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OSSZEFOGLALAS

Keszthelyen t6bb évtizedes muiltra tekint vissza a gyepalkoto
fiifajok nemesitése. A mar regisztralt fajtak fajtafenntarté nemesité
munkdjanak célja tobbek kozott a fajtaleirasban szerepld ploidiafok
megorzése. A novényi DNS-tartalom vizsgalatanak gyors, korszerii
eszkoze a flow citometria. Eldkisérletiinkben a MATE Georgikon
Campuson fenntartott négy fiifajta genomméretét hasonlitottuk
ossze a nemzetkozi adatbdzisban adott fiifajra kozolt ismert, hasonlé
ploidiafoki mintdk adataival. Eredményeink nagyfoku egyezést
mutattak az elméletileg vart értékekkel, aldtamasztva a flow
citometria alkalmazhatésdagat a novénynemesitésben, valamint a
fajtafenntartds gyakorlataban.

Kulcsszavak: csomds ebir, vords csenkesz, nadképii csenkesz,
magyar rozsnok, 2C-érték, flow citometria

SUMMARY

In Keszthely, the breeding of grass species have several
decades long history. Among other things, the aim of the
maintenance work of the registered varieties is to preserve the
ploidy levels that have been reported in the variety descriptions.
Flow cytometry is a fast, modern tool for examining plant DNA
content. In our pilot study, we compared the genome size of the four
grass species maintained at the MATE Georgikon Campus with the
data of known samples of similar ploidy levels published for the
given grass species in the international database. Our results
showed a high degree of agreement with the theoretically expected
values, supporting the applicability of flow cytometry in plant
breeding and in variety maintenance.

Keywords: orchard grass, red fescue, tall fescue, smooth
bromegrass, 2C-value, flow cytometry

BEVEZETES

Az utdbbi évtizedekben egyre nagyobb figyelem
fordul a ndvényi genomméret felé, ahogy mind
nyilvanvalobbnak tiinik ennek a sejttani jellemzének a
biologiai sokféleségben betdltott alapvetd szerepe,
bioldgiai, evoluciés és 0Okologiai jelentdsége.
Vizsgélata sokféle megkozelitéssel Ilehetséges,
mérésére kdzvetett vagy kozvetlen modszerek allnak
rendelkezésre. A flow citometria (FCM) mar tobb
évtizede alkalmazott technika a ndvényi DNS-
tartalom becslésére (Dolezel és Bartos, 2005).

A MATE Georgikon Campuson takarmany- és
pazsitfiivek fajtafenntartd nemesitd6 munkéjahoz
kapcsolodoan az éllamilag elismert flifajtak ploidia

fokanak és genomméretének automatizalt
citogenetikai vizsgalatait nyolc éve kezdtiik, amikor a
Campus jogelédjének Sejtanalitikai

Laboratoriumaban 2016-ban csomods ebir fajta
torzsallomanyaban megjelent néhany széles levell
anyat§ ploidiafok becslését végeztik el flow
citométerrel, a fajtafenntartds soran esetlegesen
bekovetkezett spontan poliploidizacié kizarasara
(Lepossa és Nagy, 2016, 2022; Gyorei és mtsai, 2017).
Jelen munka a MATE NTTI Georgikon Campuson
fenntartott flifajtdk genomméret becslésére végzett
elékisérletrél szamol be.

IRODALMI ATTEKINTES

A genom a DNS-molekuldk Gsszessége, a benne
tarolt informacidkon alapul a névény egyedfejlodési
programja, mely a kornyezet altal is szabalyozottan
meghatarozza a névény fenotipusat. Méretének sejt-
és szervezet szintli hatdsai vannak, melyek
befolyasolhatjak pl. a sejtciklus hosszat, a sejtméretet,
olyan tulajdonsagokat, mint az életciklus, 6kologiai
igények, ¢s ezeken keresztil a ndvénytarsulas
Osszetételét, novény-allat kdlesonhatasokat, evolucios
utvonalakat és az 0koszisztéma-dinamikat (Dolezel és
mtsai, 2007; Dodsworth és mtsai, 2015; Suda és mtsai,
2015; Simonin és Roddy, 2018; Guignard és mtsai,
2019; Pellicer és Leitch, 2020). A DNS-mennyisége a
C-érték, amely abszolut értékben fejezhetd ki,
mértékegysége a ,pikogramm (pg) DNS” vagy
,,bazisparok szama/sejtmag” (Dolezel és mtsai, 2007).

Hasonld fejlettségli novényfajok genomméretei
kozott akar harom nagysagrendnyi eltérések is
lehetnek (C-érték paradoxon), ennek a biologiai
magyarazata azonban még nem teljesen tisztazott
(Dolezel és mtsai, 2007). A gének szama nem
feltétleniil aranyos a genom méretével. A ploidiafok
novekedése  hozzajarul ugyan a  genom
méretndvekedéséhez, Onmagaban azonban nem
eredményez nagyfoku kiilonbségeket.

A Royal Botanic Gardens 4altal mukodtetett
Novényi Genomméret Adatbazis elektronikus feliilete
a 2001-es els6é kiadas ota gyorsuld iitemben,
folyamatosan bdéviil, jelenleg a 7.1 frissitésben
12273 ndvényfajra tartalmaz genommeéret
informaciot, tilnyomo részben zarvatermokre (Leitch
és mtsai, 2019). Az adatbazisban csak azokhoz a
genommeéret-becsléshez taldlunk citologiai adatokat
(pl. kromoszémaszam, ploidiafok), ahol azt a
referenciaforras is kozli, ezzel igyekeznek elkeriilni
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— kiilondsen a tobbféle citotipust fajok esetében — a
genomméret-adatok téves értelmezésének lehetoségét
(Kolat és mtsai, 2017). A flow citometriaval végzett
genomméret-becslések nem szolgaltatnak konkrét
citologiai informaciokat, és korabban Suda és mtsai
(2006) is felhivtak a figyelmet, hogy a vizsgalando
taxonomiai csoport eldzetes citologiai ismerete nélkiil
a kromoszomaszam vagy ploidia fok kizarolag

genommeéret-becslésen alapulo értelmezése
félrevezetd lehet.
A kvantitativ DNS-vizsgalatok 1ényege a

sejtmagban talalhato DNS mennyiségének (C-érték,

illetve szomatikus sejtek esetében 2C-érték)
megallapitasa. A mérésekhez  DNS-specifikus
festékeket kell alkalmazni, amelyek
sztochiometrikusak, azaz a DNS-hez kotodo
festékmolekuldk szama megfeleltethetd a DNS
mennyiségével, igy a detektalt fluoreszcencia-

intenzitas utal a sejtmag DNS-tartalmara. Az egyik
leggyakrabban alkalmazott festék a propidium-jodid
(PI), amely gerjesztési maximuma (536 nm) és
emissziés maximuma (623 nm) miatt jol hasznalhatd
a 488 nm gerjesztéfényli asztali citométerekben. A
mérés elokészitése a sejtek permeabilizalasat igényli,
mert a PI membran-impermeabilis fluorokrom. Az
azonos  sejtciklusban 1évé  sejtek  jellemzben
ugyanannyi DNS-t tartalmaznak, és az eltérd
ciklusban 1évd sejtek DNS-kiilonbsége is maximum
kétszeres (G1 - G2/M  fazis), gy a
fluoreszcenciaintenzitast linearis skalan szokas
rogziteni. Az adatgy(ijtés soran elkiilonitjik a
fluoreszkald eseményeket (DNS-tartalmu sejtek) a
nem fluoreszkaloktol (tormelék, zaj, sth.). Sejtciklus-
vizsgélatok soran kritikus a G2/M fazisban 1év6 sejtek
megkiilonboztetése az Osszetapadt G1 sejtektol. Az
adatgylijtés soran iigyelni kell a miiszer megfeleld
beallitasara, ehhez minden méréssorozat elGtt
fluoreszcens mikrogyongyokkel végzett kalibracid
végrehajtasa sziikséges. A mérés soran folyamatosan
ellenérizni  kell a DNS-fluoreszcencia-intenzitasi
hisztogram G1 csucsanak CV-értékét, amely optimalis
esetben kevesebb, mint 8. A hordozofolyadék tartalyat
minden méréssorozat el6tt célszeri teljesen feltdlteni
a stabilabb folyadékaramlas érdekében (Brotherick,
2006).

Novénymintabol (Vicia faba) torténd elsé flow
citométeres  vizsgalat  eredményét  1973-ban
publikaltak, és ezt kdvetden az 1980-as évektl mar
rutinszeriien alkalmazott technika a ndvényi
DNS-tartalom becslésére (Ochatt, 2008). Napjainkban
is folyamatosan novekszik az ilyen miszerekkel
felszerelt laboratériumok szama, és a technikat mar
nem csak kutatdsra, hanem rutinszerlien a
ndvénynemesitésben (poliploid és hibrid nemesités)
és vetdmag mindsitésnél is haszndljak, példaul a
vetdmag érettségének, mindségének és a csirdzas
elérehaladdsanak megallapitasara. Leggyakrabban a
genomméret és a ploidiafok becslését végzik, de az
FCM alkalmas a sejtciklus aktivitdas ¢és az
endoreduplikacio intenzitdsanak megallapitasara is
kiilonb6zé ndvényi szervekben és szovetekben. A
szomaklonalis variabilitds miatt a szdvetkulturdban
termesztett ndvényi anyag meglehetdsen instabil a

DNS-tartalmat tekintve, ezért az FCM-elemzések ez
esetben kiilondsen ajanlottak. A kertészeti fajokat
gyakran belso standardként hasznaljak a genomméret
becslésében és kiillonbozd vegyiiletek citometridsan
vizsgélt citotoxikus / rakellenes / allelopatias
hatdsanak  elemzésében. A  genomszerkesztés
gyakorlatanak névénynemesitésben varhatd
elterjedése az FCM-technika rutinszer(i alkalmazasat
vetiti elére (Sliwinska, 2018).

Szamos vizsgalatot végeztek mar gyepalkoto éveld
fifajokon a flow citometria alkalmazasaval a
DNS-mennyiség becslésére, elsésorban a ploidiafok
meghatarozasa céljabol. Tuna és mtsai (2001) Bromus
fajok vizsgalata soran azt talaltak, hogy az atlagos
DNS-mennyiség szoros pozitiv kapcsolatot mutatott a
gyOkércsucsbol  értékelt kromoszomaszammal. A
gyakran nehezen azonosithaté aprd csenkesz fajok
koziil pl. juh csenkesz (Festuca ovina) mintakat Qiu
és mtsai (2020), a Duna mentén el6fordulé Festuca
taxonba tartozd fajokat Balogh és mtsai (2022)
vizsgaltak. ElGbbiben a ploidiafok széles skalajat
talaltak diploidtol oktoploid fokig, és azt is igazoltak,
hogy a juhcsenkesz esetében magasabb ploidiafokhoz
nagyobb magméret tarsult. Akiyama és mtsai (2016)
olaszperjébdl (Lolium multiflorum) ¢és nadképt
csenkeszb6l  (Festuca  arundinacea)  inditott
Festulolium keresztezés soran azt tapasztaltdk, hogy
az utédnemzedékekben a hexaploidok genommérete
nem stabil, folyamatosan csokkent.

Elokisérletet végeztiink négy hazai gyepalkotd
fiifaj (csomos ebir, vords csenkesz, nadképli csenkesz,
magyar rozsnok) Keszthelyen, MATE Georgikon
Campusan fenntartott regisztralt fajtainak csiranovény
mintdival, melynek soran a fajtaleirdsbol ismert
ploidiafokii  mintdink  genomméret-eredményét
hasonlitottuk 6ssze a nemzetkdzi adatbazisban adott
fifajra kozolt ismert, hasonld ploidiafoku mintak
adataival.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalt fiifajtik jellemzése: a vizsgalatokhoz a
MATE Georgikon Campusan korabban nemesitett,
jelenleg is fenntartott fiifajtakat (harom takarmany- és
egy parkfii fajtat, /. dbra) hasznaltunk.

»Keszthelyi 54” csomos ebir (Dactylis glomerata
L.): szara alacsony, kevésbé szilard. Levele hossza,
keskeny, kozépzold. Fejlodése generativ jellegii. J6 a
z0ldtomeg- és magtermd képessége, extenziv
viszonyok kozott is megfeleld. Rozsdaval és
lisztharmattal szemben ellenallobb. Jo a télallo- és
szarazsagtiird képessége. Tiszta vetésben legeltetésre,
szilazs és fliliszt készitésre egyarant alkalmas.

»Tomaj” voOrGs csenkesz (Festuca rubra L.):
nemesitéje Ivany Karoly, 2007-ben kapott allami
elismerést ez a park tipust fajta. Kivalo szarazsagtiiro,
finom levélzetii, tarackot nem fejleszt. Levele kdzép-
s6tétzold szinli, nem viaszolt. Onélléan is zart, dis
allomanyu pazsitot, tarackosokkal egyiitt alkalmazva
taposas-tiird, zart gyepet képez. Tarsulas-alkoto
képessége kivald. Szalmdija erds, éréskor fényld
szalmasarga, ezért  eldszeretettel  hasznaljak
koszortalap készitésére.
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»Keszthelyi 50” nadképli csenkesz (Festuca
arundinacea Schreber): Ecker Istvan nemesitette
Keszthelyen, 1979 ota regisztralt, takarmany tipusu,
kivalo alkalmazkodd képességgel bird, hosszl
¢élettartamu, hexaploid fajta. Szdra sima, vastag,
harom noéduszos. Strli, széles, teriild bokrot fejleszt.
Tolevelei 50-60 cm hossztak, 1-1,5 cm szélesek,
kozépzold szintiek, érdesek. Felalldo bugdja éréskor
gyengén terilld. Télallésaga kitiing, szarazsagtiirése
jo. Keverékekben elnyomja a tarsfiveket ¢és
pillangosokat, ezért ajanlott inkdbb a tiszta vetése.
Hasznositdsa javasolt extenziv legelokdn vagy
szilazsnak betakaritva.

~Keszthelyi 51” magyar rozsnok (Bromus inermis
Leyss.): magas, vastagszaru, felalld bokrot neveld,
hosszu, kozepes-széles, sotétzold levelt szalfii.
Tarackjai a talajban mélyen helyezkednek el. Bugéja
zbldesfehér szinii, kozepesen nagy, tomottebb. Késoi
viragzasu. Jol tiri a sz¢élsGséges talaj- és éghajlati
viszonyokat, wvalamint jol terem az extenziv
koriilmények kozott is. Sarjadasa viszonylag lassu,
viszont utdna intenziv a fejlédése. Kivald takarmany-
és magtlird képességti. Legeltetésre és
tomegtakarmany termesztésre is alkalmas tisztan
vetve vagy pillangds tarsitassal. Szaraz fekvésli

1. abra: Vizsgalatba vont fiifajtak torzsallomanya Keszthelyen
(Foto: Lepossa A., 2015)

LTS
B (4) K-51" magyar rozsnok

(3) ,K-50" nadképi ¢

Figure 1: Pure stands with single spaced plants of the examined
Hungarian grass varieties
Orchard grass °K-54’(1), Red fescue ’Tomaj’(2), Tall fescue
’K-50°(3), Smooth bromegrass *K-51"(4)

A fajtainkkal megegyezé ploidiafoka fifajok
fontosabb adatait a NoOvényi Genomméret
Adatbazisban szerepld, flow citometriat és propidium-
jodid (Pl) DNS-festést alkalmazo (FC:PI) vizsgélati

legeldk  felGjitasara, illetve ilyen teriileteken modszerrel becsiilt 2C-értékekkel az 1. tablazat
létesitendd gyepek telepitésére alkalmas. ismerteti.
A fufajtak megbizott fajtafenntartdja a Georgikon
Campuson 2015-t61 Lepossa Anita.
1. tablazat
Vizsgalatba vont fiifajok nemzetkozi adatbazisban kozolt genomméret adatai
. L, Kromoszoma Ploidia Kozlés szama 2C-érték
Botanikai név(1) Fajnév(2) szim(3) foka(4) (db)(5) 00)6)
Dactylis glomerata csomos ebir(7) 28 4 4 8,63+0,36
Festuca rubra vords csenkesz(8) 42 6 6 12,54+1,00
Festuca arundinacea nadképii csenkesz(9) 42 6 5 16,64+0,82
Bromus inermis magyar rozsnok(10) 56 8 3 23,18+1,20

Table 1: Genome size data of analyzed grass species from the Plant DNA C-values Database
Botanical name(1), Species name(2), Chromosome number(3), Ploidy level(4), Number of references(5), 2C-value(6), Orchard grass(7), Red

fescue(8), Tall fescue(9), Smooth bromegrass(10)

A DNS-vizsgalatokhoz hasznalt névenyanyag:
Vizsgalatainkhoz a fiifajtdk  torzsallomanyabol
szarmaz6o  vetémagbdl nevelt csiranovényeket
hasznaltunk, a csiraztatdst Memmert 750 tipust
ndvényneveld kamraban, valtott hé- és fényviszonyok
kozott végeztiik 21 napon keresztiil, 14h/10h 6ras fény
és sotét periddus, illetve 18 °C (16h) / 25 °C (8h)
hémérsékleti periddus beallitasaval.

A DNS-tartalom vizsgalata: A  citométeres
vizsgélatok mintaeldkészitését Dolezel ¢és mtsai
(2007) modszere alapjan végeztiikk. A sejtmagokat a
csirandvények levélmintaibol nyertiik ki, majd
CyStain Pl Absolute T reagens kit segitségével
(SYSMEX 05-5023) festettiik. Kontrollként fixalt
szivarvanyos pisztrang vorosvérsejteket (DNA
Control PI, SYSMEX, 05-7303) hasznaltunk Wake és
mtsai (1995) nyoman a flimintdk szuszpenzidjahoz
keverve.

Sejtmagfestés FCM vizsgalathoz:
1) festés elokészitése
o felhasznalasra kész extrakcios puffer készitése
(0525 g puffer reagens + 25 mL
sejtmagextrakcidos puffer, a puffer max. hét
napig 2-8 °C-on tarolhato);
o RNaz torzsoldat elkészitése (5 mg RNaz A +
1,5 mL viz, az oldat -20 °C-on tarolando);
o festoldat elkészitése 10 db mintahoz (20 ml
festépuffer + 120 pL propidium-jodid + 60 pL
RNaz, fénytol védve tarolando 18-25 °C-on, az
oldat csak 24 6raig stabil)
2) festés menete friss ndvényi mintaval
e kb. 20 mg friss névénymintat Petri-csészébe
helyezni, és hozzdadni 500 pL extrakcios
pufferoldatot
e ¢les borotvapengével 30-60 masodpercig
finoman apritani a mintat (5-10 minta utan
sziikséges a pengét cserélni)
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a szuszpenziot inkubaldsa
szobahémérsékleten
szuszpenzi6 szilirése 30 pm-es CellTrics sziirén
2 ml fest6oldat szlirlethez adasa
minta inkubalasa 30-60
szobahdmérsékleten, fénytdl védve
100 pL pisztrang vordsvérsejt szuszpenzid
hozzaadasa

minta értékelése

2-15 percig,

percig,

Adatgyiijtés és -elemzés: A flow citometrias
mérésekhez Beckman Coulter FC500 citométert
hasznaltunk 488 nm-es, 20 mW argon ion lézeres
gerjesztéfénnyel. A Pl  fluoreszcenciaintenzitas
rogzitése az FL 3 detektoron (650 nm LP) linearis
moddban tortént. A méréseket 10 000 esemény vagy
5 perc futtatasi id6 elérése utan allitottuk meg. Az

adatfajlokat  flow citométer standard LMD
fajlformatumban  taroltuk. Az  adatgyiijtéshez

Beckman-Coulter CXP Acquisition szoftvert, az
adatelemzéshez Flowing szoftvert (v. 2.5.1., Internet

1), illetve Kaluza adatelemzd szoftvert
(v.2.1.0003.20057, Beckman Coulter Inc.)
hasznaltunk. Az  adatfajlokat  kétdimenzids

oldaliranyt szortfényintenzitas (SSC log) és FL3
detektoron  rogzitett  PI-fluoreszcenciaintenzitas
citogramokon jelenitettiilk meg, ahol azonositottuk a
kontroll pisztrangvér, valamint a vizsgalt fii sejtmag
populacidkat, majd ezek median fluoreszcencia-
intenzitasi értékét, szorasat és variacios koefficiensét
(CV) egydimenzidés Pl-intenzitas hisztogramokon
allapitottuk meg.

Genomméret  szamitasa: A  mintdk DNS-
mennyiségének meghatarozasahoz Dolezel és mtsai
(2007) altal kozolt alabbi képletet hasznaltuk:

minta 2C érték (DNS pg) =

L minta intenzitas median érték
kontroll 2C érték *

kontroll intenzitas median érték

ahol a kontrollként hasznalt pisztrangvér 2C-értéke
5,05 pg (Wake és mtsai, 1995), a minta és kontroll
intenzitds median értékei pedig a mérési adatfijlok
hisztogram analizisével szdmitott értékek. A mérések
linearitasat Galbraith és Villalobos-Menuey (2018)

megkdzelitése szerint értékeltiik, Osszevetve a
Novényi  Genomméret Adatbazisban talalhato
genomméret értékeket a kapott PI median

fluoreszcenciaintenzitasi értékekkel. Az adatgyijtés
mindségellendrzésére a hisztogramok CV értékét

vettik  figyelembe,  8%-ot  tekintve  felsd
kiiszobértéknek (Givan, 2001).
EREDMENYEK

A flow citometriai mérés eredményét
kétdimenzidés  citogramok  és  egydimenzids

hisztogramok segitségével értékeltiik (2-3. dbrdk). A
kétdimenzids citogramokon lathatd, hogy a kontroll
pisztrang- (piros korrel jelolve), és a vizsgalt ndvényi
sejtmagok (zold korrel jelolve) szortfény- és DNS-
fluoreszcencia-intenzitasuk alapjan jol elkiilonithetok
voltak (2. abra).

2. abra: SSC/PI|-fluoreszcenciaintenzitas citogramok a kontroll (piros) és a minta (z6ld) populaciékkal
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Figure 2: PI fluorescence intensity with the populations of control (red) and samples (green)
Orchard grass ’K-54’(a), Red fescue *Tomaj’(b), Tall fescue *K-50°(c), Smooth bromegrass ’K-51"(d), PI fluorescence intensity on the FL3

detector(1), Side scatter light intensity(2)
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Az egydimenzios hisztogramokon pirossal jeldlve
a kontroll pisztrang-, z6ld szinnel jelolve pedig a
vizsgalt ndvényi sejtmagok fluoreszcenciaintenzitas
értékeit lathatjuk (3. dbra).

A hisztogramok CV értékei minden ndvényminta

3. abra: Vizsgalt fiifajtak DNS-hisztogramja
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Figure 3: DNA histograms of the analysed grass varieties

esetében  elfogadhatdo  értéket (<8%)  adtak
(2. tablazar).
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Orchard grass "K-54"(a), Red fescue *Toma;j’(b), Tall fescue "’K-50’(c), Smooth bromegrass "K-51°(d), PI fluorescence intensity on the FL3

detector(1), Maximum frequency(2)

2. tablazat

A vizsgilt MATE Georgikon fiifajtik genommérete

Fajta PI intenzitis median (CV)(5)

Kontroll intenzitas median (CV)(6)

Szamitott 2C-érték(7)

Dactylis glomerata

(csomés ebir K-54°)(1)
Festuca rubra

(voros csenkesz *Tomaj’)(2)
Festuca arundinacea
(nadképii csenkesz *K-50°)(3)
Bromus inermis

(magyar rozsnok ’K-51")(4)

190,84 (4,5)
368,22 (2,58)
409,14 (2,74)

567,84 (2,34)

111,58 (3,17) 8,64
113,72 (2,59) 16,35
110,65 (2,58) 18,67
111,19 (2,48) 25,79

Table 2: Genome size of the MATE Georgikon grass varieties

Orchard grass ’K-54°(1), Red fescue "Tomaj’(2), Tall fescue ’K-50’(3), Smooth bromegrass ’K-51°(4), PI median intensity(5), Control median

intenity(6), Calculated 2C-value(7)

A vizsgalt keszthelyi fiifajtak 2C értékei —a "K-54°
csomos ebir kivételével — meghaladtak az adott fajhoz,
azonos ploidiafokra a NoOvényi Genomméret
Adatbazisban k6zolt atlagos genomméretet (4. dbra).
Legnagyobb eltérést a vords csenkesz esetében

tapasztaltunk, itt a *Tomaj’ fajtank genommérete
mintegy 30%-kal volt nagyobb, a *K-50 nadképii
csenkesz esetében ez a kiilonbség 12% volt, mig a
magyar rozsnoknal elenyészd, csupdn 1%-os eltérés
mutatkozott.
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4. dbra: Altalunk vizsgalt és nemzetkozi adatbazisban szerepld, FC:PI modszerrel becsiilt fii genomméret adatok (piros oszlop =
sajat fajtakra vonatkozo becslés, sziirke oszlop = adott ploidiafokra kozolt adatok)
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Figure 4: Our grass genome size results (red columns) with reference 2C-values (grey columns)
Genome size 2C-value(1), Orchard grass "K-54°(2), Red fescue *Tomaj’(3), Tall fescue "K-50’(4), Smooth bromegrass "K-51°(5)

Fluoreszcencia intenzitds eredményeinket a
Novényi Genomméret Adatbazisban szerepld,
hasonlé modszerrel vizsgalt és adott ploidiafokra
publikalt adatok atlagaval Osszehasonlitva
megallapithatd, hogy a fluoreszcencia intenzitasi
értékek  nagyfoka  linearitast — mutattak  a
referenciaértékekkel (5. abra).

5. dbra: Fluoreszcencia intenzitasi értékek
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Figure 5: Fluorescence intensity values
Average of reference 2C-values(1), Pl fluorescence intensity(2)

DISZKUSSZIO

A genomméretre vonatkozd flow citometriai
vizsgalataink eredményét mdas hasonld6 munkakkal
Osszevetve szoros egyezést talaltunk. Pustahija és
mtsai (2013) a Balkan félszigetr6l gyjtott csomos
ebir mintaban 8,44+0,20 pg DNS mennyiséget
becsiiltek, mely megegyezett a sajat becslésiinkkel. A
vizsgalt Festuca fajok esetében nagyobb eltérést
kaptunk a Genomméret Adatbazisban k6zolt forrasok
eredményeihez képest: a vOrds csenkesz esetében
(F. rubra subsp. rubra) Loureiro és mtsai (2007)

17,660,305 pg DNS tartalmat hataroztak meg
feltételezhetéen, de nem igazoltan oktoploid
novényekben. Jelen vizsgalatunkban kapott eredmény
kozelebb all ehhez az értékhez, mint Smarda és mtsai
(2008) altal hexaploidnak feltételezett mintakra kozolt
alacsonyabb, 13,68 pg DNS értékhez. Ebben a
vizsgalatban a szerzOk a nadképli csenkesz
genomméretre 17,22 pg DNS tartalmat becsiiltek, de
itt kromoszémaszam meghatarozds nem tortént, a
szerzOk jelezték, hogy a kapott adat megfeleltethetd
foldrajzilag tavol es6 teriiletrél gyiijtott, igazoltan
hexaploid ndvényminta genomméretével. Tuna és
mtsai (2001) vizsgalataiban az Amerikai Egyesiilt
Allamok Mezogazdasagi Minisztériuma
Génbankjabol szarmazd 233 db oktoploid Bromus
inermis minta (Eszak-Amerikdban csak oktoploid
magyar rozsnokot hasznalnak mez6gazdasagi célra)
atlagos 2C-értéke 22,28+0,42 pg DNS volt,
Joachimiak és mtsai (2001) ugyanerre 10 db oktoploid
névénymintabol 24,54+0,34 pg DNS tartalmat kaptak,
hasonléan az altalunk mért értékhez. A kapott
eltérésekhez hasonld kiilonbségek a szakirodalombol
ismertek,  kiilonbozé  laboratériumok  azonos
névénymintakon végzett vizsgalati eredménye kozott
akar tobb mint 30% kiilonbség is adodott (Dolezel és
Bartos, 2005).

A kvantitativ genomméret-vizsgalatok lényeges
eleme a megfeleld referenciamintik kivalasztasa és
beszerzése. Bar a szakirodalomban elfogadott, hogy
ndvényi genommeéret meghatarozasadhoz nem névényi
referencidk is hasznalhatok, mint példaul — ahogy
munkankban is szerepelt — pisztrang vérsejtek (Wake
és mtsai, 1995), valosziniileg pontosabb becslés
kaphat6 referenciaként hasznalva ismert
genomméretl novények friss mintaival, melyek a
vizsgalt novénymintakkal egyiitt, azonos el6készitést
¢és festési protokollt igényelnek (Dolezel és mtsai,
2007).
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Elokisérletiink tapasztalatai megerdsitik, hogy a
flow citometria hasznos eszk6z a DNS-mennyiség
vizsgalatokban, az igy szerzett informacié tovabbi
genetikai vizsgalatok vagy a ndvénynemesités
kiindulopontjat képezheti, felhasznalhato
fajtafenntartasi munka mindségének ellenérzésére, de
akar regisztralt fajtdk vagy vetémagok -ellendrzé
vizsgalatai soran is. A flow citometridban rejld
lehetéségek a  klinikai  és  orvosbiologiai
alkalmazéasoktol eltér6 teriileteken még messze
nincsenek kiaknazva. A médszer olyan elényei, mint
a gyors adatgeneralas, a multiparaméteres vizsgalatok

lehetdsége, nagyfoku precizitas alkalmazhatova teszik
szamos, nem konvencionalis teriileten is. A
citométeres genomvizsgalatok jovObeni szerepe
elsdsorban abban rejlik, hogy valamely wjonnan
vizsgalni kivant novényfaj koltséges molekularis
genetikai  vizsgalatai  (teljes genom analizis,
szekvenalas) el6tt ezzel a gyors €s preciz, viszonylag
olcso vizsgalattal képet nyerhetiink a genommeéretrél,
illetve spontdan megjelend fenotipusos eltérések
esetében a  genomméret-valtozds  lehetdsége
meger0sithetd vagy kizarhato.
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