Szakmai zar6 jelentés az OTKA PD83444 sz. palyazathoz

A buza rokonsagi koréhez tartozod vad fajok az agronomiai tulajdonsagokért felelos gének
olyan allél valtozatait hordozzdk, amelyek a buzdban nem fordulnak el6. Ezen allélek
azonositasa ¢és marker kapcsolt szelekcidval torténd atvitele a termesztett buzaba jelentésen
hozzéjarulhat a megvaltozott biotikus és abiotikus kornyezethez jol adaptalodod buzafajtak
eldallitasahoz.

A kutatasi 6sztondij tavlati célja az volt, hogy az idegen faju keresztezések szempontjabol
fontos vad fajok esetében egyedi kromoszoémdak izoldldsaval megteremtse a kromoszéma
alapu genomika alkalmazésanak lehetdségét, utat nyitva az egyedi kromoszémak
szekvenalasan keresztiil (ij kromoszdma specifikus markerek eldallitasdhoz.

A palyézat £6 kutatési célkitiizései a kdvetkezdk voltak:

(I.) U és M genommal rendelkezd Aegilops fajok kromoszomainak aramlasos citometria
segitségével torténd izolalasa és azonositasa molekularis citogenetikai médszerekkel.

(IL.) Az izolalt Aegilops kromoszomak szekvenalasa Wjgeneracios szekvenalasi
eljarasokkal

(I11.) Aegilops specifikus molekularis markerek fejlesztése

I. Aegilops kromoszomak izolalasa és azonositasa molekularis citogenetikai
modszerekkel

Az 1. pontban megfogalmazott kutatasi cél megvalositasanak érdekében a kovetkezo feladatok
megoldasat tartottuk sziikségesnek:

1. Diploid és allotetraploid Aegilops genotipusok kariotipusanak meghatarozasa az izolalt
kromoszdémak késObbi azonositasanak érdekében.

2. Az éramlasos (flow-) cytometriai kisérletekhez sziikséges szemszadm biztositasanak
érdekében a kivalasztott Aegilops genotipusok felszaporitasa.

3. Az egyes Aegilops fajok flow-kariotipusanak meghatarozasa €s kromoszomak izolalasa a
flow-kariotipus csticsokbol.

4. Az izolalt kromoszémak azonositasa fluorescens in situ hibridizacioval és molekularis
markerekkel

A munkaterv 1. pontjdnak megfeleléen meghataroztuk egy diploid Ae. umbellulata (UU), egy
diploid Ae. comosa (MM), nyolc allotetraploid Ae. biuncialis (UPU°M®MP) és nyolc szintén
allotetraploid Ae. geniculata (USU®MEM®) genotipus kariotipusat repetitiv DNS probakkal
(Afa family, pSc119.2, pTa71) végzett in situ hibridizacio (FISH) segitségével (Molnar et al.
2011a). A diagnosztikus savok novelése és a pontosabb azonositas érdekében leirtuk a fenti
fajok (ACG), ¢és (GAA), mikroszatellit motivumokkal adott kariotipusat is. A FISH és az U és



M genomok parhuzamos kimutatasat lehetévé tevé genomi in situ hibridizacio (GISH)
segitségével 4 Ae. biuncialis genotipusban (TA10058, MvGB377, AE751/82) mutattunk ki
70°-7M°®, valamint két de. geniculata genotipusban (AE839/91, AE660/83) 7U-1MS illetve
5U8-5M® reciprok kromoszoma atrendez6déseket. Mindezek alapjan az aramlasos citometriai
kisérletekhez a tovéabbiakban olyan Aegilops genotipusokat hasznéltunk, amelyek nem
tartalmaztak intergenomikus kromoszoma atrendezddéseket (Ade. umbellulata MvGB470, Ae.
comosa MVGB1039, Ae. biuncialis MvGB382, Ae. geniculata AE1311/00).
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A flow-citometriai kisérletek mellett, a molekuléris citogenetikai (FISH, GISH)
modszertani fejlesztések lehetdveé tettek az U és M Aegilops kromoszomak azonositasat és
megkiilonboztetését buza genetikai hattérben is a hasznos Aegilops tulajdonsadgok (a
szemtermés magas mikroelem tartalma, szdrazsagtiirés) buzdba vald atvitelét célzéd
elénemesitési programok sordn (Farkas et al. Genome 2014; Dulai et al. J Plant Physiol 2014).

A buza-Aegilops nemesitési anyagok mitotikus kromoszoémain folytatott moddszertani
fejlesztéseket sikkerrel alkalmaztuk mas idegen fajii buza hibridek egyedi kromoszomainak
meiotikus kromoszomaparosodasanak tanulméanyozéasara (Megyeri et al. Cytogenet Genome
Res. 2013).

A 2. pontban megfogalmazott célkitlizés alapjan a kivalasztott Aegilops genotipusokat az
MTA ATK MGI iiveghazéban, novényneveld kamraiban, illetve szabadfoldi kisérleti
tertiletein szaporitottuk fel a flow-citometriai kisérletekhez sziikséges szemszam (500-1500
szem/genotipus) biztositasa érdekében.



A 3. és 4. pont célkitiizéseit nemzetkodzi egyiittmiikddésben (Jaroslav Dolezel, Centre of the
Region Hana for Biotechnological and Agricultural Research, Institute of Experimental
Botany, Olomouc, Czech Republic) valositottuk meg. A fenti Aegilops genotipusok
gyOkércsucs merisztéma sejtjeinek sejtciklusat hydroxyurea kezelé€ssel szinkronizaltuk és
amiprophos-methyl segitségével metafazisban akumulaltuk. Az eldallitott kromoszéma
szuszpenziok DAPI-val tortént festését kovetden meghataroztuk a fajok flow-kariotipusat
(~30 000 kromoszoma/minta). Mind a diploid Ae. umbellulata és Ae. comosa, mind a
tetraploid Ae. biuncialis és Ae. geniculata flow-kariotipusa négy csuccsal rendelkezett. Az
egyes csucsok altal reprezentalt kromoszémakat méret (azaz DAPI fluoreszcencia intenzitas)
alapjan izolaltuk egy FACSVantage SE flow cytometer (Becton Dickinson, San José, USA)
segitségével melyeket egy mikroszkdp targylemezen fixaltunk (1000 kr. /csucs) és FISH
(probak: Afa family, pSc119.2, pTa71) segitségével azonositottuk (Molnar et al. 2011b).

Az Aegilops fajok flow-kariotipus cstcsai a kdvetkezd kromoszdémakat tartalmaztak:

Ae. umbellulata 1: 1U, I1: 6U, III: 3U, IV: 2U, 4U, 5U és 7U; Ae. comosa 1: 1M, 4M, 1I:
6M, III: 2M, 5M, IV: 3M, 7M; Ae. biuncialis 1: 1U°, II: 2M°, 3M°®, 4M®, 6M®, 3U°, 6U°, I1I:
IM®, 5M®, 2U°, 4U°, 50°, 7U°, IV: TM"; Ae. geniculata 1: 1U8, 6M8, I1: 3UE, 4U¢, 6US, I1I:
2ME, AME, SME, 5UE, 7U8, 2U8, IV: 1M8&, 3M8, TM®.

A cstcsonként 100-200 kromoszoma FISH azonositasa alapjan megallapithatd, hogy az Ae.
umbellulata 1U (98,9%), 6U (74,1%), és 3U (86,4%) valamint az Ae. biuncialis 1u® (95,9%)
kromoszdmaja nagy tisztasagban izolalhato. A kromoszéma izoldlas optimalizalasa (a sorter
bedllitasainak valtoztatasa, érzékenyebb detektor alkalmazédsa majd az izolalt kromoszomak
FISH azonositasa) lehetévé tette, hogy a 6U és 3U kromoszomak esetében is 90% folé
(95,3%, 97,8%) tudjuk ndvelni az izolalt frakcidk tisztasagat.

Mindezen mddszertani fejlesztések lehetdvé tették, hogy az U és M genommal rendelkezd
diploid genom donor fajaibol (7. urartu-AA-, Ae. speltoides-SS-, Ae. tauschii-DD-), valamint
tovabbi Aegilops fajokbol (de. caudata —CC-, Ae. cylindrica-C°C°DD- és Ae. triuncialis-
U'U'C'CY) is sikerrel izolaljunk egyedi kromoszoémakat (5A, 5S, 5D, valamint 4C, 5C, 5D¢,
T6U'S.6U'L-5C'L és 7C") (Molnar et al. Theor Appl Genet 2014).
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2. abra: Az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. biuncialis és Ae. geniculata kromoszoéma méret
alapjan meghatarozott flow kariotipusa (A) és a flow kariotipus cstucsokbol altal reprezentalt
kromoszémak (B) (Molnér et al. 2011b).

Az egyes flow-kariotipus csicsok kromoszomadsszetételére vonatkozd molekularis
citogenetikai eredményeket molekularis markerekkel is alatamasztottuk, illetve az izolalt
kromoszoma frakciok segitségével meghataroztuk szamos marker kromoszomalis
lokalizaciojat. A marker analizishez cstcsonként 25-50 000 kromoszomat izolaltunk PCR
csovekbe (~20-60 ng DNS), amelyek DNS tartalmat proteinase kezelést kovetden multiple
displacement amplification (MDA) segitségével (Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification
Kit) felszaporitottuk. A kisérletekben szintén felhasznaltuk a flow-citometriai kisérletekhez
hasznalt Aegilops genotipusok teljes genomi DNS-ét, valamint biza (Chinese Spring)-Ae.
geniculata (1U%, 2U%, 3U%, 4U8%, 5U¢, 6U%, 7U%, IM®, 2M&, 3M®, S5M®, 6M®, TM®) és buza
(Mv9krl)- Ae. biuncialis (1U°, 6U°, 3U°, 2M®, 3MP°, 7MP) addiciés vonalakat. A PCR
termékeket agaroz gélelektrofoézis (késébb pedig egy kapillaris elektroforézis eleven miikodo
fragmentanalizator - Advanced Analytical Technologies, Ames, USA-) segitségével
elemeztilk. A 25 buza specifikus SSR marker koziil 13 marker adott specifikus terméket
legalabb egy Aegilops fajon. Tiz SSR marker kromoszomalis elhelyezkedését hatdroztuk meg
a flow-sorted kromoszéma DNS mintdkban val6 eléfordulasuk illetve az addicids vonalak
segitségével (a buza és az Aegilops specifikus savok hosszpolimorfizmusa alapjan): Ae.
umbellulata (1U: Xgdm33, Xcfd59; 3U: Xgwm391, Xcfa2l34; 6U: Xwmc48, Xcfa2040), Ae.
biuncialis (1U°: Xgdm33, Xcfd59) és Ae. geniculata (1U%: Xcfd59; 3U8: Xgwm391, Xgwm114,
Xcfa2l34; 4U%: Xgwm165; 5U%: Xgdm34, Xgwm205) (Molnar et al. 2011b).



A genomi SSR markerekkel kapcsolatban megallapitottuk, hogy a sok esetben tobb,
kiilonb6zé genomi elhelyezkedésit PCR termék komplikdltd teszi az egyes Aegilops
kromoszomak genomi SSR markerekkel torténéd nyomonkovetését. A COS (Conserved
Ortholog Set) markereket olyan gének exon-intron hatarrégidira tervezték melyek az evolucid
soran nagymértékben konzervalddtak a szekvencia és a kdpiaszam tekintetében. Elonyiik a
genomi SSR markerekkel szemben, hogy génalapi markerek, igy a késdbbiek soran
hatékonyabban alkalmazhatéak az Aegilops fajok agrondémiai tulajdonsagainak QTL
analiziséhez, valamint az Aegilops fajok genomi strukturdjdnak dsszehasonlitdsahoz a buzaval
¢s kiilonbozo modell fajokkal (Brachypodium, rizs).

A flow-citometria segitségével izolalt kromoszoma frakciok lehetdséget adtak tovabbi
nemzetkdzi kooperacio létrehozasara Dr. Simon Griffiths-el (JIC, Norwich UK), akivel
egylttmiikodve megkezdtilk génalapi COS markerek azonositasat az egyes Aegilops
kromoszdmakon.

A vizsgalatok meghatarozott kromoszomalis Osszetételi Ade. umbellulata, Ae. comosa, Ae.
biuncialis és Ae. geniculata flow-sorted DNS mintdkon, valamint 7. aestivum-Aegilops
addicios vonalakon (de. umbellulata: 1U, 2U, 4U, 5U, 6U, 7U; Ae. comosa: 2M, 3M, 4M,
5M, 6M, TM; Ae.biuncialis: 1U°, 6U°, 3U°, 2M®, 3M®, TM" és de. geniculata: 1U%, 2U8, 3U¢,
4U8, 5U8, 6UE, 7U%, IME, 2M&, 3M8, 5M®, 6ME, TM®) torténtek. A tesztelt 141 marker koziil
100 esetében tudtam az U és M genomi pozicidt kromoszoma szinten meghatarozni (Molnar
et al. PLoS One 2013). Ezek koziil, 51 marker 169 lokusza mutatott jelentds (>2bp)
polimorfizmust a buza sziildhéz képest. Ezek a markerek lefedik mind a 7 db U és M
homeoldg csoportot, igy alkalmasak lehetnek 0j buza-Aegilops addiciés vonalak és
kromoszoma atrendezddések marker-kapcesolt szelekcidjara.

A COS markerek helyzetének kromoszéma szintli meghatarozasa lehetdvé tette az Aegilops
fajok €s a buza, valamint Brachypodium ¢és rizs kozt fennallo szinténikus kapcsolatok
tanulmanyozasat. Az Osszehasonlitds soran meghataroztuk a COS markerek fejlesztéséhez
genomok Osszeillesztett genomi referencia szekvencidin (Brachypodium distachyon v1.0;
Oryza sativa Japonica Group, The IRGSP pseudomolecules, Build 4.0, GenBank Assembly
ID: CA_000005425.2). A start genomi pozicidk alapjan megszerkesztettiik a COS markerek
fizikai térképét a Brachypodium-ban ¢€s rizsben. Ezutin az egyes markerek kromoszoma
szintli helyzetét a buza D genomjaban valamint a diploid és poliploid Aegilops fajok U és M
genomjaiban az 1.-VII. homeolog csoportokra specifikus szin kddokkal vizualizaltuk. Ennek
eredményeként meghatarozhatjuk, hogy az egyes Brachypodium (ill. Rizs) kromoszdéma
régioknak megfeleld régiok mely kromoszomakon taldlhatdak a buza, illetve U és M Aegilops
genomokban. Az igy kapott eredmények lehetévé tehetik a jovOben az egyes Aegilops
kromoszomakra specifikus génalapti markerek célzott fejlesztését a Brachypodium és rizs
szekvenciak alapjan.
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Gyakorlati téren a markerek segitségével gyorsabba valhat a buza—Aegilops transzlokacidok
kivalogatasa is. Az adott vizsgalatok bizonyitottdk a génalapt COS markerek
alkalmazhatdsagat az Aegilops kromoszoémak buza genetikai hattérben torténé nyomon
kovetésére. Ennek alapjan az eredeti munkatervtdl eltéréen (melyben SSR markerek
fejlesztése szerepelt) tovabbi génalapti markerek (SNP, COS, PAV) fejlesztése mellett
dontottiink az Aegilops kromoszomak késobbi szekvencia adatainak felhasznalasaval.



II. Az izolalt Aegilops kromoszomak szekvenalasa ujgeneracios szekvenalasi
eljarasokkal

Az II. pontban megfogalmazott kutatdsi cél megvaldsitasanak érdekében a kovetkezd
feladatok megoldasat tartottuk sziikségesnek:

1. Az Aegilops fajok izolalt (flow-sorted) kromoszémainak szekvenaldsa 10j generacios
modszerek segitségével,

2. A szekvencidk bioinformatikai feldolgozasa, kromoszéma specifikus adatbazisok
létrehozasa kiilonbozo referencia genomokkal torténd dsszehasonlitas segitségével.

Az 1. pontban megfogalmazottak alapjan elvégeztik az Ae. umbellulata 1U, 6U ¢és 3U,
valamint az Ae. biuncialis 1U° kromoszomainak shot-gun szekvenalasat. A szekvenalashoz
sziikséges DNS minta el8allitasdhoz 38126 db 1U illetve 1U° kromoszémat, 37215 db 3U és
36880 db 6U kromoszomat izolaltunk PCR csdvekbe, mely 50 ng DNS-nek felelt meg. Az
izolalt DNS frakciok tisztasdga minden esetben 94% f6l6tt volt (1U: 96,9%, 10°: 94,7%.,
3U:97,8%, 6U: 95,3%) Az izolalt kromoszomak DNS tartalmat a korabban leirt modon
(MDA, Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit) felszaporitottuk, mely mintanként 4-6
ng DNS kihozatalt eredményezett (1U: 6,85 pg; 1U° 4,54 pg; 3U: 6,55ug; 6U: 6.68ug). Az
izolalt kromoszomak felszaporitott DNS-ét nemzetkozi egyiittmiikddés keretében (Federica
Cattonaro, IGA Institute of Applied Genomics, Udine, Italy) megszekvenaltuk egy Illumina
Hiseq2000 berendezés segitségével. A szekvendlds 330-480 bp inserteket tartalmaz6 Illumina
100bp paired-end konyvtarakon tortént, melynek eredményeként kromoszémanként 30 Gbp
2x100bp paired-end readeket kaptunk (elsédleges szekvenciak).

2. A szekvenalasbol szarmazo6 adatok bioinformatikai feldolgozasa a Dr. Klaus Mayer és
csoportjaval (MIPS, Miinich), valamint az MTA ATK bioinformatikai csoportjaval
egylittmiikodésben végeztilk. Az Illumina paired-end readek Osszeillesztése SOAPdenovo
softwer segitségével tortént kiilonb6z6 k-mer méretek mellett (21 és 29 bp k-mer értékek
kozott 3 bp-os 1épéseket, mig 35 és 85 bp kozott Sbp-os 1épésekt alkalmazva) annak
érdekében, hogy a meghatarozzuk a legjobb genom lefedettséggel és L50 értékkel rendelkezd
illesztést. Az Ae. umbellulata kromoszémak esetében a tovabbi vizsgalatokhoz a 45bp k-mer
méretek melletti illesztésekkel kapott, mig az Ae. biuncialis 1U° kromoszoma esetében a 60
bp k-mer érték mellett kapott scaffoldokat hasznaltuk. Ezen masodlagos adatbazisok fobb
statisztikai mutatoi a kovetkezé hatarértékek kozt mozogtak: szekvencidk szama: 617391-
997537, szekvencidk Osszesitett mérete (bp): 323808605-373114526, atlagos szekvencia
hossz (bp): 374,03-564,9 és L50 érték: 1230-2129. Ezt kovetéen a VMATCH softwer
(http://www.vmatch.de/) alkalmazasaval és a MIPS-REdat Poaceae v8.6.2 Repeat
adatbazissal vald6 0Osszehasonlitds segitségével azonositottuk az egyes Aegilops
kromoszomakban a repetitiv szekvenciakat (lUb: 62,4%, 1U: 42,5%, 3U: 43,1%, 6U: 40,2%)
ami lehetdveé tette az adatbazisokbol torténd eltavolitasukat (= harmadlagos adatbazis).

Az Aegilops kromoszomak géndsszetételének meghatarozasdhoz Gsszehasonlitottuk az
Aegilops kromoszoémak  repetitiv szekvenciaktél megsziirt adatait az 4arpa virtualis
génsorrendjével valamint a Brachypodium, a rizs és a cirok Osszeillesztett genomi
szekvenciaival (BLASTX, kritériumok: (a) csak a legjobb taldlatott vettiik figyelembe, mely
legalabb 30 aminosavnyi ilesztési hosszal rendelkezett és a minimalis szekvencia azonossag
85% (az arpaval valo dsszehasonlitasnal), 75% (a Brachypodium-mal), illetve 70% (a rizzsel
¢s a Shorgum bicolor-ral tortént 6sszehasonlitdsnal) volt. A génspecifikus szekvenciak alapjan


http://www.vmatch.de/

megallapitottuk, hogy az 1U° és 1U kromoszomak szinténikusak az arpa 1H kromoszomaval
kromoszdma szintén megfelel az arpa 3H kromoszéma hossza karjanak. Ezzel ellentétben a
jelentds evolucios atrendezddésen keresztiil ment 6U kromoszoma megfelel az 1H, 2H és 7H
hosszt karjan, a 4H rovid és hosszu karjan, valamint a 6H révid karjan talalhatd konzervalt
szinténikus régioknak (Simkové et al. 2011ab, Molnar et al. 2012abc; Martis et al. 2012;
Dolezel et al. 2013).
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4. 4bra: Szinténia az Ae. biuncialis 1U° (A), az Ae. umbellulata 1U, 3U, 6U (B), valamint az
arpa kromoszomai kozott. Az dsszehasonlitas alapjaul az arpa kromoszémak 10 Mb régidiban
¢s az Aegilops kromoszomakon taldlhatdé azonos gének hanyada szolgalt, melyet hoétérkép
segitségével abrazoltunk (minél magasabb az azonos gének ardnya, annal vordsebb szinnel
jeloltiik az egyes régiokat).

I11. Aegilops specifikus molekularis markerek fejlesztése

Az 1U° kromoszomara fokuszalva a szekvencia adatok felhasznalasaval génalapu, Aegilops
kromoszéma specifikus markerek eléallitdsat kezdtem meg intézetiink bioinformatikai
csoportjanak iranyitasa alatt. Figyelembe véve az izolalt Aegilops kromoszémék és rokon
fajai ( buza D genom, arpa) kozt el6zéleg megallapitott homoldgia viszonyokat, elsé 1épésben
kivalogattam 633 db, a blza 1D kromoszomdjan eldzetesen fizikailag térképezett EST
szekvenciat, melyeket az Ae. biuncialis 1U° szekvenciaihoz illesztettem (A BLASTn soran
alkalmazott paraméterek: illesztési hossz >100bp; ID%=93-100). Azt a 49 EST-t, melyek 1
scaffoldon adtak taldlatot és a bizdhoz képest mutatkozo eltérés (gap) > 3 bp volt egyenként
illesztettem a megfeleld 1P Aegilops scaffoldra és primereket terveztem a variabilis régidkra.
A 66 eldallitott primerparbdl az NCBI PrimerBLAST segitségével kisziirtem a durum és
hexaploid buza szekvencidkhoz képest nem varidbilis primereket, melynek eredményeként 44
db olyan primer part hoztam létre, melyek az adott génre nézve az 10° specifikus allélt fogjak
felszaporitani. E markerek PCR-es validalasa buza — Aegilops addicids vonalakon, ezek buza
¢s Aegilops sziil61 genotipusain, valamint flow-sorted kromoszoéma DNS-en folyamatban van,



de az eddig vizsgalt 14 marker specifikusnak bizonyult az 1U kromoszémara. Igy a fenti
megkozelitést alkalmazva tovabbi kromoszéma specifikus markerek eléallitasat tervezem a
tobbi izolalt Aegilops kromoszoma szekvencidinak felhasznalasaval.

A fenti eredmények igazoltdk azt a feltevést, hogy aramlasos citometria segitségével
lehetséges egyedi kromoszomakat nagy tisztasagban izolalni vad Aegilops fajokbdl is, melyek
szekvenalasaval és egyéb genomikai alkalmazasaval jelentésen novelhetd a vad Aegilops
fajok genomjarol rendelkezésre alld szekvencia szintli ismeretanyag. Mindez lehetévé teszi az
eldnemesitési folyamatok felgyorsitdsahoz nélkiilozhetetlen molekularis markerek eléallitasat
¢s térképezését.

Ugyanakkor azt a kovetkeztetést is le kell vonni, miszerint a méret alapjan torténd
monoparametrikus kromoszomaizoldlds csak néhany (1-3) kromoszoma izoldldsat teszi
lehetové az adott Aegilops fajok esetében, hiszen az egyes kromoszémak kozti kis
méretkiilonbségeket- és ebbdl fakaddan a kis DAPI fluoreszcencia intenzitas kiilonbségeket- a
flow citométerek jelenleg alkalmazott detektorai nem képesek feloldani.

Az idedlis helyzet az volna, ha minden Aegilops kromoszémat kiilon-kiilon lehetne nagy
tisztasdgban izolalni. Erre adott lehetdséget egy 2013-elején megjelent publikéacio (Giorgi et
al. 2013), mely fluorokromokkal (FITC-el) jelolt repetitiv DNS probak szuszpenzidban 1€vo
novényi kromoszomakhoz torténd in situ hibridizacidjat irja le. A ndvényi kromoszoma
szuszpenziok in situ hibridizécioval torténd jeldlése a DAPI festéssel kombindlva lehetdséget
ad az egyes kromoszomak biparametrikus (FITC és DAPI fluoreszcencia alapjan torténd)
flow-citometriai analizisére és izolalasara. Tekintettel arra, hogy az alkalmazott SSR
oligonukleotid probakkal az OTKA palyazat keretében kordbban mar leirtuk az Ae.
umbellulata, Ae. comosa , valamint Ae. biuncialis és Ae geniculata kariotipusat és igazoltuk,
hogy az egyes kromoszomakon kiillonb6z6 mennyiségili €s intenzitasu hibridizacios savok
jelennek meg (Molnar et al. 2011a), indokoltnak tartottuk a FISHis (Fluorescence in situ
hybridisation in suspension) jelolés és a biparametrikus flow citometria alkalmazaséat tovabbi
kromoszomak izolalasa céljabol. A 2013 novembere €és 2014 marciusa kézt Olomouc-ban
toltott tanulmanyutam sordn elsajatitottam a FISHis (Fluorescence in situ hybridisation in
suspension) modszerét.

Az Ae. umbellulata (MvGB470) kromoszémak FISHis jelolése FITC-(GAA);-FITC és/vagy
FITC-(ACG);-FITC fluorokrémokkal konjugalt mikroszatellit probak segitségével tortént a
Giorgi et al. (2013) altal leirt modon, a koriilmények (pH, hdmérséklet) optimalizalasa utan. A
FISHis jelolt és DAPI festett kromoszoma szuszpenziok biparametrikus flow kariotipusat BD
FACSAria™ flowcitométer segitségével hataroztuk meg, illetve izolaltuk az elkiilonitett
kromoszoma populédciokat. Az izolalt kromoszomakat FISH segitségével azonositottuk és
hataroztuk meg a tisztasdgukat a kordbban leirt modon.

Az Ae. umbellulata kromoszémainak FITC-(GAA);-FITC probaval és DAPI-val tortént
jelolése utan meghatarozott flow kariotipusan hét jol elkiilonithetd populaciot azonositottunk,
melyek a megfeleltek az egyes (1U-7U) kromoszémaknak. A 300-400 kromoszdéma/populéacio
azonositasaval meghatarozott tisztasag a 2U kromoszoma kivételével (88,8%) minden esetben
90-98% kozott volt.



Relative fluorescence intensity (FITC)
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5. abra: Az Ae. umbellulata biparametrikus flow-kariotipusa és a kromoszoma frakciok
azonositasa FISH-sel.

Tekintettel arra, hogy a szekvenalashoz alkalmazhaté izoladlt kromoszéma frakcidok
tisztasaganak also hatara 80% (Jaroslav Dolezel személyes kozlés), eredményeink azt jelentik,
hogy az Ae. umbellulata minden kromoszomaja izolalhaté ¢és felhaszndlhatd tovabbi
genomikai célu kutatdsokra. (Bar a jelen palydzat anyagilag mar nem tudott hozzdjarulni,
szeretném mégis megemliteni, hogy a FISHis segitségével izolalt tovabbi Ae. umbellulata
kromoszomak -2U, 4U, 5U és 7U- szekvenalasat sikeriilt més palyéazati forrasbol fedezni. A
kromoszomak szekvenalasa 2014 méjusaban befejezddott, jelenleg az adatok bioinformatikai
feldolgozasa folyamatban van. Igy elmondhato, hogy az Ade. umbellulata teljes U genomjat
sikeriilt kromoszémanként izolalni és megszekvenalni.)

Osszefoglalasul elmondhatd, hogy

(1) a postdoktori OTKA palyazat tdmogatasaval létrehozott FISH kariotipusok jelentdsen
hozzajarulnak a martonvasari Aegilops fajokkal kapcsolatos eldnemesitési programok
hatékonysagahoz és lehetdvé tették a flow-sorted kromoszoma frakciok azonositasat.

(2) A vad fajok egyedi kromoszdémainak izolalasdval megnyilt a lehetdség a kromoszoma
alapu genomikai megkozelités alkalmazasara a genomszekvenalds teriiletén, amint azt
eredményeim is igazoltdk az Ae. umbellulata és Ae. biuncialis kromoszOémai esetében.

(3) Az izolalt Aegilops kromoszomakon azonositott illetve a kromoszomak szekvencia adatai
alapjan tervezett 0j gén alapi (COS) markerek a jovOben alapjat képezhetik e vad fajok
genetikai térképek eldallitasanak, hasznos agrondmiai tulajdonsagok térképezésének és ezek
marker kapcsolt szelekcioval torténd atvitelének a buzaba.

(4) A FISHis jelolés és biparametrikus flow citometriai analizis jelentésen noveli az izolalt
kromoszomak szamat és a kromoszéma frakciok tisztasagat, ami megnyitja az utat a blza
génforrasaiként hasznalt vad fajok genomjanak nagyfelbontast struktiralis és funkcionalis
genomikai vizsgélata felé.



Eredményeinket 17 konferencidn mutattuk be és 7db folyodiratcikk formajaban publikaltuk
melyek Osszesitett impact faktora: 21,716.

A posztdoktori OTKA palyazat alapjat képezd nemzetkozi egyiittmiikddés f6 célkitlizései és
eredményei egy komplementer projekt keretében megtalalhatdak a Nemzetk6zi Buza Genom
Szekvenalasi Konzorcium (International Wheat Genome Sequencing Consortium, IWGSC)
honlapjan is: http://www.wheatgenome.org/Projects/Complimentary-Projects/Wild-Relatives
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