Szakmai zarojelentés

’Kései szarazsagtiirésben szerepet jatszo génjeloltek asszocidcios vizsgdlata drpaban

EcoTILLING modszerrel’ cimii OTKA palyazat (OTKA azonosito: 72366)

Kutatasaink elsddleges célja a szarazsagtiirésben potencidlisan szerepet jatszo
gének természetes variabilitdsanak vizsgalata volt az EcoTILLING (Eco-Targeting
Induced Local Lesions IN Genomes) mddszer meghonositidsa és optimalizaldsa Utjan,
amelyet arpa genotipusok allélvariansainak elkiilonitésére valamint molekularis markerek
kifejlesztésére hasznaltunk.

Az EcoTILLING vizsgalatokhoz szarazsagtiirés szempontjabol nagy genetikai
variabilitast mutatd, 96 genotipust tartalmazé arpa kollekciot allitottunk 6ssze, amelyben
a szarazsagtiirésben potencialisan szerepet jatszo génjeloltek
génvariansainak/haplotipusainak elkiilonitését végeztilk az EcoTILLING modszerrel. A
szarazsagtirésben potencialisan szerepet jatszo génjeloltek kivalasztasa soran elsdsorban
irodalmi adatokra tdmaszkodtunk. Emellett 1ényeges volt, hogy a vizsgaland6 16kuszrol
rendelkezésre alljon szekvencia informacio, hiszen csak ez alapjan tervezhetok megfeleld
primerek. A kandidatus géneket expresszids mintazatok, quantitative trait locus (QTL)
térképezési eredmények illetve élettani funkciojuk alapjan valasztottuk ki. Elsésorban az
abiotikus stresszvalaszban szerepld géneket tanulmanyoztuk. Vizsgalatba vontunk ezen
kiviil olyan nagyhatasi géneket is, melyek a szarazsagtolerancia szempontjabol is
pleotrop hatassal rendelkezhetnek.

A kivalasztott génekre a génszakaszok felszaporitasara alkalmas primerparokat
terveztiink. Osszesen 18 amplikon EcoTILLING vizsgalatat végeztiik el a teljes 96
genotipust tartalmazo arpa populacidban. Az amplikonok enzimes hasitasa és szekvenalo
késziiléken torténd futtatasa utan a kapott mintazatokat kiértékeltiik. Az azonos hasitott
fragmentumokat tartalmaz6 mintakat haplotipus kategoéridkba soroltuk. Az azonositott
haplotipusokat pedig két iranybol megszekvenaltuk. A reverse €s forward szekvenciak
Osszeillesztése valamint az igy kapott haplotipus szekvenciak tobbszords illesztésével

meghataroztuk az adott amplikonban eléforduld polimorfizmusokat. Az 1. abra a



HvNHX (Hordeum vulgare mRNA for sodium/proton antiporter) gén vizsgalt
amplikonjanak EcoTILLING mintazatat mutatja be.

EcoTILLING screen: HvNHX1
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1. abra: HYNHX (Hordeum vulgare mRNA for sodium/proton antiporter) gén
amplikonjanak EcoTILLING analizise. A Cel-1 es hasitas eredményeként kapott
hasitott fragmentumokat a fehér nyilak jelolik. A kapott mintazat alapjan a 92
genotipust 5 haplotipus kategoriaba sorolhato.

Vizsgalataink eredményeként az EcoTILLING modszerrel vizsgalt 1.5 millio
bazisparnyi szekvencia valt ismertté¢, a vizsgalt 9 génben Osszesen 94 haplotipust
(allélvarianst) kilonitettiink el, 185 SNP-t (Single-Nucleotide Polymorphism) és 46
INDEL-t (Inszercio/Delécid) azonositottunk.

Osszesen 4 génre — Hordeum vulgare AR-h gene for aldose reductase (HvARH1),
Hordeum vulgare HVAl gene (HvAl), Hordeum vulgare HvSRG6 gene for stress
responsive gene protein 6 (HVSRG6), Hordeum vulgare AP2 transcriptional activator
gene (HVDRF1) - kdnnyen detektalhatd, elsdsorban fragment hosszlisag eltérésen alapuld
genetikai markereket fejlesztettiink ki. Az emlitett gének allélikus variabilitdsat a teljes
génszakasz mentén (a promoter régiot is beleértve) feltartuk az ECoTILLING eljarassal.

A haplotipus-szekvencidk és polimorfizmusok birtokdban olyan marker-
kombinaciokat konvertaltunk genetikai markerekké, amelyek alkalmasak a populacioban

eloforduld leggyakoribb haplotipusok detektalasara illetve elkiilonitésére. A marker-



kombinaciok kivalasztasanal tigyeltiink arra, hogy a markerek azokat a haplotipusokat is
el tudjak kiiloniteni, amelyek aminosav szinten is kiillonbséget mutattak. A kifejlesztett
markerekkel a teljes arpa populacio regenotipizalasat elvégeztiik.

A HvARHI1 gén teljes szekvenciajara 4 amplikont terveztiink, amelyeket
EcoTILLING vizsgalatba vontunk. Az amplikonokra kapott haplotipusok szekvenciaiban
Osszesen 77 polimorfizmust (56 SNP-t és 21 INDEL-t) azonositottunk. Hét
polimorfizmusra tervezett markerek segitségével a 95 tagot szamlalo arpa populaciot
regenotipizaltuk. Ezen a markereknek a segitségével az Osszes lehetséges HvVARHI1
haplotipus elkiilonithetd. Az SRG6 gén esetében példaul a gén teljes hosszaban
azonositott 56 polimorfizmus (49 SNP és 5 Indel) koziil 3 Indel detektalasara 2 SSLP
markert alkalmaztunk. A HvVDRF1 génre 3, a HvAl génre pedig szintén 2 markert
fejlesztettink ki. Ezek a potencialisan ,génen belilli” markerek kozvetleniil
felhasznalhatok az arpa szdrazsagtiirés QTL térképezése soran valamint a markerre
alapozott szelekcioban.

Tovabbi amplikonok vizsgalata helyett egy ujszerli megkozelitést alkalmaztunk,
amelynek alkalmazéasaval a vizsgalandd populaciok mérete lényegesen csokkentheto,
azaz koltségek, id6 és munkaraforditas takarithatd meg. Segitségével a meglévd adatok
alapjan egy algoritmus hasznalataval modellezhetd a genetikai variabilitas mértéke az
altalunk vizsgalt populaciodban és az abbdl kialakitott/kialakithat6é szubpopulaciokban.

Ennek érdekében a projekt keretén beliil felépitettiink egy interneten keresztiil
hozzaférheté adatbazist. A ,BAHADAS — BArley HAplotype DAtabaSe for drought-
related candidate genes” névre keresztelt adatbazis tartalmazza a projekt keretén beliil
megvalosult Osszes eredményt, amelyet a http://bhd.szbk.u-
szeged.hu/haplotipusok/index.php weboldalon lehet elémi. A weboldal jelszoval védett
(username: totto, password: pwdl). Az integralt , keresési funkciokkal” ellatott adatbazis
az altalunk generalt adatokra épiil, konnyen attekinthetd, kezelhetd formaban jeleniti meg
azokat. Az altalunk hasznalt Gjszerii megkdzelités 1ényege, hogy a rendelkezésiinkre allo
allélvariabilitasi adatok felhasznalasaival modellezni lehet a genetikai variabilitas
mértékét az altalunk vizsgalt populacioban ¢és az abbol kialakitott/kialakithato
szubpopulaciokban. Az ugynevezett ,core collection” szubpopulaciokat a teljes

populaciobol kivalasztott egyedek, genotipusok alkotjak, amelyek a teljes populaciot



megkozelitd genetikai variabilitdssal rendelkeznek. Az ilyen moddon &sszedllitott
szubpopulaciok minden esetben nagyobb variabilitdst mutatnak, mint a véletlenszertien
kivalasztottak. A projekt keretein beliill bevezetett ,.core collection” algoritmus 1j
innovativ projektek kiindulopontja lehet, amelyben pl. 8, 16 vagy 24 arpa genotipust
tartalmazo, maximalis genetikai diverzitassal rendelkez0 szubpopulaciok kozvetleniil
szekvenalhatok a kivalasztott szarazsagtiirésben szerepet jatszo génjeloltekre.

Az EcoTILLING modszerrel feltart genotipusos eredmények mellet sziikségessé
valt a vizsgalt arpa vonalak fenotipusos paramétereineck meghatarozasa is
szarazsagstressz alatt. A szdrazsagtolerancia mértékének tesztelése érdekében
Osszeallitottunk 25 genotipusbol allo arpa torzskollekciot, mely részét képezi az
EcoTILLING analizishez hasznalt tagabb genotipus kollekcionak. A kivalasztott 25 arpa
vonal széleskort fenotipusos jellemzését iiveghazi koriilmények kozott komplex stressz
diagnosztikai rendszer haszndlatdval genotipusonként 5-5 kontroll illetve stressztelt
novénnyel két fliggetlen ismétlésben is elvégeztiik.

A hagyomanyos, vizudlisan ¢és mérésekkel meghatdrozhatdo fenotipusos
tulajdonsagok mellett (mint példaul az érésido, a termésmennyiség vagy a harvest index)
mellett tovabbi értékes kisérleti adatok is a rendelkezésiinkre allnak a komplex stressz
diagnosztikai rendszernek koszonhetéen. Meghataroztuk tobbek kozott a ndvények teljes
tenyészidé alatti vizfogyasztasat, azaz ismerjik a genotipusok vizfelhasznalasi
hatékonysagat. A kisérlet idétartama alatt rendszeresen rogzitett digitalis felvételek a
kontroll és stressz koriilmények kozott nevelt novények valamennyi fejlodési stadiumarol
¢és a fejlédési dinamikajukrol is informécioval szolgalnak. Tovabba részletes adatsorral
kiértékelése utjan meghatarozhat6 a genotipusoknak a vizmegvonas hatasara bekovetkezo
fotoszintetikus aktivitas vesztése.

A vizsgélt 25 arpa genotipust szantofoldi koriilmények kozott is teszteltiik,
genotipusonként 4-4 egysoros parcellaban 6ntozott (kontroll) koriilmények kozott, illetve
szarazsagstressz alatt szintén két fliggetlen ismétlésben. Szantofoldi koriilmények kozott
a megfeleld6 mértékli stresszhatas kivaltasahoz sziikséges vizhianyt eséarnyékolo

berendezés segitségével idéztik elé. A 2. abra a ndvények virdgzasakor késziilt



fényképeket tartalmaz. A vizmegvonas hatasara bekdvetkezé biomassza tomeg csokkenés

minkét esetben jol lathato.

Komplex stressz diagnosztikai rendszer
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2. abra: A kiilonboz6 kisérleti rendszerekben nevelt szarazsagstressznek Kkitett €s
optimalis vizellatasu novények a viragzas idején.

Kisérleteink lezarulta utan elvégeztik a két kiillonbozo kisérleti rendszerbodl
szarmazo6 fenotipusos adatok kiértékelését €s egymassal vald Osszehasonlitasat is. Az
egylittesen torténd abrazolasa nyoman kideriilt, hogy a két kiilonb6zé rendszerbdl
szarmazo adatsorok nagymértékii hasonldosagot mutatnak, a genotipus rangsor légyeges
megegyezést mutat. A korrelacié mértéke éppen a legfontosabb agrondmiai tulajdonsag,

a terméseredmények esetében a legnagyobb (1. tablazat).
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1. tablazat: A komplex stressz diagnosztikai rendszer és az automata eséarnyékolo
berendezésbdl szarmazd terméseredmények alapjan  felallitott rangsorok

Osszehasonlitasa az 10 legtoleransabbnak bizonyult genotipus esetében.

Ezek az egybevagd eredmények egyrészt egymast megerdsitve novelik a
fenotipizalasi adatok hitelességét, masrészt a komplex stressz diagnosztikai rendszer
alkalmazhatosaganak bizonyitékaul szolgalhatnak.

A két rendszer Osszehasonlitasabol kapott eredményeinket nemrégiben egy
tudomanyos konferencian is bemutattuk az alabbi cimmel:

"Az iiveghazi stresszdiagnosztikai eredmények 6sszehasonlitisa a szantofoldon tapasztalt
stresszvalasszal”

Cseri Andras, Talpas Krisztina, Torjék Otto, Mihaly Robert, Pauk Janos, Cseuz LaszIo,
Sass LaszIo, Vass Imre, Dudits Dénes

Matrahazi szeminarium, 2010. november 17-18

A novényi stressz adaptacidban kiemelt jelentdsége van a gyokérrendszer

felépitésének és funkciondlis jellemzdéinek. Ezért sziikségesnek itéltik a

szarazsagtolerancia tekintetében a fenotipus €s genotipus szintjén korabban mar részletes
jellemzett  torzskollekcid  gyokérnovekedési és  sejtosztodasi  paramétereinek
meghatarozasat. Kisérleteinket ozmotikus stressznek, illetve vizmegvondsnak kitett
csiranovényeken végeztiik képalkotasi és citologiai modszerek segitségével.

A sejtosztddasi €s novekedési gyokérparaméterek meghatarozasat szintén a fent

emlitett, részletesen fenotipizalt 25 arpa genotipust tartalmazoé torzskollekcion végeztiik



el. A gyokérnovekedési teszteket egyrészt tapoldatot is tartalmazo folyadékkulturaban
hajtottuk végre, amelyben a stresszhatast ozmotikumok (mannitol, polietilénglikol)
adagolasaval idéztik eld. Masrészt kidolgoztunk egy un. mikrorhizotronos kisérleti
rendszert, melynek segitségével a természetes viszonyokhoz hasonld koriilmények kozott
(talajban) nevelt csiranovények gyokérnovekedési dinamikajat megismételhetd és
egymassal 6sszehasonlithatd modon tudtuk nyomon kovetni. Kisérleteinkhez egy feliilrél
nyitott, levehetd oldalu, viztiszta anyagbol gyartott plexi edényeket hasznaltunk,
melyekben a kontroll ndvényeket megfeleld (60 %-os) vizellatottsagu talajban neveltiik,

mig a szarazsagstresszt a mindossze 20 %-os nedvességtartamu talajjal idéztiik eld.

Tolerans genotipus Szenzitiv genotipus

Ontizitt: 60 % .05 vizellatottsami talaj

Stiesszet: 20 %-0s vizeltottsaai talaj

Ontizitt Stresszelt Ontizitt Stresszelt

3. abra: Optimalis €és alacsony viztartalmu talajt tartalmazé mikrorhizotronban
nevelt arpa csiranovények gyokérfejlodése egy tolerans illetve egy szenzitiv
genotipus esetében.

Az alkalmazott neveld edény atlatszosaganak illetve levehetd oldalanak
koszonhetoen lehetéség nyilt a gyokérndvekedés pontos idébeni nyomon kovetésére
digitalis fényképezés utjan, illetve az osztodasban 1évo sejtek aranyanak meghatarozasat
lehetdvé tevo citologiai technikak is a novény lehetd legkisebb mértékii karositasaval

kivitelezhetok voltak. A novekedési tesztek alapjan kivalasztott tolerans genotipusokkal



részletes citologia vizsgalatokat végeztiink a sejtosztdodasi paramétereik meghatarozasa
céljabol. Ehhez tobbek kozott egy S-fazis specifikus fluoreszcens jelolo anyagot, az 5-
etinil-2-deoxiuridint (EdU) alkalmaztunk (Kotogany et al., 2010.). Az eljaras ampa
gyokércsticsra torténd optimalizalasa utdn a gyokérndvekedési paramétereik alapjan
kivalasztott genotiposok sejtosztodasi paramétereit is teszteltiik.

Kisérleteink soran szignifikans eltéréseket tapasztaltunk az egyes genotipusok
gyokércsicsaban végbemend sejtosztodasanak szarazsagstresszre adott reakcidjaban,

amely tobb esetben korrelaciot mutatott az adott genotipus a szarazsagtoleranciajanak

4. abra: Az S-fazisban 1évo sejtek gyakorisaga egy érzékeny, illetve egy tolerans
genotipus esetében.

mértékével.

Megfeleld vizellatas
{60 %-05 viztartalmii talaj)

Vizmegvonas

(20 %-0s viztartalm talaj)

Erzékeny
genotipus

Tolerans
genotipus

A legtobb genotipus esetében az altalanosan tapasztalt stressz reakcié a gyokerek
novekedésének lassulasa, leallasa vizhiany esetén. Kisérleteink soran azonban sikeriilt
azonositanunk olyan arpa vonalakat, amelyek gyokérmndvekedése joval kisebb mértékii
gatlast szenved kedvezotlen koriilmények kozott alacsony viztartalmu talajban.

A detektalt kiilonbségek sejtbiologiai hatterének feltarasa meghatarozo szerepet

tolthet be a gyokér vizhasznositd képességének, s ezaltal a ndvény



szarazsagtoleranciajanak javitasaban, valamint a szarazsagstressz €s a sejtosztodas
szabalyozasa kozott fenn allé kapcsolat mélyebb megértésében. A sejtek transzkript
Osszetételében vizmegvonas hatasara bekovetkezo valtozasok feltarasat RNS szekvenalas
segitségével végezziik.

Rendelkezésiinkre all ugyanis egy Gjgeneracios szekvanalasi szolgaltatas, amely
lehetové teszi az RNS molekulakrol szintetizalt cDNS-ek megszekvenalasat és igy az
egyes transzkriptumok gyakorisdganak meghatarozasat kis mennyiségli szovetminta
felhasznalasaval. A BZAKA BAYGEN: Novénygenomikai, Huméan Biotechnologiai és
Bioenergiai Intézetben mikodtetett (Applied Biosystems SOLiD™ 4.0 System)
igénybevételével két, reakciojaban eltérd genotipus esetében kivanjuk azonositani a
magasan kifejez6do illetve represszalt gének korét.

A genotipusok kivalasztasat szarazsagstressz alatt tapasztalt gyokérfejlodési
dinamika és a sejtosztodasi paraméterek részletes elemzése utjan illetve a korabbi
fenotipizalasi adatok egyiittes figyelembe vételével végeztiik el. A szekvenalas valamint
az adatok informatikai feldolgozasa jelenleg is folyik, melynek soran kiemelt figyelmet
kivanunk forditani a sejtciklus gének illetve a gyokér specifikus génekre. A transzkriptum
szinjén feltart genotipusok kozott fennallo eltérések fontos eredményekkel egészithetik ki
a sejtosztodas és a szarazsagstressz kapcsolatarol jelenleg rendelkezésre allo

informacidkat, illetve tovabbi erre iranyul6 kutatasok kiindulasi alapjaul szolgalhatnak.

Kutatasaink eredményeit 2011-ben, az Euphytica nevli szakfolyoirat az alabbi
cimmel kozlésre elfogadta:
“Allele mining and haplotype discovery in barley candidate genes for drought

tolerance”

Tovabba egy kézirat elkészitése is folyamatban van az alabbi cimmel:
“Comparative analysis of drought response of barley genotypes by a complex

stress diagnostic system in greenhouse and automatic rain shelter in field. *



