a térképezett gének és az Aegilops kromoszómák szekvenciáinak 

segítségével történő markerfejlesztésre, ahogyan azt kísérleteinkkel igazoltuk (Said és mtsai, 

2021). 

Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a markerkapcsolt szelekciós rendszer már a jelenlegi 

verziójában is alkalmas az egyes Aegilops U és M kromoszómák kimutatására és 

nyomonkövetésére. Ennek az adhat jelentőséget, hogy az agronómiailag fontos gének, QTL-

régiók térképezése, kromoszómális pozíciójának meghatározása már az Ae. biuncialis fajon 

belül elvégezhető, amire módot ad az általunk létrehozott Ae. biuncialis F6 RIL populáció, vagy 

a szintén általunk összeállított, különböző ökogeográfiai élőhelyekről származó, az Ae. 

biuncialis genetikai diverzitását és allélösszetételét reprezentáló populáció létrehozása (Ivanizs 

és mtsai 2019). Mindez lehetővé teheti a legfontosabb agronómiai tulajdonságokért (szárazság- 

és hőtűrés, levél-, szár- és sárgarozsda-rezisztencia, étkezésirost-tartalom stb.) felelős QTL-ek 

asszociációs térképezését. Az eredmények ismeretében a legjobb tulajdonságokat hordozó 

genotípusokból markerkapcsolt szelekcióval már relatíve rövid idő alatt (3-4 év), célzottan lehet 

a  kívánt kromoszómát átvinni a búzába.  

Az előállított búza-Ae. biuncialis transzlokációk agronómiai tulajdonságai felszaporításukat 

követően értékelhetők és adott esetben felhasználhatók lesznek a martonvásári fajtaelőállító 

nemesítési programokban, melyek már eddig is számos idegen kromoszóma-szegmentum 

(rozs: 1RS.1BL; Agropyron elongatum Lr19/Lr24; Ae. ventricosa: Lr37) genetikai potenciálját 

igyekeznek kiaknázni (Bedő és mtsai, 1993; Uhrin és mtsai, 2008; Uhrin és mtsai, 2006). Az 

Aegilops fajok U genomjából származó genomi fragmentek szintén megtalálhatók a 

köztermesztésben lévő búzafajtákban. Ismeretes, hogy az Ae. umbellulata Lr76-Yr70 

rezisztenciagén-komplexumait hordozó 5U kromoszóma-szegmentum (Bansal és mtsai, 2020) 

megtalálható a ’Unnat PBW343’ hexaploid búzafajtában, ahol az átvitt kromoszóma-

szegmentum a tapasztalatok szerint nem okozott kimutatható negatív pleiotróp hatást a búza 

egyéb agronomiai  tulajdonságaira. Ennek a fajtának a vetésterülete India Punjab államában 

elérte a búza-vetésterület 10%-át (~300 000 ha).  

Abban az esetben, ha az általunk létrehozott transzlokációk valamelyike a későbbiekben 

egy egyértelműen fenotipizálható, hasznos tulajdonságot (például betegségrezisztenciát) 

hordoz, akkor a transzlokációk nem csak a nemesítési programokban vehetnek majd részt, 

hanem alapját képezhetik a gének azonosítását, klónozását szolgáló kutatási projekteknek is. 

Például a vad típusú búza-Aegilops transzlokációkból EMS mutagenezissel ‘knock-out’ 

mutánsokat lehet előállítani, majd ezekből és a vad típusból a transzlokációs kromoszómákat 

izolálni lehet. A MutChromSeq eljárás segítségével a mutáns és vad típusú transzlokációs 

kromoszómák szekvenálásával lehetőség van azon Aegilops gének azonosítására, melyek 

szekvenciája a mutagenezis következtében megváltozott és jelenléte együtt szegregál a 

megváltozott fenotípussal (Sánchez-Martín és mtsai 2016, Dracatos és mtsai 2019). Mindez 

módot adhat olyan funkcionális markerek fejlesztésére, melyekkel az agronómiailag fontos 

gének nyomonkövethetők és egy búzatörzsön belül piramidálhatók a keresztezési programok 

folyamán.   
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5. ÖSSZEFOGLALÁS ÉS ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK  

 

Munkánk során célul tűztük ki az U és M genommal rendelkező Aegilops fajok strukturális 

genomikai vizsgálatát annak érdekében, hogy a kapott szerkezeti információk, genomikai 

adatbázisok és molekuláris eszközök felhasználásával segítsük e fajok génállományának 

fajkeresztezésekkel történő átvitelét és alkalmazását a búza nemesítési programokban, valamint 

segítsük a mezőgazdasági jelentőséggel bíró gének jövőbeli azonosítását, klónozását. 

Strukturális vizsgálataink során elsők között alkalmaztunk áramlási citometriai módszereket a 

búza rokonsági körébe tartozó vad fajokon azzal a céllal, hogy az Aegilops fajok genomjából 

egyedi kromoszómákat izoláljunk a későbbi genomikai vizsgálatokhoz. Az áramlási 

citometriával kapcsolatos kutatásaink során a következő új tudományos eredmények születtek:   

 

1. Egyparaméteres áramlási citometria alkalmazásával meghatároztuk az U és M genom 

donorfajainak, az Ae. umbellulata-nak és Ae. comosa-nak, valamint ezek allotetraploid 

rokonainak, az Ae. biuncialis-nak és Ae. geniculata-nak, a DAPI fluoreszencia-intenzitás 

alapján adott áramlási kariotípusát és a kariotípuscsúcsok kromoszómális összetételét. 

Kimutattuk, hogy méret alapján nagy tisztaságban izolálható az Ae. umbellulata 1U, 3U és 6U, 

valamint az Ae. biuncialis 1U kromoszómája.  

 

2. Meghatároztuk a hexaploid búza diploid őseinek, a T. urartu-nak, Ae. speltoides-nek és Ae. 

tauschii-nak áramlási kariotípusát. Méret alapján sikerrel izoláltunk tiszta frakciókat e fajok 

5A, 5S és 5D kromoszómája esetében.  

 

3. Meghatároztuk a C genommal rendelkező Aegilops fajok, a diploid Ae. markgrafii, valamint 

az allotetraploid Ae. cylindrica (CcCcDcDc) és Ae. triuncialis (CtCtUtUt) kromoszómáinak DAPI 

áramlási kariotípusát és a kariotípuscsúcsok kromoszómális összetételét. Kimutattuk, hogy az 

Ae. markgrafii 4C és 5C kromoszómájából, az Ae. triuncialis MvGB585 genotípusban 

jelenlévő 6UtS.6UtL-5CtL transzlokációból és a 7Ct kromoszómából, valamint az Ae. cylindrica 

1Cc és 5Dc kromoszómájából tiszta frakciók izolálhatók.  

 

A fenti kromoszómák esetében lehetőség van a nagy kihozatalt eredményező 

egyparaméteres izolálás elvégzésére, ezáltal olyan genomikai módszerek, mint pl. a 

kromoszómakonformáció-befogást (Hi-C) felhasználó és hosszúnukleotid-leolvasásokat 

eredményező DNS-szekvenálási eljárások (pl. TACCA), alkalmazására, melyekhez nagy 

mennyiségű és nagy molekulatömegű DNS-minta szükséges. E kromoszómák esetében olyan 

módszerek is használhatók (pl. nanocsatorna-alapú optikai térképezés), melyek kizárják egy 

második fluoreszcens jelölés elvégzését.  

Elsők között alkalmaztuk e vad fajok mitotikus kromoszóma szuszpenzióiban, a GAA-

FITC oligonukleotid-próbával történő jelölést lehetővé tevő FISHIS módszert. A 

kromoszómamérettel arányos DAPI fluoreszcencia és a mikroszatellit- (pl. GAA, ACG) 

gyakorisággal arányos FITC fluoreszcencia alapján megalkotott kétparaméteres áramlási 

kariotípuson az egyes kromoszómák egymástól jobban elválaszthatók voltak, így több 

kromoszóma nagy tisztaságban történő izolálása is lehetővé vált. A kétparaméteres áramlási 

citometria segítségével az alábbi eredményeket értük el: 

 

4. Kettős lézervezérlésű áramlási citometria segítségével meghatároztuk az Ae. umbellulata, 

Ae. comosa, Ae. speltoides, Ae. markgrafii, Ae. sharonensis és Ae. biuncialis DAPI-FITC ‘dot 

plot’ áramlási kariotípusát és azonosítottuk a kariotípusokat alkotó részecskepopulációk 

kromoszómális összetételét. Kimutattuk, hogy az U, M, C, S genomok összes egyedi 
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kromoszómája, valamint az Ssh kromoszómák többsége nagy tisztaságban izolálható a diploid 

Aegilops fajokból .  

 

5. Kétparaméteres áramlási citometriával nagy tisztaságban izoláltuk az Ae. biuncialis 1U, 6U, 

3U, 2M, 3M és 7M kromoszómáját búza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis (MvGB642) addíciós 

vonalakból, valamint az Ae. umbellulata 2U kromoszómájának rövid és hosszú karját, illetve a 

7U kromoszóma hosszú karját búza (Chinese Spring)- Ae. umbellulata diteloszómás addíciós 

vonalakból.  

 

Az izolált kromoszómák nagy tisztaságú DNS-mintái, a termesztett gabonafajokat követően 

a búza rokonsági köréhez tartozó, eddig kevéssé tanulmányozott vad génforrás Aegilops fajok 

esetében is utat nyithatnak a különböző genomikai módszerek (pl. ‘shot-gun’ szekvenálás, 

markerek fizikai térképezése, optikai térképezés, GBS markerrendszerek) egyedi 

kromoszómákon történő alkalmazásának. Mindez előrevetíti a génbankokhoz kötött genomikai 

kutatások lehetőségét, melyek során egy vad faj értékes tulajdonságokkal rendelkező 

genotípusaiból célzottan lehet egy-egy adott kromoszómát izolálni, szekvenálni és 

génállományát meghatározni. Az Aegilops kromoszómák búza-Aegilops diszómás és 

diteloszómás addíciós vonalakból történő izolálása előre jelzi a kromoszóma-alapú genomikai 

megközelítés idegenfajú introgressziós vonalakon történő alkalmazásának lehetőségét is az 

átvitt értékes gének azonosítása érdekében.  

Az izolált Aegilops kromoszómák DNS-mintáit a továbbiakban felhasználtuk olyan 

strukturális összehasonlító vizsgálatokhoz, melyek segítségével molekuláris markereket 

azonosíthattunk az Aegilops kromoszómákon. Ugyanakkor az is célunk volt e vizsgálatokkal, 

hogy feltérképezzük az U és M genom kromoszómái és a búza kromoszómák közt fennálló 

homeológiakapcsolatokat.  

Strukturális genomikai vizsgálataink első részében az izolált kromoszómák DNS-mintáit 

mint templátot alkalmaztuk olyan PCR-reakciókhoz, ahol a búza ortológ gének alapján 

fejlesztett molekuláris (COS) markereket Aegilops kromoszómákon azonosítottuk, mely 

egyben lehetőséget adott a búza-Aegilops homeológkapcsolatok vizsgálatára. Ezek a 

vizsgálatok először tárták fel a búza és az Aegilops fajok M, illetve C genomjai közti 

kapcsolatokat, valamint nyújtottak szubkromoszómális szintű betekintést arra vonatkozóan, 

hogy az egyes kromoszómarégiók helyzete hogyan változott a búzához képest ezen fajok 

evolúciója során. Kísérleteink a következő eredményeket hozták: 

 

6. A DAPI áramlásikariotípus-csúcsok által reprezentált kromoszómák DNS-mintáinak és 

búza-Aegilops addíciós vonalak segítségével 51 búzaspecifikus COS marker 169 lokuszát 

azonosítottuk az U és M genom diploid őseinek, illetve az allotetraploid Ae. biuncialis és Ae. 

geniculata faj kromoszómáin.  

 

7. Az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. speltoides és Ae. markgrafii egyedi kromoszómáinak 

DNS-mintáin végzett PCR segítségével 100 db búza COS markert azonosítottunk. A búza és 

az Aegilops U, M, S és C genomok közti homeológiakapcsolatok COS markerekkel történt 

vizsgálatával kimutattuk, hogy az M genom kromoszómái szoros homológiát mutatnak a búza 

D kromoszómáival, valamint az U genomban a búzához képest számos átrendeződés történt az 

evolúció során. Szintén kimutattuk, hogy az Ae. speltoides (mint a hexaploid búza B 

genomjának feltételezett őse) kromoszómái mutatták a legnagyobb homológiát a 

búzakromoszómákkal. Az Ae. markgrafii esetében az 1C, 5C, 6C és 7C kromoszóma jelentős 

homológiát mutatott a megfelelő búza homeológ kromoszómákkal, míg a 

genomátrendeződések következtében a 2C homológ régiókat tartalmaz a búza 2-es, 3-as és 4-
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es kromoszómáival, a 3C a 3-as és 7-es kromoszómákkal, míg a 4C homológ a 4-es és 2-es 

kromoszómákkal. 

 

Ezek a vizsgálatok nem tették lehetővé az azonosított markerek Aegilops 

kromoszómákon belül elfoglalt sorrendjének meghatározását, és nem adtak pontos információt 

a búza- és az Aegilops kromoszómák közti kolinearitásról. E kérdések azonban 

megválaszolhatók az U és M kromoszómák nagy felbontású genetikai térképének segítségével, 

ahol a térképezett markerek helyzetét a búzakromoszómákon megkeresve már vizsgálható a 

búza-Aegilops szinténia. Az allotetraploid Ae. biuncialis két genotípusát (MvGB642 és 

MvGB382) évek óta használjuk keresztezési partnerként a búzaelőnemesítési programokban, 

így e genotípusok keresztezésével előállított kétszülős F2 populáció és a segítségével elkészített 

Ae. biuncialis genetikai térkép közvetlenül segítheti a búzába történő génátvitelt. Az Ae. 

biuncialis faj esetében a populáció allélösszetételének megállapításához elsőként használtuk a 

nagy áteresztőképességű, SNP detektálásra alkalmas GBS (genotyping-by-sequencing) 

markerrendszer közé tartozó DArTseq technológiát. A populáció egyedeit az U és M 

kromoszóma-specifikus DNS-mintákkal együtt genotipizálva az egyes markerkapcsoltsági 

csoportok könnyebben voltak hozzárendelhetők a kromoszómákhoz. Vizsgálataink során a 

következő eredményeket értük el:  

 

8. Az allotetraploid Ae. biuncialis MvGB642 és MvGB382 genotípusának keresztezésével 

létrehoztunk egy 224 egyedből álló F2 szegregáló populációt, melynek segítségével 975 egyedi 

lokuszon 11317 DArTseq markert térképezve elsőként állítottuk elő az Ae. biuncialis genetikai 

térképét. A térképezett vázmarkerek hasonlósági keresésével kimutattuk, hogy az M genom 

kromoszómái nagymértékben kolineárisak a megfelelő homeológ csoportba tartozó 

búzakromoszómákkal, míg az U genom inter- és intrakromoszómális transzlokációk és 

inverziók következtében jelentős mértékben átrendeződött a búzagenomokhoz képest.   

 

Az általunk létrehozott genetikai térkép először szolgáltatott nagyobb felbontásban 

információt az Ae. biuncialis U és M kromoszómái és a búzakromoszómák közt fennálló 

szinténikus kapcsolatokról, mely egyben az első ilyen jellegű információnak minősült az 

Aegilops fajok M kromoszómáira vonatkozóan is. Összhangban a COS markerekkel kapott 

eredményeinkkel, a térképezett markerek pozíciója alapján kimutatható volt az M 

kromoszómák nagymértékű homológiája és kolinearitása a megfelelő búzakromoszómákkal. 

Megerősítést nyert az a korábbi, diploid fajra vonatkozó megfigyelés is, hogy az U genom 

kromoszómái nagymértékben átrendeződtek a búzához képest. Térképünk segítségével az 

átrendeződésekben és inverziókban érintett régiók határait pontosabban meg tudtuk határozni, 

mely a későbbiekben hasznos információ lehet a génklónozási és adott genomi régiókra 

vonatkozó markerfejlesztési projektek során. A munka további jelentősége lehet, hogy az Ae. 

biuncialis MvGB382 x MvGB642 F2 populációból létrehozott 166 F6 öntermékenyített 

vonalból álló RIL (Recombinant Inbreed Line) populáció segítségével a szülői genotípusok 

közt jelentősen eltérő tulajdonságokért (levélrozsda-rezisztencia, szárazság- és sótűrés, 

gyökérstruktúra, étkezésirost-tartalom) felelős gének és QTL régiók már az Ae. biuncialis-ban 

térképezhetők lesznek. A térképezett kromoszómarégiók ismeretében további markereket 

fejleszthetünk azok nyomon követése érdekében, amivel az adott tulajdonságokért felelős 

gének hatékonyabban vihetők át a búzába. Mindezekhez azonban szekvenciaszintű 

információkkal kell rendelkeznünk az egyes Aegilops kromoszómák génösszetételéről, a gének 

allélváltozatairól, melyek segítségével speciális markereket fejleszthetünk a génátviteli 

folyamat elősegítése céljából.  

Az Ae. umbellulata és Ae. comosa egyedi U és M kromoszómáinak DNS-mintái lehetőséget 

adtak e diploid genomok ‘shot-gun’ szekvenálására újgenerációs (Illumina) technológia 
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segítségével. Az izolált Aegilops kromoszómák szekvenálásának eredményei a következők 

voltak:  

 

9. Az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszóma-specifikus DNS-mintáinak szekvenálásával 

elkészítettük az U és M genom kromoszómáinak de novo vázlatos genomösszeillesztéseit. Az 

Ae. umbellulata kromoszómáin hasonlósági keresés segítségével 25225 nagy megbízhatósággal 

rendelkező gént azonosítottunk. A jelzett gének helyzete alapján megvizsgálva az Ae. 

umbellulata és a búza D genomjának kromoszómái közti homeológiakapcsolatokat, kimutattuk, 

hogy az 1U, 2U és 3U kromoszóma nagymértékben homológ a megfelelő 

búzakromoszómákkal, a 4U kromoszóma egyes régiói homológiát mutatnak a búza 4D, 5D és 

6D kromoszómájával, valamint a búza 5D kromoszómájával homológ 5U kromoszóma a 4D 

kromoszóma hosszú karjával homeológ genomi fragmentet tartalmaz. A jelentősen 

átrendeződött 6U kromoszóma homeológ régiókat tartalmaz az 1D, 2D, 4D, 6D és 7D 

kromoszómával. Végül a 7U kromoszómán szintén kimutatható volt egy 3D kromoszómával 

homológ régió.  

 

A vázlatos (draft) genomösszeillesztések segítségével prediktált gének alapján a diploid U 

genom kromoszómáira vonatkozó búza-Aegilops homeológiakapcsolatok nagyfokú egyezést 

mutattak a tetraploid Ae. biuncialis-on térképezett DArTseq markerek alapján kapott 

összefüggésekkel. Mindez lehetőséget teremt a későbbiekben a diploid Ae. umbellulata és Ae. 

comosa kromoszómák szekvenciáinak sorba rendezésére a tetraploid Ae. biuncialis-ban 

térképezett DArTseq markerek pozíciói alapján. Az U és M kromoszómák így előállított 

genomikai adatbázisai alapjául szolgálhatnak a későbbiekben az Ae. biuncialis-ban térképezett 

és a búzába esetlegesen átvitt QTL régiók génösszetételének meghatározásához és az adott QTL 

régiókra specifikus további markerek fejlesztéséhez.       

Az U és M kromoszómák szekvenciái azonban már jelenleg is segíthetik a fajkeresztezés 

révén történő génátvitel folyamatát. Ennek igazolására munkánk végső fázisában az izolált 

kromoszómák szekvenciaösszeillesztéseit sikerrel alkalmaztuk génspecifikus molekuláris 

markerek fejlesztésére. Különböző módszereket használva több ezer PCR primerszekvenciát 

terveztünk, melyekből 139 markert teszteltünk az Aegilops U és M kromoszómákat 

reprezentáló búza-Aegilops addíciós vonalakon. Harminckét kromoszóma-specifikus markert 

kiválasztva megkezdtük egy markerkapcsolt szelekciós rendszer kialakítását, melyet egy 

reprezentatív búza x Ae. biuncialis előnemesítési populáción vizsgáltunk. A markerfejlesztéssel 

kapcsolatos kísérleteink eredményei a következőkben foglalhatók össze:  

 

10. Az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszómáinak genomösszeillesztéseit felhasználva 

217, PCR segítségével validált polimorf génalapú molekuláris markert fejlesztettünk, melyek 

közül 109 marker kromoszómális pozícióját búza-Aegilops addíciós vonalak segítségével is 

meghatároztuk. Egy új markerkapcsolt szelekciós rendszer alapjaként harminckét markert 

használtunk fel az U és M kromoszómák nyomon követésére az Ae. biuncialis-ból történő 

fajkeresztezéses génátviteli programokban.  

 

Fejlesztett markereink az esetek nagy részében megbízhatóan jelezték a populációban 

jelenlévő Aegilops kromoszómákat és néhány esetben lehetővé tették a búza-Aegilops 

intergenomikus átrendeződések pontosabb azonosítását is. Tapasztalataink szerint a genomi in 

situ hibridizáció és a molekuláris markerekre alapozott szelekció együttesen nagy 

hatékonysággal biztosítja az Aegilops kromoszómák nyomonkövetését búzakromoszóma 

háttérben is a fajidegen génátviteli programokban.   

A több éves keresztezési munka során számos búza-Aegilops addíciós és transzlokációs 

vonalat állítottunk elő, e vonalak egy része PhD hallgatóim dolgozatában megtalálhatók (ezeket 
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a dolgozatban részletesen nem ismertettem). Ezeken kívül további új alapanyagokat is 

létrehoztunk a búzával történt visszakeresztezések és öntermékenyítés során, melyek 

eredményei a következők: 

 

11. Az Mv9kr1 × Ae. biuncialis MvGB642 amfiploidok búzával végzett visszakeresztezésével, 

majd öntermékenyítésével egy 4U kromoszómát hordozó búza/Ae. biuncialis diszómás 

addíciós vonalat, valamint egy 4M(4D) és 5M(5D) diszómás szubsztitúciós vonalat állítottunk 

elő, melyekben a kromoszómákat FISH-sel, GISH-sel és molekuláris markerekkel 

azonosítottuk.  

 

12. A létrehozott Mv9kr1 × Ae. biuncialis MvGB642 amfiploidok Mv9kr1 búzatörzzsel végzett 

visszakeresztezéséből 10 búza-Ae. biuncialis transzlokációt mutattunk ki, melyek közül 6 

transzlokációt diszómás állapotban is sikerült előállítani. A transzlokációs kromoszómákat 

(T4DS.4DL-M, T5DS.5DL-M, T5MS.5ML-2DL, T1US.2BL, T2DS.2DL-2U és T1DL.1DS-

4U) egymást követő GISH és FISH technikával, és esetenként molekuláris markerekkel 

azonosítottuk. 

 

A létrehozott vonalak felszaporítása és agronómiai értékelése a jövőben várható. 
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