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BEVEZETES - A TEMA JELENTOSEGE

A gabonatermesztés a mezégazdasag vezetd agazatat képviseli, mind
Magyarorszagon, mind Eurdpéaban, és vilagszerte is. Az utdbbi évek
legnagyobb kihivasat a novénytermesztésben, a gabonafélék
termésatlaganak kiszamithatatlan éves ingadozasa jelentette, a
sz¢lsOséges 1ddjarasi események gyakoribba valasa miatt. Egy szaraz
vagy sz€lsdségesen meleg évben a terméskiesések negativan
befolyasolhatjdk az orszag gazdasagi novekedésének iitemét ¢és

kiszdmithatosagat.

Az éghajlatvaltozas kordban, a fajon beliili genetikai sokféleség
kulcsfontossagii a fajoknak, az 10j biotikus-, ¢és abiotikus
stresszhatasok Osszetett, és egyiittes jelenlétéhez valo alkalmazkodasa
szempontjabol. A buza (Triticum aestivum L.) az emberi
taplalkozasra ¢€s takarmanyozasra hasznalt egyik legfontosabb
gabona, és az egyik legkorabban haziasitott novény. A haziasitas
hosszt iddszaka alatt, a nagy hozamu tulajdonsdgokra iranyulo
emberi szelekcid csaknem Kkiirtotta a bliza egykor meglévo (de az
Osfajokban azota is fennmaradt) genetikai sokféleséget (Haas et al.,
2019; Venske et al., 2019). Uj genetikai anyag bevitele a buza
genetikai hatterébe, lehetéséget biztosithatna, olyan
mezOgazdasagilag kivanatos tulajdonsagok beépitéséhez, ami
bévitené a buiza genetikai potencialjat, és megoldhatna a haziasitas

altal 1étrehozott " szlik genetikai keresztmetszetet".

A kiilonbozé fajok spontan keresztezédésével, vagy iranyitott

keresztezéssel torténd interspecifikus hibridizacid6 a hasznos

tulajdonsagokat hordoz6 gének buzdba torténd atvitelének

hagyomanyos modja. A buza elénemesitésében a Triticeae alcsaladon

beliili,a buzaval ivarosan kompatibilis rokon fajokat lehetne
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hasznalni, mint a diploid 6szi arpa (Hordeum vulgare L.), amely a
buzahoz képest 7-10 nappal korabban betakarithat6, igy gyorsabb
szemfejlodést eredményezne, elkeriilve a nyar eleji aszélyos
id6szakokat. A buzanemesités is hasznosithatnd az arpa kedvezo
tapanyagtartalmi  Osszetételét, mint példaul az esszencialis
aminosavak (lizin), az élelmi rostok (B-glikan) és a prebiotikum-

tartalom.

Bar a buza és az arpa (Hordeum vulgare L.) kozotti életképes hibridek
létrehozasara irdnyuld kisérletek tobb mint szdzéves multra
tekintenek vissza, ez technikailag tovabbra is nagy kihivast jelentd
folyamat, amelynek sikerességi aranya igen alacsony. Rédadasul az
arpa genomjanak atadasat, az eleve nagyon kevés tilélé embrioban
tovabb akadalyozza az ugynevezett uniparentalis (egysziilOs)
kromoszoémaeliminacio, amely az (apai) arpa sziil6t6l szarmazod
kromoszomak részleges vagy teljes elvesztéséhez vezet. Az
uniparentdlis  kromoszémaeliminaci6 a  korai  embrionalis
sejtosztodasok soran, vagy a meiodzis soran kovetkezhet be (Houben
et al., 2011; Ishii et al., 2016), és haploid (steril) utédot eredményez.
Annak ellenére, hogy a kromoszomakiesés folyamata a kivanatos
kromoszomaatvitelben jelentds gatld szerepet jatszik, a tavoli
hibridekben, a kromoszomaeliminacid6 mogotti  molekularis

mechanizmusok pontos feltarasa még nem tértént meg.

A centromérak olyan specifikus kromoszomarégiok, amelyek a
sejtosztodas soran a kromoszomak mozgéasdhoz és az utddsejtekbe
torténd atviteléhez nélkiilozhetetlenek. A centroméra sejtosztodasban
betoltott pontos szerepe a centroméra-specifikus H3-hiszton
(novényekben CENH3) fehérjéknek a centromérikus DNS-be vald

bekotddésén alapul, ami biztositja a centroméra aktivitasanak
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epigenetikai kontrolljat. Jelen tanulmany célja a CENH3 fehérjék
uniparentalis  kromoszémaelimindcidban  betoltott  lehetséges
szerepének a vizsgalata volt, buza X 4arpa hibridekben. A
kromoszémaeliminacid kivaltd tényezOinek azonositasaval és azok
megsziintetésével egy U1j genetikai forras bevonasa valna lehetové a

buza elénemesitési €s nemesitési programjaiba.

ANYAGOK ES MODSZEREK

1. HIBRID NOVENY-ELOALLITAS

Jelen kutatasban elemzett buza x arpa F1 hibrideket a néivaru
sziiloként hasznalt "M1" (2n=6x=42) anyai kétszeres haploid vonal
(Polgari et al., 2014), amely a hexaploid tavaszi btiza "Sichuan"
tajfajtabol szarmaztathaté vonal, és a himivar( sziildnek hasznalt
"Golden Promise" (2n=2x=14) diploid kétsoros tavaszi arpa fajta

keresztezésébdl nyertiik.

A keresztezéseket és az azt kovetd embridmentést a beporzast kdvetd
14. napon végeztiik a Polgari és mtsai. (2014) 4ltal leirtak szerint. A
sziil61 novényeket €s a regeneralt hibrid palantakat tézegtombdokben
neveltiik (hathetes vernalizaciés i1ddszakot kovetéen 4°C
hémérsékleten, 12 6rds megvildgitiasban), majd atiiltettiik ket
cserepekbe, fitotron kamrakban (PGR-15, Conviron), illetve
novénynevel6 szekrényekben (MLR-352-PE, PHCbi, Panasonic

Corporation), neveltiik,16 oras fotoperiddus mellett.
2. MOLEKULARIS MARKER-ELEMZES

Az uniparentalis kromoszomaeliminacié miatt, a regeneralt F1 hibrid
novényeket ¢elészor arpa kromoszoma-specifikus  molekularis
markerekkel vizsgaltuk, hogy meghatarozzuk a hibridekben talalhato

arpa kromoszomak pontos dsszetételét, kiilonds tekintettel a CENH3
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fehérjevariansokat kodold kromoszoémakra (1H és 6H). Ehhez PCR-
primerpar-készletet terveztiink, és PCR-futtatasokat végeztiink a
hibridek szlirésére, az F1 novények aktudlis arpa kromoszéma

tartalménak pontos azonositasara.
3. ELLENANYAG - TERVEZES, ELOALLITAS ES TESZTELES

A buzabol és arpabdl szarmazo, kiilonbozé CENH3 fehérje-
valtozatokat felismerd poliklonalis antitesteket terveztiink ¢és
allittattunk el6. Miutan immunjeldléssel teszteltiik a specificitasukat.
eszkozként hasznaltuk a CENH3 fehérje-valtozatok buza-arpa

hibridekbe torténd fajkozi beépiilésének elemzésére.
4, CENTROMERA-SPECIFIKUS FISH PROBAK ELOALLITASA

A CENH3 interspecifikus bekotédésének vizsgalatahoz, a CENH3
fehérje vizualizalasan kiviil, arra is sziikségiink volt, hogy meg tudjuk
kiilonboztetni egymastol a két sziildi fajbdl szarmazo kromoszomak
centromérikus régioit. A két faj centroméra-specifikus szekvenciai
kozotti nagyfokt (85%-0S) hasonldosag ellenére, sikeriilt olyan sziil6i
centromerikus  mintazatokat izolalnunk, amelyek egyedinek
tekintheték. A centromérikus FISH-probakat PCR-reakciokban
amplifikaltuk, majd direkt jeloléssel kiilonbozé fluoreszcens
pigmenteket konjugaltunk hozzajuk, majd in situ hibridizacioval

igazoltuk a specifitasukat.

5. UJ MIKROSZKOPI PREPARATUM - KESZITESI MODSZER
OPTIMALIZALASA

Egyszertien hasznalhatd, novényi sejtmag-preparatum készitési
eljarast dolgoztunk ki, amelynek célja az volt, hogy hogy olyan
mindségli  sejtmag  preparatumokat  készitsiink, amelyekben

meglrizzilk a sejtmagok 3D ultrastrukturajat, és egyidejlileg
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biztositjuk az ellenanyagoknak az epitophoz valé hozzaférését is. A
kivant eredményt a fixaldsi id6 lerdviditésével, valamint a
fixdloszernek az intakt szovetek belsé sejtrétegeihez valo
hatékonyabb bejuttatasaval értiink el, olyan modon, hogy a nem
denaturalo fixaloszerhez (4%-0s PFA), detergenst (IGEPAL) adtunk
hozza, kiilon enzimek hasznalata nélkiil. Tovabba, a fixalasi 1do
optimalizaldsa révén, csokkent a sériilt sejtek szama, és a sejttormelék
aranya a preparatumokon, kiilondsen a buzaban. Ezért a jelen
vizsgalatban hasznalt genotipusok esetében ezt a modszert tekintettiik
optimalis fixalasi idének. A sejtfalat és a citoplazmat mechanikusan
tavolitottuk el, egy erre a célra szolgalo szovetzuzd eszkozkészlettel,
ami lehetdvé tette, hogy jelentdsen rdovidebb idd alatt, nagy
mennyiségli ndvényi anyagot dolgozzunk fel, és nagyszamu sejtmag-
preparatumot allitsunk eld, a korabban haszndlt enzimes emésztés,
illetve kézi maceralas modszerével Gsszehasonlitva. Az LBO1 puffer
hasznalata a szovetek oldatban torténd homogenizédldsa soran, a
sejtmagok optimalis elvalasztasat, és a legkevesebb dsszetapadt sejtet
(sejtaggregadtumot) eredményezte. Az optimalizalt modszer

publikalasra kertilt (Lasd az Eredmények részt).

6. CITOLOGIAI ES IMMUNHISZTOKEMIAI ELEMZESEK

Az arpa-kromoszéma-készlet Osszetétele alapjan, két nodvényt
valasztottunk ki az F1 hibrid novények koziil, amelyeket tovabbi
ImmunoFISH vizsgélatokkal elemeztiink, hogy meghatarozzuk a
CENH3 fajspecifikus-, és fajok kozotti beépiilését, mitozisban, és
meiodzishan, és hogy nyomon kovethessiik a kromoszoéma-eliminacios
folyamat jellegét a buza x arpa elsddleges hibridekben a mitdzisban,

és a meidzishan.



7. A CENH3 FEHERJE BEKOTODESENEK VIZSGALATA F;
HIBRIDEK MITOTIKUS SEJTJEIBEN

Annak feltarasara, hogy a hibrid sejtmagban jelenlévé buza és arpa
centromérak (FISH-sel azonositva) képesek-e kdlcsondsen beépiteni
a kiilonbozoé sziléi eredeti CENH3 fehérjéket (immunjeloléssel
azonositva), a mitotikus sejtekben,vagy csak a fajazonos (endogén)
CENH3 fehérjéket toltik be, ImmunoFISH, kombinalt modszert
hasznaltunk, amely a fehérje immunjel6lés mellett, a centroméra-
specifikus CRW (buza)-, és G+C (arpa) régiokat egyidejlileg és
szelektiven detektaltuk.

8. MIKROSZKOPIA

Konfokalis 1ézerpasztazd mikroszkopot haszndltunk az immunjelolt
CENH3 fehérjevaltozatok és a sziil6i centromérikus DNS-

szekvenciaiba vald beépiilésiik egyidejii kimutatasara.

EREDMENYEK

1-2.  NOVENYANYAG ES MOLEKULARIS MARKER-
ELEMZESEK

14 nappal a keresztezés, majd az ezt kdvetd embridmentés és
novényregenerdlas utdn az F1 hibrid paldantdkat molekularis
marker PCR-analizissel vizsgaltuk, amely feltarta az apai
eredeti arpa kromoszomdak egyedi Osszetételét az egyes

novényekben. Az eredmények alapjan két hibrid novényt



valasztottuk Ki, hogy a kutatas céljanak megfeleléen, tovabbi

vizsgaljuk.
3. ANTITEST-ELOALLITAS, TESZTELES

A sajat tervezési, négy db poliklonalis antitest koziil harom
(Bliza o, Buza B, Arpa o) alkalmasnak bizonyult a CENH3
fehérjék faj-, illetve varians-specifikus beépiilésének célzott
kimutatdsara a buza X arpa hibrid névények gyokércsucsbol

izolalt sejtmagjaiban.
4, CENTROMERA-SPECIFIKUS FISH PROBAK TERVEZESE ES ELOALLITASA

A sziil6i centromérak vizualis elkiilonitését a hibrid sejtmagban
a centroméraspecifikus FISH probék tették lehetévé, és az F1
novények mitotikus ¢és meiotikus sejtjeiben a CENH3

fehérjevaltozatok betoltésének vizsgalataiban hasznaltuk fel.

5. UJ MIKROSZKOP| PREPARATUM-KESZITESI MODSZER
OPTIMALIZALASA

Egy 1j, optimalizalt mikroszképi preparatum-készitési
modszert dolgoztunk ki és publikaltunk, amely hatékonyan
megoérzi a sejtmag 3D szerkezetét, és elémozditja az antitestek
hozzaférését az epitophoz. Egyidejlileg, nagy mennyiségi
novényanyag feldolgozasat teszi lehetdvé, ¢és eldzetes
gyakorlat nélkiil is konnyen kivitelezhetd és reprodukalhaté az
eredmény. Tovabbi elény, hogy a preparaladsi modszer lehetévé
teszi az in situ hibridizacids-, illetve az immunjeldlési
modszerek egyidejli, kombinalt alkalmazasat (Makai, Diana —

Mihok, Edit és mtsai., 2023).

6. KET BUZAX ARPA F1 HIBRID CITOLOGIAI JELLEMZESE



A tizenhat eléallitott F1 hibrid névény molekularis marker-
elemzéssel megallapitott arpa kromoszoéma-tartalma alapjan,
két novényt valasztottunk ki, tovabbi elemzések céljara. A
citologiai vizsgalatok megerdsitették a két hibrid ndévény
egyedi arpa ¢és bluza kromoszoma-osszetételét, kiilonos
tekintettel a CENH3-ko6dolo szekvenciakat hordozd arpa

kromoszémakra (1H és 6H).

A No. 22/2020 szamu hibrid, az arpa genom tekintetében

"részleges hibrid", mivel az arpa kromoszoma-specifikus marker-

elemzés csak 4 arpa kromoszoémat (3H, 4H, 5H és 6H) tartalmazott,
¢s ezek koziil csak egy kromoszoma (6H) volt CENH3B-kodolo, de a
CENH3a-kodolo IH nem volt jelen).
(Arpa CENH30- és p+)

A citogenetikai elemzések a négy arpakromoszéman kiviil tovabbi
21 buzakromoszoémat azonositottak, azaz a hibridben a teljes anyai

haploid genom is jelen volt a No. 22-es hibridben.

A gyokércsucs sejtek (n=75) citolégiai vizsgalata arpa genomi
DNS- és 5S rDNS-t probaként hasznalva egyideji GISH-FISH
modszerrel 21 buza- és 4 arpa- (3H, 4H, SH ¢és 6H) kromoszomat
mutatott ki, ezzel megerdsitette két arpa-kromoszoma CENH3-
valtozatokat kodolok hianyat és jelenlétét: CENH3a-t kodolo 1H
hianyat, és a CENH3B-t kodolo 6H jelenlétét a hibrid szomatikus

sejtjeiben.

A No. 28/2020 szamu hibrid az arpa genomot tekintve,

"teljes hibrid”-ként jellemezhetd, mivel a kromoszéma-marker-
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elemzés és a hibrid genom in situ hibridizaciéja mind a 14 arpa
kromoszomat azonositott, ami az apai genom duplikacigjat jelenti
(n=48). Az arpa kromoszomdkon kivill, valtoz6 szamu
buzakromoszomat (0-20) is azonositottak. Az elemzett sejtek
tobbségében (79%) a blzakromoszoémak szdma 14 és 20 kozott
valtozott, ami mitotikus instabilitisra és a buzakromoszomak
eliminacidjara utal. Az elemzett mitotikus sejtmagok egy
részhalmazdban (21%) csak az arpa szililoktél szarmazo
kromoszoémak maradtak meg, mig a blzakromoszémak teljesen
eliminalodtak.

(Barley CENH3a" and B*)

7. CENH3 BEKOTODES ES A SEJTMAGI SZERVEZODES AZ F1
No. 22/2020 SZAMU HIBRID MITOTIKUS SEJTJEIBEN

A 22/2020 szamu F1 hibrid, amely a btza teljes haploid

kromoszémakomponensét (21 kromoszomat) és négy darpa
kromoszomat tartalmazott: 3H, 4H, 5H, 6H. Az 1H
kromoszoma hianya (feltehetden az embrionalis sejtosztodasok
soran eliminalddott) arra utalt, hogy hianyzik az arpa a (Ba)

CENH3 hisztonfehérjét kodold gén is.

(CENH3 Ba-, CENH3 Bp+)

Annak feltarasara, hogy a buza és arpa centromérak, egyazon
sejtmagon beliill képesek-e kolesondsen (interspecifikusan)
beépiteni a kiilonboz6 CENH3 fehérjéket, vagy csak sajat
(endogén eredetil) CENH3 fehérjéket tudjak beépiteni,
ImmunoFISH-t végeztiink, buza CRW ¢és arpa G+C probakkal,
valamint faj- és varians-specifikus CENH3 antitestekkel. igy

szelektiven detektaltuk a buza és az arpa centromérait, és
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egyidejlileg a CENH3 bekotédést is. A Bo CENH3 antitest nem
adott immunjelet a centromérakon belill a vizsgalt szomatikus
sejtmagokban, ami megerdsitette a Ba CENH3 fehérje hianyat,
a 22/2020 szamu buza x arpa F1 hibridben.

Tovabbi kisérletekben a CRW ¢és G+C probakkal és Wa vagy Wp
CENH3 immunfluoreszcenciaval végzett immunoFISH valtozo
szamu 11-24 buza centromérikus jelet és 2-4 arpa centromérikus jelet
mutatott ki (n=44). A buza és arpa centromérikus jelek szdma az arpa
centromérak kozotti tarsulasokat (asszociaciokat) jelezte, és a buza
centromérak kozott is hasonld tarsulasok voltak megfigyelhetoek.
Néhany esetben az arpa centromérak részben kolokalizalt helyzetben
voltak a buza centromérakkal, ami feltarja a lehetséges tarsulast a két

szlil6faj centromérai kozott.

A Wa és WP CENH3 immunfluoreszcens jelek kolokalizalodtak a
buza centromérdk CRW szekvencidival, ami normalis anyai
centroméra-aktivitasra utal. Hasonloképpen, a Wa és W CENH3
hisztonok kolokalizalodtak az arpa centromerikus DNS G+C jeleivel,
fiiggetleniil attol, hogy kiilon-kiilon helyezkedtek-e el. Ez azt jelezte,
hogy az anyai CENH3 buza hisztonvaltozatok a btiza x arpa 22/2020
szami F1 hibridben mind a buza-, mind az arpa centromérakba
betoltédnek, ami azt mutatja, hogy az arpa centromérikus
ismétlédései képesek rokon fajbol szarmazd CENH3 fehérjeket

betdlteni.

8. CENH3 BEKOTODES ES A SEJTMAGI SZERVEZODES AZ F1
No. 28/2020 SZAMU HIBRID MITOTIKUS SEJTJEIBEN

A 28/2020 szamu F1 hibrid citologiai elemzése alapjan 14 arpa

kromoszomat tartalmaz, amely az arpa teljes diploid genomjat (1H-
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7H) képviseli, a valtozo szamu (0-20) buza kromoszomak mellett.

(CENH3 Ba+, CENH3 Bp+)

A Wo, WP vagy Ba CENH3 immunfluoreszcencidval végzett
immunoFISH, valamint a CRW ¢és G+C buza- és arpa-centroméra-
specifikus probak in situ hibridizacioja valtoz6 szamu, 0-19 kozotti
buzacentroméra jelet azonositott, a szintén valtozo 7-14 arpa
centroméra jel mellett, amelyek a sejtmag-periféria kozelében, egy
csoportba  rendezédtek (n=45). A buza centromérak a
centroméracsoport periféridjan, az arpa centromérakat koriilvéve
helyezkedtek el. Az arpa centromérikus jelek szama megegyezett az
arpa szomatikus sejtjeinél szamoltakkal, ami azt mutatja, hogy az arpa
centroméra-centroméra  tarsulasok  (asszociaciok) a  hibrid
sejtmagokban is végbemennek. A blza centromerikus jelek szdmanak
nagyfoku eltérése, vagy esetenként, a teljes hianya, a
buzakromoszoma-készlet folyamatos eliminacidjara utalt. Ez
egybeesett a buiza centromérakon beliili, kevésbé intenziv vagy
hianyz6 Wa CENH3 jellel. Ezzel szemben, az arpa centromérak
egyértelmii Wa CENH3 jelet mutattak, ami arra utal, hogy a Wa
CENH3 atirédik a hibrid sejtmagokban. A W CENH3 jelek
kolokalizalédtak mind a buza, mind az arpa centroméraival, és
szamuk 8 és 22 kozott valtozott, ami azt jelzi, hogy a 28/2020 szamu
F1 hibrid szomatikus sejtmagjaiban centroméra-centroméra
tarsuldsok fordulnak el6. A Ba CENH3 antitesttel végzett
immunoFISH kimutatta a Ba CENH3 hisztonfehérje betoltddését az
arpa centromérakba, azonban a buza centromérakban nem volt a

modszerunkkel kimutathaté immunlokalizacio.

9. CENH3 BEKOTODES £ES CENTROMERA-SZERVEZODES
BUZA x ARPA F1 HIBRIDEK MEIOTIKUS SEJTJEIBEN
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Annak kimutatasara, hogy a buza CENH3 variansok betoltédnek-e az
arpa centromerikus ismétlédéseibe a meiotikus sejtekben is,
immunoFISH-t végeztiink a 22/2020 és 28/2020 szam buza X arpa

F1 hibridek meiotikus profazis 1. sejtmagjain.

A 22/2020 szamt hibridben a G+C probaval jel6lt arpa centromérikus
jel 2-4 koOzott valtozott, hasonloan a mitotikus sejtekben
megfigyelthez. A buza centromérikus jelek szama 11-20 kozott
mozgott (n=18, 19. dbra). Eredményeink megerdsitették, hogy a Wa
¢s WP CENH3 fehérje jelek kolokalizaltak, mind a buza, mind az arpa

centromérakkal a 22/2020 szamu részleges hibrid meiocitaiban.

A 28/2020 szamu hibrid meiotikus sejtjeiben csak arpa centromérakat
lehetett kimutatni, ami a buzakromoszoémak teljes eliminéciojat
igazolta. Az arpa centroméra jelek szama 5-13 kozott valtozott. A
biza Wa W, az arpa Ba CENH3 CRW GC-repeat Merge + DAPI
specifikus CENH3 fehérjevaltozatok (Wa és W) jelét egyetlen
elemzett meiotikus mintan sem lehetett kimutatni, mig a Bo CENH3

kolokalizalodott az arpa centromérakkal.
MEGVITATAS

A jelen vizsgalat célja az volt, hogy feltarjuk a sziiléi CENH3
hisztonfehérjék beépiilését az ujonnan eldallitott buza x arpa
F1 hibridekben, ¢és megértsik ennek az egysziilés
kromoszdémaelimindcioban betoltott szerepét. A kutatdsi
projekt a molekuléaris citologiai technikdk optimalizalasat
igényelte, hogy nagy mennyiségli, jO mindségli ndvényi
sejtmagot tudjunk eléallitani, amely alkalmas a komplex

molekularis citologiai vizsgalatok rutinszerli elvégzésére.
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Szamos kritikus tényezodt kellett optimalizalni ahhoz, hogy az

eljarast kovetkezetesen alkalmazni lehessen.

Az 1j ndvényi sejtmag-elOkészitési eljaras lehetdvé tette a
CENH3-valtozatok immunjel6lésének kombinalasat 3D FISH-
sel, amely lehetévé teszi tobb centromerikus DNS-szekvencia
kimutatasat, igy a buza és az arpa centromerikus DNS-eit még
a hibrid sejtmagba zarva is meg lehetett kiilonboztetni. Ez a
megkdzelités lehetové tette a buza és arpa CENH3 fehérje
variansok buza ¢és arpa centromerikus DNS-ekbe valo
beépiilésének értékelését buza x arpa hibridekben, egysejtes

felbontasban.

Két buza x arpa F1 hibridet allitottunk el és vizsgéltuk a buza
¢s arpa a- ¢és BCENH3 fehérje variansok centromerikus DNS-
ekbe torténd fajkozi beépiilését. A buza és arpa a- és BCENH3
variansok betoltését a hibrid mitotikus sejtmagokban
centroméra-specifikus repetitiv DNS-probak, valamint faj- és
varians-specifikus ~ CENH3  antitestek  kombinaciojaval
értékeltiik. Vizsgalatunk megerdsitette az arpa aCENH3 fehérje
hianyét a 22/2020-as hibridbdl, és kimutatta, hogy a buza CENH3
variansok mind a bliza, mind az arpa centroméraiba beépiilhetnek. A
négy arpakromoszoma megtartdsa és fenntartdsa egymast kovetod
mitézisokon keresztiil a 22/2020-as hibridben azt jelezte, hogy az

arpakromoszomak stabilan 6roklédhetnek a sajat (endogén) illetve

,»kon-specifikus” CENH3 fehérje variansok hianya ellenére.

A cereba retroelem a fiifélék centroméraiban erdsen konzervalt
(Presting és mtsai., 1998; Q1 és mtsai., 2013). Az arpa cereba és buza
ortologjanak, a CRW-nek az egyes példanyai 85%-0s szekvencia-

homolégiat mutatnak (Liu et al., 2008). Az arpa cereba és a buza
15



CRW retrotranszpozonok kozotti nagyfokti homologia hozzajarulhat
a buza CENH3 fehérje sikeres beépiiléséhez az arpa centroméraiba.
Bér az arpa centromérak kozott is vannak eredendden eltérd ismétlddo
szekvenciak, példaul a G+C-gazdag szatellit, a centromerikus DNS ¢és
a CENH3 fehérjék kozotti kolesonhatas a Triticeae alcsaladban nem
teljesen konzervativ, mivel a CENH3 a nativ centromérabdl teljesen
hianyz6 neocentromérikus ismétlédésekbe is beépiilhet (Nasuda et

al., 2005).

JAVASLATOK

crer

majd a  novénytermesztési  programokban torténd
befolyasoldsdhoz, elébb a centromérak epigenetikai ¢és
genetikai jellemzdinek tovabbi elemzése sziikséges, a
gabonafélék minél szélesebb korében vizsgdlva. A centroméra
DNS ¢és a CENH3 fehérjék elképeszto fejlodési sebességének a
hatterében miitkodé hajtoerd megértése esetén, az ismeret
alkalmazhato lenne a novénynemesitésben, vagyis lehetévé
tehetné a nodvénynemesités szamdra eddig -elérhetetlen

hibridkombinacidk eldallitasat.

Ha megértjiik a centroméra DNS ¢és a CENH3 fehérje
adaptacios potencialjat meghatarozo €s mozgato
torvényszertiségeket, folyamatokat, akkor felhasznalhatjuk

majd azokat a novénynemesitésben.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
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1. Jelen munkaban egy Uj ndvényi sejtmag-elokészitési
modszert dolgoztunk ki, amely a legmodernebb molekularis
citologiai-, ¢és mikroszképos moddszerekkel (pl. immun-
hisztokémia, in situ hibridizacio, valamint ezek egyiittes
alkalmazasai  immunoFISH, immunoGISH) Ichetéséget

biztositanak a kivalé mindségili egysejtes analizisre.

2. A bemutatott kutatasi projektben elsé izben fejlesztettiik ki
¢s teszteltiik hatékonyan a buza és arpa CENH3 fehérje harom
valtozatanak kimutatasara alkalmas specifikus poliklonalis
antitestek palettajat. A kapott fehérje-antitestek alkalmasak a
CENH3 fehérjevaltozatok fajspecifikus kimutatdsadra buiza x

arpa hibrid vonalakban ¢és szarmazékaikban.

3. A molekuléaris citologia és a nagy felbontasi mikroszkopia
kombinalasaval az arpa és buza centromerikus DNS-t, a
megfeleld CENH3 fehérjevariansokkal, egyidejlileg
vizualizaltuk a buza-arpa F1 hibridek mitotikus és meiotikus
sejtmagjainak haromdimenzios szerkezetében. Ez lehetdvé
tette a kiilonb6zé CENH3 hisztonfehérje-valtozatok endogén és

fajkozi beépiilésének vizsgalatat.

4. A jelen kutatasi munka mutatta ki elészor, hogy az arpa
centromerikus DNS képes mind a bliza, mind az drpa CENH3
fehérjevaltozatat, a CENH3 a-t betdlteni a buiza x arpa Fl1
hibridek mitotikus sejtciklusa soran. Ez a munka feltarta, hogy
az arpa kromoszomak stabil kromoszéma-6roklédést kovetnek,
még akkor is, ha az egyik endogén, arpa CENH3 varidns nem

all rendelkezésre a hibrid sejtmagban.
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5. Az arpa centromerikus DNS plaszticitasat a buza CENH3 fehérjék
betdltésére meiotikus sejtekben kimutattdk, és az arpa kromoszdéma

stabilitasat megerdsitették az F1 hibrid meiotikus I. profazisaban.
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