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1 Bevezetés

A szakdolgozat a kenyérbliza genetikai sokféleségét ¢és fertilitasdit nagyban meghatarozé
meiotikus rekombinacié vizsgalatdt kivanta segiteni modern immuncitokémiai eljarasok
tesztelésével, fejlesztésével. Mig a Fold népességének robbanasszerli emelkedése megkdveteli
a kenyérbuza termoképességének jelentds novelését (az eldrejelzések szerint 2050-re el kell
érnie a mai termelés 160%-at), ezen égetd feladat a mai nemesitési modszerekkel nehezen
megoldhato. Olyan Uj megoldasokra van sziikség, amelyek az eddiginél hatékonyabban
hasznaljak ki a buza és a rokon fajokban rejlé genetikai sokféleséget. A buza és a rokonsagi
korébe tartozd fajok ivaros keresztezésével, majd az eltéré genomok rekombindciojaval egy
sz¢éleskorti genetikai tartalék képezhetd, amely szdmos visszakeresztezést és szelekciot
kovetden a blza eldnemesitési programokban bevonhatd. Azonban magéban a buza genomban
rejlé sokféleség kiakndzasa jelentds nehézségekbe litkdzik. A gabonafélék, igy a buza meidzisa
soran is, az apai €s anyai homolog kromoszomakon elhelyezkedd gének rekombindcidja a
kromoszomak végeihez kozel esO régiokra, a szubtelomérakra koncentralodik. Az igy kialakult
rekombinacids forropontok mellett fennmarad6 ’hideg’ kromoszéma régidkban levd gének,
valtozatossag nélkiil, kapcsoltan 6roklddnek. Uj, elényds gén kombinaciok e régiokban nem,
vagy alig allithatok eld. A szélesebb genetikai variabilitds tovabbi gatja, hogy egy
kromoszoman beliil a rekombinacidk szama is szigora korlatozas alatt van, kromoszémanként
nem meghaladva a 2-3 genetikai atkeresztez0dést (crossing over-t). A mai modellnévényekre
¢s gabonafélékre iranyuld nemzetkozi kutatdsok jelentds része torekszik arra, hogy a
rekombinaci6 térbeli és szambeli szabalyozottsdgat megismerje, feloldja. A jelen kutatomunka
a rekombinacid folyamatanak nyomon koveteséhez €s a kromoszémalis atkeresztezodések
szamanak meghatarozasahoz egy a korabbinal pontosabb vizsgalati mddszert kivan kidolgozni.
A legmodernebb sejtbiologiai modszereket 6tvoztiik nagy felbontasti mikroszkopiaval és 3D
képalkotassal, hogy a kenyérbliza DNS hibajavitasban és a kromoszomalis atkereztezodések
érésében kulcsfontossagtit HEI10 fehérje sejtmagon beliili jelolését elvégezhessiik. A modszer
lehetévé teheti a rekombinéacio korai stddiumban torténd vizsgalatat és a befejezett crossing
overek szambeli és térbeli meghatarozasat. Az eldallitott adatsorok segitségével a kiilonbozo
genotipusok rekombinacids folyamatai statisztikai modszerekkel 6sszehasonlithatok, amely a
jovoben megnyithatja az utat olyan nemesitési vonalak kivalogatasa elott, amelyek alkalmasak

a buza genetikai sokféleségének hatékony kiaknazasara.



2 Celkitlizes

A jelen kutatdmunka soran célunk egy olyan modern immunocitokémiai moddszer
optimalizalasa, amelynek segitségével a meidzis soran kialakuld crossing overek és a
kialakuldsukat lehet6vé tevé hibajavité mechanizmusok dinamikdja megbizhatéan nyomon
kovethetd egyik legfontosabb gabonafélénkben, a kenyérbuzaban. Ehhez a meiotikus
rekombinacié hibajavitd folyamataiban ¢és a befejezett kromoszoémalis atkeresztezOdések
kialakitasdban kulcsfontossagu fehérje, a HEI10 fehérje immunocitokémiai moédszerekkel
torténd kimutatasat tiiztiik ki célul. Célunk egy olyan 10j poliklonalis ellenanyag eldallitasa,
amely képes a HEII0 fehérje pontos lokalizaciojara a meiotikus sejtmagokon belil. A
megfeleld osztodasi fazisban levo sejtmagokon alkalmazott immunjel6lés majd az azt detektalo
nagy felbontasu lézerpasztazd mikroszkdpia segitségével a crossing overek szdma igy pontosan
meghatarozhatova valik. Az ellenanyag alkalmazésa lehetdséget biztositana a kromoszomalis
atkeresztezOdések kialakulasat megel6z6 javitd mechanizmusok mikroszkopos vizsgalatara is.
Célunk két egymastdl alapvetden kiillonbozd szovetfixalasi é€s sejtpreparaldsi modszer

hatékonysaganak felmérése a HEI10 fehérje sejtmagi kimutatasaban.



3 Irodalmi attekintés

3.1 A kenyérbuza jelentdsége

A kenyérbuza (Triticum aestivum L.) az egyik legelterjedtebb haszonndvényiink, amely a
perjefélék  csaladjahoz  (Poaceae) tartozd  Triticum  nemzetség tagja  (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/). Tobb mint harommillidrd ember napi
alapvetd élelmiszerforrasat biztositja. Etkezési célu fogyasztasa vilagszerte eléri az évi 800
milli6  tonnat  (Statiszta, https://www.statista.com/statistics/1094056/total-global-rice-
consumption). Rendkiviil értékes tapanyagforrds mind finomitott, mind teljes kidrlési
formaban. Jelentds mennyiségben tartalmaz az emberi taplalkozas szamara fontos rostokat,
tapanyagokat és vitaminokat. Példaként emlitendd magas vas, cink, mangan, B6-vitamin,
foszfor €és szelén tartalma (Adom et al., 2003). Amellett, hogy fontos étkezési alapanyag,
gyogyaszati célokra is hasznaljak, példaul a taplalkozassal 0sszefiiggd betegségek kezelésére,

illetve kutatasok iranyulnak rékellenes hatasanak vizsgalatdra (Tandon and Arora, 2011).

3.2 A kenyérbuza termesztésének kihivésai a XXI. szdzadban

3.2.1 Klimavaltozas
Mig a kenyérbuza élelmiszerbiztonsagra gyakorolt hatasa felbecsiilhetetlen, addig annak
jovobeli termesztése szamos kihivas eldtt all. A Fold egyre novekvd népessége 2050-re

megkoveteli a jelenleg vilagszerte termelt biza mennyiségének jelentds novelését.

Mindemellett, az éghajlati valtozas eredményeként gyakoribba valt az egyre melegebb felszini
hémeérsékletek eléfordulasa, amely gyakran szélsdséges idjarasi viszonyokat von maga utan.
2023 juliusaban a legmagasabb szarazfoldi és 6cean felszini homérsékletek ismét rekordot
dontottek  (https://climate.copernicus.eu/july-2023-global-air-and-ocean-temperatures-reach-
new-record-highs). Az 1Uj kdrnyezeti nehézségeket jol mutatja, hogy vilagszerte a harom
legmelegebb év a globalis felszini hdmérsékletek elsd rogzitése ota (1880-as évek) 2015 és

2023 kozé esik (https:// www.ncei.noaa.gov/access/monitoring/monthly-report/global/202213).

A kenyérbiiza a szant6foldon folyamatosan ki van téve az iddjarési szélsOségeknek. A

rendkiviili hémérsékletek mar tavasszal is el6fordulnak (https://climate.copernicus.eu/dry-

and-warm-spring-and-summer), ami fokozottan karositja a névény és a kalaszok fejlodését és

csOkkenti a termOképességet (Asseng et al., 2015; Barber et al., 2017; Jacott and Boden, 2020;
Trnka et al., 2014).



Az optimalis kornyezeti viszonyok hianyaban csokken a termésmennyiség €s -mindség. A
magas homérsékletek hatdsara megvaltoznak a sejtek bioldgiai folyamatai, az anyagcsere és
példaul a fehérjék foszforilacidja (Kumar et al., 2015). A széarazsagstressz csokkenti a
buzanovény tapanyagfelvételét, amelynek soran a nitrogén, foszfor és kaliumfelvétel
majdhogynem felére esik vissza mikdzben a szemtermés tomege radikalisan csokken (Nawaz

et al., 2012).

Az éghajlatvaltozas azonban nem csak kozvetlen modon hat a névényekre. A kartevok és
példaul a legstlyosabb buzakartevék szaporulatat, elterjedését és fennmaraddsat. A
felmelegedés kovetkeztében foldrajzilag 0 helyeken jelennek meg korokozok, illetve uj
koérokozofajtak tinnek fel. Szintén fontos, hogy a klimavaltozds a novényvédoszerekre is
hatassal van: csokkentheti a hatékonysagukat, ami megndveli a kérokozok rezisztenciajat és

tulélési aranyat (Bajwa et al., 2020).

3.2.2 A buza kialakulasa és a haziasitas hatasai

A kenyérbuza allopoliploid faj (2n=6X=42), amely harom egymdshoz nagyon hasonl6 Un.
homolog genomot hordoz, ennek Osszetétele AA BB DD. Egy homoldég genom hét par
kromoszomat foglal magaba, igy a buza Osszesen 42 kromoszomaval rendelkezik. A mai
kenyérbuza kialakulasahoz tobb evoltucids esemény vezetett. Homeoldg genomjai harom 6si
diploid faj genomjabdl szarmaznak, amelyek természetes hibridizacidja és az azt kovetd
domesztikacio tette lehetdvé a mai kenyérbuza kialakulasat (Zimin et al., 2017). Els6 1épésben
a diploid Triticum urartu (AA genom) ¢€s a diploid Aegilops speltoides egy 6si forméjanak (a
biza BB-genomjahoz leginkabb hasonld6 SS genom hordozdja) hibridizacioja létrehozta a
tetraploid Triticum turgidum-ot (AA BB genomot hordozo6 faj). A T. turgidum mintegy 10 000
éve tortént keresztezddése a diploid Aegilops taschii-val (DD genom) végiil kialakitotta a ma

termesztett buza 6sét (Haider, 2013, Cox, 1998; Huang et al., 2002; Petersen et al., 2006).

A kenyérbuza haziasitasa kozel egyidds az emberiséggel. Mar az elsé foldmiivesek valogattak
ki olyan novényeket, amelyek jobb termést hoztak és magasabb ellendllosaggal rendelkeztek a
kordbban hasznalt tarsaikndl. Az azota eltelt tobb ezer év nemesitése sordn azonban a
sokféleséget nyujtd Osi jellegek jelentds része elveszett a szigoru mezdgazdasagi szelekcid
miatt (Charmet, 2011). A modern buzanemesités egyik fontos korszaka az 1950-es 60-as
években kezdddott, amikor vilagossa valt, hogy az akkor aktualis gabonafélék termesztése nem

elegendd a robbandsszeriien megndtt népesség ellatasdra. Norman Ernest Borlaug, a ,,Z6ld



forradalom atyja” olyan uj buzafajtakkal kisérletezett, amelyeknek kimagaslo volt a
terméshozama (Khush, 2001; Lumpkin, 2015). Sikeresen nemesitett jo termoképesség,
rovidszalmas, betegségeknek ellenalld buzat (Norman Borlaug - Biographical (nobelprize.org)
amelyek elterjesztése tobb mint egy milliard embert mentettek meg az ¢hezéstol. Tobbek kozott
ezen erdfeszitések hatasara azonban, a ma termesztett buza genetikai sokfélesége besziikiilt,
csokkentve a buza alkalmazkoddképességét. Tobb tanulméany bizonyitja, hogy a kordbban
termesztett tajfajtdkhoz képest a ma termesztett buzafajok genetikai sokfélesége beszikiilt
(Cseh et al., 2021; Rufo et al., 2019; Winfield et al., 2018). A kozeljovo nemesitdinek a
megvaltozott, sz€lsdséges kornyezeti viszonyok kozott szamottevOen magasabb termést elérd
buza fajtakat kell nemesiteniiik. Ehhez mezdgazdasagi innovaciora, a kutatasi eredmények

gyors és hatékony felhasznalasara van sziikség.

A buza genetikai tartalékainak hatékonyabb kihasznalasara jo lehetdség az ivarsejteket
kialakitd6 meidzis soran a sziil6i jellegek rekombinacidjanak (genetikai atkeresztezddésének)
hatékonyabba tétele. A rekombinacid gyakorisagdnak nodvelésével nagyobb szamu
génkombindcio allithato eld, igy az utdodok koziil hatékonyabban valogathatok ki az elényos
tulajdonsagokat halmozo6 egyedek. A rekombinaci6 folyamata mind térben mind idében mind
szamban rendkiviil szabdlyozott. A térbeli szabdlyozottsag eredményeként a kromoszomalis
atkeresztezOdések buzaban ¢és arpdban a kromoszéma végekre Osszpontosulnak. A
kromoszomak kozponti régioi, pl. a centromérak €s pericentromérak kornyékén elhelyezkedd
gének igy egy egységként (’linkage drag’), a sziildi jellegek kolcsonos cseréje nélkiil adodnak
tovabb. A kromoszéma végeken kiviil esé régiokban taldlhatdo elényds tulajdonsdgok
rekombinacidja tehat gatolva van, kizarva a legeldnyodsebb allélok egy fajtdban torténd
felhalmozasat. A meiotikus rekombinécié fokozasaval, illetve annak 0 régiok felé torténd
kiterjesztésével olyan 1) genotipusok hozhatdk 1étre, amelyek ellenallhatnak a klimavaltozas

kihivasainak.

3.3 A meiotikus sejtosztodas

Az ivarsejtek kialakitasaban részt vevl meiotikus vagy szdmfelez6 sejtosztodas két osztodasi
1épésbol all, amelyek kozil az elsé osztédas (meidzis 1.) metafiazisaban az apai és anyai
homolog kromoszomaparok elvalnak egymastol és a sejt két polusa felé vandorolnak(Harrison
et al., 2010; Page and Hawley, 2003). Meidzis II. metafazisaban (mitdzishoz hasonloan) a
replikalodott kromoszomakat alkotd két-két kromatida valik szét egymastol, amelynek
eredményeként a meidzis végén négy haploid utddsejt (tetrad) alakul ki. A meidzis elsd

metafazisa soran a homolog kromoszoméak megfeleld szétvalasanak elofeltétele, hogy a



profazis I (a meidzis I. els6 szakasza) sordn a homoldgok legalabb egy crossing overt
alakitsanak ki egymassal, amely metafazisban fizikailag Osszekapcsolja 6ket. Ezen fizikai
kapcsolat hianyaban a kromoszémék random szegregéalnak, nagy eséllyel elimindlodnak a
sejtbdl, ami funkcioképtelen ivarsejt kialakuldshoz és fertilitdsvesztéshez vezet. A krosszoverek
a profazis 1. soran meiotikus rekombinécidval alakulnak ki, amelyet végig kovet a homolog
kromoszoémak kolcsonds felismerése €s szinapszisa. A meidzis elsd profazisat a kromoszomak
morfoldgiaja és a szinapszis elérehaladdsdnak megfeleléen négy alfazisra oszthatjuk, ezek

idoérendi sorrendje a kovetkezd: leptotén, zigotén, pachitén, diplotén.

3.4 A meidzis profazisa és a rekombinaciod

A rekombinécid a profazis kezdetén a Spol1l fehérje altal katalizalt kettdsszalit DNS torések
(double strand breaks, DSBs) genom szerte torténd kialakuldsaval indul be (Da Ines et al., 2020,
Grelon et al., 2001; Keeney et al., 1997). A kett6sszali DNS torések 1étrejotte utan elindulnak
a rekombinacios hibajavito (repair) mechanizmusok (1. dbra). Ennek soran a kettsszalu torések
egyik DNS szala visszavagddik, mig a talnyalo DNS szal 3'-végéhez kapcsoloddé RADS1 és
DMCI1 fehérjék iranyitasaval megkezdddik az egyvégl szalinvazid (single end invasions,
SEIs). A szélinvazid soran a RADS1 és DMCI fehérjékbe csomagolt egyszala DNS (tn.
nukleofilament, (1. dbra) a homolog kromoszoman talalhaté sértetlen homolog DNS duplexek
felé hajlik, annak szekvenciajat hasznalva a hibajavitashoz (da Ines et al., 2012; Hunter and
Kleckner, 2001; MacQueen, 2015; Pradillo et al., 2014). Ezen rekombinaci6s események egy
része kromoszomalis atkeresztezddésként (crossover, CO) mig a tobbi része kromoszomalis

atkeresztez0dés nélkiil (non crossover, NCO) javitodik ki.

A megfeleld osztodashoz minden kromoszomaparnak, mérettdl fiiggetleniil legaldbb egy
kotelez6 kromoszomalis atkeresztezddésre van sziiksége (obligat crossing over)(Martini et al.,
2006). Amennyiben egy kromoszémapar koézott tobb mint egy CO van jelen, akkor azok
egymastol nagyobb tavolsagra helyezkednek el, mint ahogy az a véletlenszerti eloszlas szerint
elvarhato. Ezt a jelenséget pozitiv interferencianak nevezziik (Chen et al., 2008; Durand et al.,
2022; Mézard et al.,, 2007). Szadmos organizmusban (Saccharomyces cerevisiae-ben,
emlésokben és ndvényekben is) bizonyitottdk, hogy legalabb kétféle crossing over tipus
alakulhat ki a meidzis soran (Mercier et al., 2005). Az 1. osztalyu crossing overek (class I CO)
kovetik a pozitiv interferencia szabdlyait, és kialakuldsuk fiigg a ZMM-fehérjéktdl (ZYPI,
Msh4, MshS5 és Mer3) és mas meiotikus fehérjéktdl (pl. ZYP2, ZYP3 és Spol16) (Chelysheva
et al., 2007; Higgins et al., 2008a; Voelkel-Meiman et al., 2015). A II. osztalyu crossing overek

(class II CO) azonban nem ¢érzékenyek az interferencidra, eloszlasuk véletlenszeri a



kromoszomak mentén. S. cerevisiae és Arabidopsis thaliana-ban végzett vizsgalatok szerint
kialakulasuk fiigg a Mus81 és Mms4 fehérjéktdl (De los Santos et al., 2003; Higgins et al.,
2008b; Lukaszewicz et al., 2013).

A DNS hibajavitas soran az egyik kulcsfontossagh ZMM fehérje a HEI10 fehérje, amely
elengedhetetlen a class 1. kromoszomalis atkeresztezddések 1étrejottéhez (Chelysheva et al.,
2012; Durand et al., 2022). A HEI10 a szinaptonémas komplex korai megjelenésekor nagy
szamban megfigyelhetd a meiotikus sejtmagokban, majd a meidzis elérehaladtaval csak a class
I crossing overek helyén lelhet6 fel (1. abra). A HEI10 fehérjét kodold gén funkcioképtelen
mutacioja drasztikusan csokkenti a class 1. crossing overek szdmat (Chelysheva et al., 2012),

mutatva a fehérje jelentéségét a kromoszomalis atkeresztezodések kijelolésében.

3.5 A szinaptonémads komplex kialakuldsa a proféazis I soran

A ZMM fehérjéknek jelentdés szerepe van a meidzisra jellemzd fehérje komplex, a
szinaptonémads komplex (synaptonemal complex, SC) felépiilésében, amely a profazis soran
fokozatosan Osszekapcsolja az apai és anyai homoldg kromoszémakat, amig azok teljes
hosszukban 0Osszetapadnak (parosodnak) (Page and Hawley, 2004). A meidzis elsé
profazisanak alfazisai a kromoszomak aktudlis morfologiaja és a szinaptonémas komplex
felépiilésének iiteme szerint lettek meghatarozva. Leptoténben a parosodas eldtt allo
kromoszémak mentén egy fehérje tengely, az Gn. axialis elem épiil fel (1. dbra), amelynek egyik
fontos fehérje komponense az ASY1 fehérje (Armstrong et al., 2002). A leptotén egyik fontos
eseménye, a kettdsszala DNS torések kialakulasa, amelyek sejtenkénti szama buzaban elérheti
az 1000-et (Cseh et al., 2023). A zigotén kezdetén a homoldg kromoszomak szorosan egymas
mell¢ fekszenek ¢és a szinaptonémas komplex centrdlis eleme segitségével fizikailag
Osszekapcsolddnak, szinapszist alkotnak (1. abra). A centralis régid egyik kulcs fehérjéje a

ZYP1 fehérje (Barakate et al., 2014; Higgins et al., 2005).
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Intakt homolog duplaszalt DNS
{

Rad51/Dmel- =% LT?IIIIIIIIlIIIIIIIIIIHE% Szinaptonémas

nUCkGOWI@j@ @ o

Chromatin hurkok
LEPTOTEN ZIGOTEN PACHYTEN

1. 4abra A szinaptonéméds komplex felépiilése és a rekombinicid 1épései a meidzis els§ profazisa sordn
(Forras:Sepsi and Schwarzacher, 2020 modositasokkal)

A meidzis els6 profazisanak kezdeti szakaszaban (leptotén) a homoldg kromoszomak mentén kialakul egy fehérje tengely. Az
abran a fehérje tengely leptotén fazisban sziirke vonalként van megjelenitve, ehhez kapcsolodnak a kékkel jelolt kromatin

hurkok. A két homoldog kromoszéma tengelye egymastol kiilonallo ebben a fazisban és ekkor indul meg a meiotikus
rekombinécié a kettésszélﬁ DNS térések kialakuléséwal A szalinvaziod is megkezd(’idik ennek soran a kettésszélﬁ torések egyik

cres

kromoszoman fekvd intakt, homolog szekvencia felé. Zigoténben megkezdddik a homolog kromoszémak szinapszisa, ennek
soran a két homolog kromoszoma kozott felépiil a szinaptonémas komplex (a képen narancssarga szinnel jelolve), amely a két
kromoszoma tengelyt szorosan Osszekapcsolja. Ebben a fazisban zajlanak a rekombinacios hibajavitdé mechanizmusok,
amelyekben a HEI10 fehérje jelentds szerepet jatszik. Pachiténben a kromoszomak tokéletes szinapszisban vannak és a HEI10
fehérje mar csak a krosszéverek pontjain fellelhetd.

Buzaban és mas gabonafélékben a homoldg kromoszoémaék szinapszisa mindig a kromoszdéma
végek, a telomérak feldl indul €s a zigotén végén az egyik legkésdbb szinapszisba 1€p6 régiok,
a centromérak is Osszekapcsolodnak (Higgins et al., 2012; Lenyko-Thegze et al., 2021).
Zigoténben mar beindulnak a kettdsszali torések hibajavitdé mechanizmusai is. Pachiténben a
szinapszis teljesen végigfut a két homoldg kromoszéma kdzott, igy azok bivalenseket alkotnak,
mig a kromoszomalis atkeresztezOdések ¢érése megtorténik. Diploténben a szinapszis
fokozatosan felbomlik a homolog kromoszomak kozott €s a profazist kovetd diakinézis végére
a bivalensek mar csak a kromoszémalis atkeresztezddések pontjain kapcsolddnak Ossze
(Osman et al., 2006). A szinapszis folyamata ma mar immuncitokémiai modszerekkel, az ASY1
¢s ZYP1 fehérjék megjelolésével jol kovethetd (Sepsi et al., 2018). Az immuncitokémiai
vizsgalat soran az ASY1 fehérje leptotén fazisban hosszanti jelet mutat a parosodas elott allo

kromoszémak mentén. Korai zigoténben a szinapszis beinduldsat a kromoszoéma végekrol
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feltisztuld ASY1 jel és a helyén megjelend ZYPI jel jelenlétébdl azonosithatjuk. A zigotén
végére az ASY1 jel helyét szinte teljesen atveszi a ZYP1 mutatva a szinapszis elérehaladésat.
Pachiténben az ASY1 jel teljesen eltiinik, majd diploténben a kromoszémak kondenzacidjat is
mutat6 spirdlban futd jelként ijra megjelenik, jelezve a szinapszis fokozatos felbomlasat (Sepsi
et al., 2017). Ezen fehérjék immunjeldlése rendkiviil fontos a meidzis pontos eldre haladasanak

megallapitasdhoz.

3.6 A rekombinécid kimutatdsara alkalmas citologiai médszerek

A meidzis elsd metafazisban a homoldg kromoszomaparok a crossing over pontjain fizikai
kapcsolatot alkotnak egymadssal, amelyeket fénymikroszkopos vizsgalat soran kiazmaként,
azonosithatunk. Mei6zis metafdzisban a kiazmak hozzavetdlegesen szamszerlsithetok, igy a
kromoszomalis atkeresztezOdések becsléséhez hasznalhatéak. A modszer hatranya, hogy az
egymashoz kozel esé rekombinacids pontok nem azonosithatok, igy gyakran a kromoszémalis
atkeresztezOdések szamanak alul becsléséhez vezet. A rekombinaciok szamanak fokozasara,
elhelyezkedésiik modositasara iranyuld kutatdsi programok esetében igy dnmagukban nem
megbizhatoak, kiilondsen olyan mutansok esetében, ahol a bivalensek helyett bonyolult
szerkezetli multivalens (tobb mint két kromoszoma 0Osszekapcsolddasa) szerkezetek
azonositunk. Rendkiviil fontos tehat olyan megbizhatd, egyszertien kivitelezhetd vizsgélati
modszer fejlesztése, amely lehetdvé teszi a kromoszomadlis atkeresztezddések pontos
azonositasait. A modern citokémiai moddszerek Osszekapcsoldsa nagy felbontasu
mikroszkopiaval utat nyitnak egy vagy tobb egyedi fehérje sejten beliili megjeloléséhez
(Lenyko-Thegze et al., 2021). A modszer alkalmazasa a kutatécsoporton beliil a szinaptonémas
komplex fehérjéinek nyomon kdvetesére megtortént. Ezen fehérjék megbizhatoan jelolik a
meidzis idérendjét a kiillonb6z6 ndvényi mintdkban. A modszer 6tvozése a rekombinacidoban
részt vevo kulcsfontossdgi fehérje kimutatdsadval megengedi a rekombinacids hibajavitd
mechanizmusok ¢€s a befejezett crossing overek részletes 6sszehasonlitod vizsgalatat kiilonbozo
novényi vonalakban. Igy hatékonyan kivalogathatok azon novények, amelyekben a sziil6i
tulajdonsagok Uj kombindcidi alakulnak ki, lehetdvé téve tobb agronomiailag eldnyds

tulajdonsag 6tvozését €s a genetikai sokféleség fenntartdsat a nemesitési alapanyagokban.

3.7  Fixalasi moédok az immuncitokémiai vizsgalatokhoz
Az immunocitokémiai technikdk leggyakrabban a nem denaturdl6é paraformaldehid oldattal

torténd szovet fixalast részesitik elonyben (Kiernan, 2000). Ennek elénye, hogy jol megdrzi a

crer

koszonhetden rendkiviil jol tartositja a fehérjéket nativ allapotukban, igy az antigén-antitest
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kapcsolddas megbizhatoan végbemegy. Bizonyos nehezen kimutathatd, kis mennyiségben
eléforduld fehérjék kimutatdsdt azonban ez a moddszer megnehezitheti. Itt a fehérjék
kicsapasara, az antigén epitopjanak drasztikusabb feltarasara van sziikség. Ebben az esetben
alkalmazhaté az un. denaturdld fixaldsi modszer, amikor ecetsavas oldat segitségével
eltavolitjuk a sejtfehérjék egy részét (pl. citoplazma fehérjéit) €s a jelenlevd fehérjék epitdjait
feltarjuk (Desjardins et al., 2022). A megfeleld fixalasi mod kivalasztdsa €s optimalizalasa
azonban nagyban fligg a vizsgalandé genotipustol és az alkalmazandd tovabbi citologiai
technikaktol ezért egy fixalasi, preparalasi moddszert gyakran ezeknek megfelelden is

optimalizalni kell.
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4 Anyag ¢s mddszer

4.1 NoOvény anyag

A buza csirdztatasahoz ‘Apogee’ és ‘Chinese Spring’ buzafajtak (2. abra) szemeit Petri-
csészébe helyeztem, majd felontdttem 50% desztillalt vizzel és 50% csapvizzel. 24 6ras ztatast
kovetden a folosleges vizet ledntottem a szemekrdl, vékony filmszerli réteget hagyva rajtuk.
Ebben az éallapotban hidegszobaba helyeztem Oket tovabbi 48 oOrara, ahonnan 26°C-os
csiraztatdoszekrénybe keriiltek a szemek 24 orara. Ezt kovetden a laboratdériumi asztalon
szobahOmérsékleten hagytam a Petri-csészéket, mig a szemek 2-3 cm hosszu gyokeret
novesztettek. A gyokerek végeit sziikség szerint rovidebbre vagtam majd hidratalt Jiffy
tézegpogacsaba iiltettem a ndvényeket. Amint a ndvények elérték a 10 cm-es magassagot 20
cm atmérdji cserepekbe tlltettem at dket. 15-15 ndvényt tavasszal a szabad ég alatt neveltem,

mig késobb egy masik kisérlet keretében fitotron kamraban, kontrollalt koriilmények kozott is

neveltem 15-15 ndvényt.

2. abra A, *Chinese Spring’ (bal 0.) és *Apogee’ (jobb 0.) ndvények egymas mellett. B,” Apogee”’ buza
kalasza, C, *Chinese Spring’ buza kalasza. (Forrds: Sajat fénykép)

4.2 Meiotikus mintavétel
A meiotikus sejtosztodas koveti a cirkadian ciklust, ezért ahhoz, hogy a sziikséges korai
fazisokat fixalni lehessen, napfelkelte utan 1-2 oraval kell begytijteni a meiotikus mintakat. A

buizakalaszokban zajlo meiotikus stadiumokra a z4szlos levél hosszabdl, illetve a levélhiivelybe
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3. abra A meiotikus mintavétel folyamata *Apogee’ kaldszan.

A, Az’ Apogee’ buza fiatal kalasza. B, A fiatal kalasz egy kimetszett kalaszkaval a bal oldalon. C A kalaszka virdgokra bontasa.
A kimetszett kalaszka viragai. D, A kaldszka egyik viragjabol kimetszett harom portok lathatd. (Forras: Sajat fénykép)

zart, ovatosan kitapintott kaldsz hosszabdl tudunk kovetkeztetni. A nodusz felett finoman
Osszenyomva tapinthaté a kaldsz kezdete és vége, amit lemérve hozzavetdlegesen

meghatarozhat6 a meiotikus fazis.

A fixalasra kivalasztott kalaszokat a levélhiivelybdl dvatosan kifejtettem majd Petricsészében

nedves szlirOpapirra helyeztem a kiszaradas elkeriilése végett.

A kalészban a kalaszkak két sorban véltakozva helyezkednek el (3. abra), amelyeket a legalsotol
kezdve felfele haladva megszamozunk. Minden kalaszkaban harom, kiilonb6zo fejlettségi
virag van, amiket ,,A”, ,,B” és ,,C” jeloléssel azonositottam. A kisérletek soran minden esetben
az ,,A”, illetve ,,B” viragokbol vettem a mintat, mivel ezek a fejlettebbek. Egy kalaszon beliil a
legfejlettebb kalaszkak altaldban a kalasz kozepén helyezkednek el, attol felfele és lefelé

korabbi sejtosztodasi fazisok talalhatok.

A meiozis fazisanak pontos meghatidrozasahoz kiemeltem a legfejlettebb viragot, és a benne
talalhato portokot targylemezre helyeztem, ecetsavas karmin festéket (Sigma, C1022)
cseppentettem ra, kinyomtam a sejteket, majd faziskontrasztal ellatott fénymikroszkop alatt

azonositottam a fazist.
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4.3  Portokok fixalasa PFA-val és preparatum készités

Amennyiben az oszt6dasi fazis besorolhato volt a meidzis 1. valamely fazisaba, az adott viragon
beliil fennmaradé két portokot liveg plate-re helyeztem és 1xPBS (phosphate buffered saline,
137 mM NacCl, 2.68 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1.76 mM KH2PO4, pH7.4) +0,5%-o0s Igepal
(IGEPAL CA-630, Sigma 18896) oldatot cseppentettem rajuk, mikdzben az iiveg plate-et jégre

helyeztem (4. 4bra).

4. abra Buza portok fixalasa 4%-os paraformaldehid oldattal (nem denatural fixalo) és a preparatum készitésének folyamata
A, Buiza portok kezelése paraformaldehid fixaloban. B, Portok vakumkamraban a fixalas elésegitése érdekében. C, A fixalt
portok targylemezre helyezése. D, Kozeli kép a targylemezre helyezett, pufferben sz6 portokrdl. E, A preparalas elsé
lépéseként a portokot merdlegesen kettévagjuk, majd a benne levo sejteket kipréseljiik. F, A portok falatdl megszabadulunk,
majd a kész preparatumot feddlemezzel lefedjiik és szarazjégre helyezziik. (Forrds: Sajat fénykép)

Izotonids mikroszirt, jéghideg paraformaldehid (PFA) (Agar Scientific, Stansted, United
Kingdom; No. R1026, 16%) oldatot 4%-osra higitottunk 1xPBS-ben. Pasteur pipettaval
leszivtam a PBS-Igepal-DAPI puffer oldatot a portokokrol, majd a felesleget sziirépapirral
felitattam, és egy gyors mozdulattal racseppentettem a 4%-os PFA (3 ml 16% Formaldehyde
Solution (w/v) + 7,8 ml MQ viz + 1,2 ml 10xPBS + 60 pL Igepal, Thermo Scientific, 28908)
oldatot. Vakumkamraban 6t percig vakum alatt inkubaltam a portokokat a fixal6 oldatban, majd
az liveg plate-et Ujra jégre, helyeztem, ahol tovabbi 6 perc 30 masodpercig fixdltam a
portokokat. Pasteur pipettaval leszivtam a paraformaldehidet, amit a megfeleld
veszélyeshulladék gytijtébe pipettaztam. A portokok mosasahoz 1xPBS+0,5%-os igepal+DAPI

oldatot hasznaltam 5 percig. Ezt kétszer ismételtem az alapos lemosas érdekében (4. abra).

A targylemezeken a ndvények azonositd szama mellett feltiintettem a kalaszkak és a virdgok
azonositasahoz hasznalt fentebb ismertetett jelolést. A feliratozott targylemezre 8 uL. 1 X PBS-
0,5% Igepal+ 4’ 6’-Diamino-2-Phenylindole dihydrochlorid 1pg/ml-es oldatat (DAPI) mértem
majd belehelyeztem a portokot. Merdleges pengevagassal kettévagtam a portokot és két tiivel
kipréseltem a sejteket tartalmazéd oszlopokat. A bent maradt portokokat kiszedtem és 18x18
cm-es fedflemezzel lefedtem a mintat, sziikkség esetén potoltam a PBS-Igepal oldatot. Egy

preparaldlandzsa segitségével finoman megkocogtattam a feddlemezt, hogy a sejtek minél
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jobban eltavolodjanak egymadstol. Mikroszkoppal ellendriztem a prepardtum mindségét,
sziikség esetén potoltam a PBS-Igepal oldatot és borszeszégdvel melegitettem, majd
megnyomtam a fedélemezt, ezzel is azt a célt szolgalva, hogy a sejtek eltavolodjanak egymastol

¢s minél laposabbak legyenek (4. dbra).

A kész preparatumot szdrazjégre helyeztem (-78,5°C, 4. abra) majd 10 perc eltelte utan egy
penge segitségével hatarozott mozdulattal lepattintottam a feddlemezt és gyémantceruzaval
jeloltem a minta helyét. Ekkor a preparatum készen allt az immunjeldlésre. Addig is -80°C

fokon taroltam az elkésziilt preparatumokat.

4.4  Portokok fixalasa Carnoy I-el és preparatum készités
Ennél a fixalasi modnal a portokokat abszolut alkohol-jégecet 3:1 aranyu keverékébol késziilt
fixalo (Carnoy I) oldatba helyeztem (5. dbra). Az igy fixalt a portokok 4°C-on tarolva par hét

utan is alkalmasak voltak preparatum készitésre.

pp

g

S5.4bra  Portok fixdlasa  Carnoy I-el  (denaturdlé  fixdlds) és a  prepardtumkészités  folyamata
A, Portokok kezelése Carnoy I fixalé oldatban. B, Portok aztatasa ecetsavas karmin oldatban. C, Portok aztatasa ecetsavban.
D, A targylemezre helyezett portok merdlegesen kettévagna. E, Kész sejtmag preparatum szarazjégen. (Forrds: Sajat fénykép)

Preparatum készitéshez a portokot ecetsavas karmin festdoldatban 4ztattam 2 percig, majd
feliratozott targylemezre helyeztem. 60%-0s ecetsavat cseppentettem a portokra €s pengével
keresztben kettévagtam, majd masfél percig dztattam a festéoldatban. Két preparaldé wolframti
segitségével kipréseltem a meiotikus sejtoszlopokat a portokbol, majd a portok falat
eltavolitottam a targylemez feliiletérdl. A wolframtiikkel elkevertem a sejtoldatot, majd iiveg
feddlemezzel lefedtem a mintat €s sziikség szerint utdnpotoltam a 60%-os ecetsavbol. A mintat
mikroszkoppal ellendriztem ¢és borszeszégdvel melegitettem, majd hiivelykajjam segitségével
egy kdzepesen erds nyomast helyeztem a feddlemezre, ami utdn a mintat szarazjégre helyeztem

(5. abra). Az igy késziilt preparatumok szintén alkalmasak a tarolasra -80°C-on.
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4.5  Ellenanyag el6allitas

A rizs (Oryza sativa) HEI10 fehérje (Wang et al., 2012) Uniprot, 16PL68, HEI10 ORYSJ)
szekvenciaja alapjan megkerestiik a kenyérbuiza €s az arpa genomok altal kodolt HEI10 fehérjék
szekvenciajat (a buza 6B kromoszoéman kodolt gén altal eldallitott fehérje azonositodja:
AOA3B6PMS7; a buza 6D kromoszéman kodolt fehérje azonositdja: AOA3SB6QHOS; az arpa
genom altal kodolt HEI10 fehérje szekvencia: F2D7A7). Célunk két olyan révid aminosav
szekvencia kivalasztasa volt, amely a vizsgalt genomok kozott nagyfoka homologiat mutat,
ezaltal az ellene termelt ellenanyag mindharom fajban nagy valészintiséggel alkalmazhat6 a
HEI10 fehérje kimutatasara. Tovabbi szempontként azt vettiik figyelembe, hogy a fehérje 3D
szerkezetmodelljének egy konnyen hozzaférhetd pontjan helyezkedjenek el, igy immunjeldlés
soran megfeleld epitopként viselkedhetnek majd. A fehérjeszerkezet vizsgalata utan az N-
terminalis véghez kozeli szekvenciakat jeloltiink ki, amelyek a kovetkezdk voltak:

KFAEKSRQKRKLDEMY ¢s ALRNMIISPVKRPQ.

4.6  Immunjelolés

Az immunjelolés soran az eldkészitett sejtmagpreparatumokra egy elsddleges ellenanyag
oldatot pipettaztam, ami az inkubacids id6 soran a sejtmagokba jutva felismeri a megfeleld
fehérjék epitopjait és hozzajuk kotddik. Ezt kdvetden egy fluorokrommal jeldlt méasodlagos
ellenanyagot juttattam a sejtekhez, amely az elsddleges ellenanyaghoz specifikusan
kapcsolddva fluoreszcensen megjeldlte a kimutatni kivant fehérjét. A fluoreszcens jelet

konfokalis mikroszkop segitségével detektaltam.

Els6é 1épéseként Osszedllitottam az elsddleges antitesteket tartalmazo oldatot, amibdl az 1
targylemezhez sziikséges mennyiségek a kovetkezk voltak: 0,25 pl (1:200) tengerimalacban
eléallitott HEI10 fehérje elleni ellenanyag (GP 121 jelii cs6, Eurogentec, Belgium), 0,25 ul
(1:200) patkanyban termelt ZYP1 fehérje elleni ellenanyag (Higgins et al., 2005), 50 ul TNB
Glicin 0,2 % Triton X-100, 0,2 % Igepal. A TNB oldat készitését az alabbi mddon végeztem:
osszemértem 2 ml 1M Tris HCI (pH 7,5), 1 ml 3M NaCl és 2 ml 5%-os blokkol6 reagenst
(Blocking reagent 11096176001 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) tartalmazé
oldatot majd ehhez 20 ml steril desztillalt vizet adtam. A TNB Glicin oldat elkészitése a
kovetkezoképpen tortént: 10 ml TNB oldathoz hozzamértem 0,225 g Glicin-t. Ebbdl
készitettem a TNB Glicin 0,2 % Triton X-100, 0,2 % Igepal oldatot, amelyhez 100 pl TNB
Glicin oldatba 0,2 ul Triton X-100 (SLCJ6163, Sigma) és 0,2 ul Igepal (CA-630, Sigma 18896)

detergenst mértem ki.
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Az Osszemért oldatot 1,5 ml-es Eppendorf csében 30 masodpercig kevertettem (Vortex).
Pipettaval ramértem 50 pl oldatot a szobahdmérsékleten felmelegitett meiotikus preparatumra
¢és puha, mllanyag fed6foliaval lefedtem. Miianyag dobozban, megfeleld paratartalom mellett

+4°C-on inkubaltam a targylemezeket 36 oran keresztiil.

Az immunjeldlés masodik szakaszanak elsd 1épéseként 6sszemértem a méasodlagos antitesteket
tartalmazo oldatot, amiket az elsddleges ellenanyagot termeld allatfajoknak megfeleléen
valasztottam ki. Az egy targylemezhez hasznalt mennyiségek a kovetkezOk voltak: 0,16 ul
(1:300) poliklonalis, tengerimalac antitestet felismerd masodlagos ellenanyag (Goat anti-
Guinea Pig IgG, Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488, A11073,
Invitrogen, Waltham, MA, USA), 0,16 ul (1:300) poliklonalis, patkdny antitestet felismerd
masodlagos ellenanyag (Goat anti-Rat IgG, Cross-Adsorbed Secondary Antibody, DyLight
594, Invitrogen), amelyeket 50 ul TNB Glicin 0,2 % Triton X-100, 0,2 % Igepal oldatba
mértem. A 1,5 ml-es Eppendorf csdbe mért oldatot 30 masodpercig kevertettem (Vortex) és
jégen tartottam. Az eddig +4°C-on tartott sejtmag preparatumokrol eltavolitottam a miianyag
fedofoliat és 2x5 percen keresztiill 1xPBS pufferben lemostam, majd visszahelyeztem a
muanyagdobozba ¢és pipettdval ramértem a madasodlagos ellenanyagot. Miianyag fed6folia
rahelyezését kovetben 45 percig 37°C-on inkubéltam a preparatumokat. Ujabb 2x5 perces
I1xPBS-es lemosas utdn 24x32 cm-es iiveg feddlemezre ramértem 14 pl 4',6-Diamidino-2-
Fenilindol-t (DAPI) tartalmazd Vectashield (Vectashield Antifade Mounting Medium with
DAPI, H-1200, Vector Laboratories, USA) kontrasztfestd és fakuldsgatld (antifade) oldatot,
majd feliilrél 6vatosan ranyomtam a mintat hordozé targylemezt és megnyomtam. Az igy

elkésziilt, lefedett preparatumokat +4°C-on taroltam és konfokalis mikroszkoppal vizsgéaltam.

4.7  Konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkopia

A fluoreszcens jeleket Leica TCS SP8 konfokalis 1ézerpédsztdzd mikroszkoppal detektaltam
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). A konfokalis képeket egy HC PL APO CS2
63%/1.40 olaj immerzids objektiv segitségével készitettem. A DAPI kontrasztfesték jelét 405
nm-en gerjesztettem majd 410 és 470 nm kozott detektaltam. Az immunjeldléshez hasznalt
masodlagos ellenanyagok jelét a kovetkezd beallitasok mellett vizsgaltam: az Alexa Fluor 488-
jelét 488 nm-en gerjesztettem és 490-t61 560 nm-ig detektaltam; a DyLight 594 fluorokromot
561 nm-en gerjesztettem €s 600-t61 660 nm-ig detektaltam.
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5 Eredmények és értekelésiik

5.1 A HEIIO ellenanyag eldallitasa €s tesztelése

Annak érdekében, hogy buzaban (és késobb mas gabonafélékben) a meiotikus rekombinécio
altal kialakitott kromoszomalis atkeresztezddések pozicidit immunocitokémiai modszerekkel
kimutathassuk €s pontosan szdmszerisithessiik egy olyan ellenanyag eldallitasara volt sziikség,
amely a kromoszomalis atkeresztezddések hibajavitdé mechanizmusaiban, érésében alapvetd
szerepet jatszo fehérjét képes megbizhatdéan kimutatni. A valasztds a HEI10 fehérjére esett,
mivel a meidzis korai szakaszaban mar megjelenik és a késébbi fazisokban jol mutatja az érett
krosszoverek helyeit. Az ellenanyag eldallitdshoz sziikségiink volt a fehérje szekvenciajara,
amelybdl két rovidebb szakasznak megfelelden két rovidebb peptidet kivantunk szintetizaltatni,

majd ezeket egy immunizacids program keretében tengerimalac allatokba injektalva ellenanyag

98.35% || 86.09%

86.42%

eloallitasra hasznalni.

Percent Identity Matrix

Vi' trlF2D7A7|F2D7A7 HORVV 99.01%

100.00%} 98.01%

98.01% §100.00%
86.42% | 85.10% §100.00%

6. abra A rizs, a Buza B, D genomja és az arpa genomja altal kodolt HEI10 fehérjék aminosav szekvenciajanak identitas
matrixa

Felso sor/els6 oszlop: arpa HEI10 fehérje szekvencia; masodik sor/oszlop: a buza B genom HEI10 fehérje; harmadik sor/oszlop:
biza D genom HEI10 fehérje szekvencia; negyedik sor/oszlop: rizs HEI10 fehérje szekvencia. A matrix a kiilonb6z6
fajok/genomok altal termelt HEI10 fehérjék szekvenciai k6zotti homologiat szemlélteti. (Forras: (Mihok et al., 2024))

V" tr|AOA3B6QHO5|A0A3B6QHO5 WHEAT  [ERXNEA

V4" tr|AOA3B6PMS7|AOA3B6PMS7 WHEAT  [EEKEFA 85.10%

¥4 % spl16PL68-1|HEI10 ORYS) 86.09%

A HEI10 fehérje és az azt kodold gén rizsbol kozolt szekvencidja alapjan megkerestiik a buza
¢s az arpa HEI1I0 DNS és aminosav szekvencidit az EnsemblPlants DNS szekvencia

(https://plants.ensembl.org/index.html) és az Uniprot fehérje adatbazisban

(https://www.uniprot.org). A bliza harom homolég genomja koziil csak kettében a B és a D

genomban sikeriilt beazonositani a HEI10 fehérjét kodolo géneket majd az eldallitott fehérjek
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szekvenciajat. A beazonositott gének a buza 6B és 6D kromoszémadin helyezkednek el. Az arpa
szekvencidjara azért volt sziikségiink, mert az ellenanyag tervezésekor fontos szempont volt,
hogy a kész ellenanyag mas rokon fajon is alkalmazhat6 legyen. Az arpa HEI10 génje az arpa
6H kromoszomajan talalhatd. A rizs genomja, a buza B és D genomjai €s az arpa genomja altal
kodolt HEIT0 fehérjék aminosav szekvencidinak szézalékban kifejezett identitds matrixa
(percent identitx matrix) megmutatta, hogy a négy fehérje szekvencia nagy szazalékban

homolog egymassal (6.-7a. abra).

Ennek koszonhetden a fehérje nagyrésze alkalmasnak bizonyult a peptid szekvenciak esetleges

azonositasdra. Mivel az immunizéaciés program id6 és koltségigényes, fontos volt olyan

crer

helyezkednek el. Ehhez az AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk) fehérjemodellez6 adatbazist

hasznaltuk, amely segitségével a fehérje C-terminusdhoz koézel egy tulnyuldo régiot
azonositottunk (7b. abra). Ezen beliil két rovid aminosav szekvenciat valasztottunk, majd a fent

leirt médon, ellenanyag eléallitdsra hasznaltuk.

A kapott ellenanyag HEI10 fehérjére vald specifikussagat (arra valo alkalmassagat, hogy
kimutassa a HEII0 fehérjét) immunjeloléssel ellendriztiik. A vizsgalatot a nagyobb
megbizhatosag kedvéért, két buzafajta meiotikus sejtmag preparatumain végeztik el. A
preparatumokat nem denaturald fixalassal készitettiikk eld, amely megdrizte a sejtmagban
talalhato fehérjék nativ szerkezetét, ezaltal biztositva azok kimutatasdt Immunjeldléssel
kimutattuk a meiotikus rekombinaci6 hibajavito folyamataiban és a befejezett kromoszomalis
atkeresztezOdések kialakitdsaban kulcsfontossagth HEI10 fehérjét (8. dbra). Az immunjel6lés
soran masodlagos ellenanyaghoz kotott Dylighyt 594 (HEI10, z6ld) fluorokrémot hasznaltam,
illetve a sejtmag jobb nyomonkdvetéséhez DAPI kontrasztfestést (kék) végeztem. A kisérlet
igazolta, hogy az ellenanyag az elvarasnak megfeleléen pontszerti jeleket ad, amely kolokalizal

a DAPI altal jelolt kromatinnal.

Annak érdekében, hogy direkt bizonyitékot talaljunk arra, hogy a HEI10 ellenanyag valdban a
meiotikus kromoszomakkal alkotnak kozos pontokat, sziikség volt egy uj fehérje marker

bevezetésére.
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MKCNACWRELEGQAITTTCGHLLCTEDAKKILSNDGACPICDQVLSKSHMKPTDINPSDEWTNMSMTGVSPQILMKSAYR

& ________________§ N N B |

SVMFYIGQKDLEMQYKMNRIVGQCRQKCEVMQAKFTEKLEEVHAAYQKMAKRCQLMEQEIENLTRDKQELQEKFAEKSRQ)
SVMFYIGQKELEMQYKMNRIVGQCRQKCELMQAKFTEKLEEVHTAYQKMAKKCQLMEQEVENLSRDKQELQEKFAEKSRQ
SVMFYIGQKDLEMQYKMNRIVGQCRQKCEVMQAKFTEKLEEVHAAYQKMAKRCQLMEQEIENLTRDKQELQEKFAEKSRQ
SVMFYIGQKDLEMQYKMNRIVGQCRQKCEVMQAKFTEKLEEVHAAYQKMAKRCQLMEQEIENLTRDKQELQEKFAEKSRQ
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KRKLDEMYNRLRNEYESVKRSAIQPANNYFPRAQPDLLSGMPNILDSGDPLRQGSIDPPETPGRRDEGWAPQPRQRRENS
KRKLDEMYDQLRNEYESVKRSAIQPANNYFPRAQPDLFSGMPNILDSGDPLRQGSIDPPETPGRRDEGWAPQPRQRRENS
KRKLDEMYDQLRNEYESVKRSAIQPANNYFPRAQPHLFSGMPNILDSGDPLRQGSIDPPETPGRRDEGWAPQPRQRRENS

. ___ B _BE _Bb BN I BN = B b
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peptid 1

7. abra (Forrds: Sepsi és Cseh, kordbban nem publikdlt dbra)

160
160
160
160

240
240
240
240

7a, A rizs (fels6 sor)-, a biiza B, D genomja (masodik, harmadik sor) és az arpa (negyedik sor) genomja altal kodolt HEI10
fehérjék aminosav szekvenciajanak Osszehasonlito vizsgalata. A sziirke mezdvel jelolt részek a fajok kozotti homologiat
mutatjak. 1. peptid: KFAEKSRQKRKLDEMY; 2. peptid: ALRNMIISPVKRPQ.

7B, abra A kenyérbuza B genomja altal termelt HEI10 fehérje szerkezetmodellje (forras: AlphaFOld). A sziirke kerettel jelolt
részek az ellenanyag altal felismert peptid szekvenciakat mutatjak.
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DAPI HEI10 DAPI+HEI10

Apogee

Chinese Spring

8. dbra Az *Apogee’ és *Chinese Spring’ buzafajtik mikroszképos képe DAPI kontrasztfestés és az anti-HEI10 ellenanyag
immunjel6lést kovetden. DAPI (kék) kontrasztfestés mutatja a kromatint, mig a HEI10 (z6ld) ellenanyag jele a rekombinacios
pontokat. A HEI10 kolokalizal a kromatinnal, nuklearis jelet ad. (Forrds: Sajat fénykép)

5.2 A HEIIO0 ellenanyag tesztelése a szinaptonémads komplex fliggvényében

A szinaptonémas komplex a meidzis korai fazisaiban, a meiotikus rekombinacio eseményeivel
egyidoben felépiil a homoldg kromoszomak kozott, azokat fokozatosan Gsszekapcsolja (1.
abra). A szinaptonémas komplex felépiilésének stddiuma, idében pontosan mutatja a meidzis
korai fazisanak, a profazisnak az elérehaladésat és kolokalizal a rekombinacids folyamatokkal.
A szinaptonémas komplex felépiilése jol kdvethetd a ZYP1 fehérje immunjeldlésével, amely a
munkdm megkezdésekor mar rutinszerien mukodott a kutatocsoporton beliil. Ennek
megfelelden a kovetkezd 1€pésben nem denatural6d fixalassal el6készitett preparatumokon co-
immunolabelling technikaval, a HEI10 ellenanyagot egyiittesen alkalmaztam a ZYP1 fehérje

elleni ellenanyaggal. A két fehérjét eltérd fluorokromokkal kivantam detektalni (9.4bra).
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DAPI ZYPI HEI10 DAPI+ZYP1+HEI10

Zigotén

Pachitén

9. abra Az ’Apogee’ buzafajta mikroszk6pos képe DAPI kontrasztfestés, anti-ZYP1 és anti-HEI10 ellenanyag immunjel5lést
kovetden. DAPI (kék)kontrasztfestés mutatja a kromatint, az anti-ZYP1 (piros) a szinapszist alkoté homolég kromoszémakat,
mig az anti-HEI10 (z61d) a rekombinaciés pontokat. A HEI10 ellenanyag jele kolokalizal az anti-ZYP1 jellel és a kromatinnal.
A profazis 1. alfazisait (zigotén, pachitén, diplotén) a ZYP1 jel alapjan azonositottuk. Zigoténben nem fut végig a sejtmagon a
ZYP1 jel, pachiténben a ZYP1 altal mutatott fonalszeri jel kitolti a sejtmagot, diploténban Ujra felszakadozik és spiralszeri
jelet ad. (Forras: Sajat fénykép)

A szinaptonémas komplex fehérje immunjeldlésével (ZYP1, Alexa 488 fluorokrém) a profazis
kovetkezd szakaszait azonositottam: 1.) zigotén fazisban a homoldg kromoszémak elkezdenek
Osszekapcsolodni a szinaptonémas komplex centralis eleme segitségével, ezért ez a fazis a
ZYP1 jel megjelenésével azonosithatd, azonban ez itt még nem teljesen folytonos, eldszor
rovidebb, majd hosszabb fonalszerli szakaszokként jelennek meg. 2.) Pachitén fazisban mar a
szinapszis teljes hosszban végigfut a két homolog kromoszoma kozott, ezért itt a ZYP1 jel mar
teljesen Osszefiiggd a két homolog kromoszoma mentén. 3.) Diploténben a szinapszis elkezd

felbomlani a homoldgok kozott, tehat a ZYPI jele ilyenkor fokozatosan felszakadozik.

24



A co-immunolabelling modszer segitségével igy azonositani tudtam a meiotikus sejtmagok
fejlettségi allapotat és vizsgaltam, hogy a HEI10 pontszer( jelei egybeesnek-e a kimutatott

ZYPI fehérje fonalszerii jelével (9. ébra).

DAPI ZYPI HEI10 DAPI+ZYP1+HEI10

Pachitén Zigotén

Diplotén

10. abra a ’Chinese Spring’ buzafajta mikroszkopos képe anti-ZYP1 és anti-HEI10 ellenanyag immunjeldlést kovetéen. DAPI
(kék)kontrasztfestés mutatja a kromatint, az anti-ZYP1 (piros) a szinapszist alkoté homolog kromoszomakat, mig az anti-
HEI10 (z61d) a rekombinacios pontokat. A HEI10 ellenanyag jele kolokalizal az anti-ZYP1 jellel és a kromatinnal. A profazis
1. alfazisait (zigotén, pachitén, diplotén) a ZYP1 jel alapjan azonositottuk. Zigoténben nem fut végig a sejtmagon a ZYP1 jel,
pachiténben a ZYP1 altal mutatott fonalszerd jel kitolti a sejtmagot, diploténban ujra felszakadozik és spiralszeri jelet ad.
(Forras: Sajat fénykép)

Mindkét genotipus esetében a HEI10 jel egy jelentds része egybeesett a ZYP1 fehérjéével mind
zigotén, pachitén és diplotén fazisokban, azonban a zigoténben lathato HEI10 jelek szama t6bb

volt, mint a késobbi fazisokban (10. abra).

Az imént bemutatott kisérlet soran a meiotikus sejteket nem denatural6 fixalassal preparaltam.
A specifikus jelek beazonositasat nehezitette, hogy a HEI10 jel6lése erds hattérzajt mutatott a
felvételeken, ezért kiprobaltunk egy madsik fajta fixalasi modot annak érdekében, hogy ezt a

problémat kikiiszoboljiik.
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5.3  HEI10+ZYPI denaturalo fixalas

A denaturalo fixalds sordn a tartdsitashoz jégecet és abszolut alkohol keverékével kezeljiik a
mintakat, ami a sejtmagon beliil talalhatd fehérjék nagy részét kicsapja €s a sejtmagok eredeti,
haromdimenzids szerkezete is eltlinik. Fehérjekarositd hatasuk ellenére, a denaturaléd fixalok
feltarhatjak egyes, nehezen hozzaférhetd fehérjék epitopjait, mig a citoplazma hatékony
kicsapésa és eltavolitdsa révén a nem specifikus hattérjelolés csokkenhet. A kovetkezd
kisérletekhez a korabban hasznalt két buzafajta az ‘Apogee’ és a ‘Chinese Spring’ fiatal
portokaib6l ismételten mintat gylijtottem, ezattal denaturald modon fixalva a sejteket. A fixalast
kovetden, a meiotikus preparatumok készitésekor is magas koncentracidji ecetsavat és magas
homérsékletet (langolds) alkalmaztam a citoplazma eltavolitdsa érdekében. A co-
immunojel6lés modszerét az elézdekben leirt modon hasznéltam. Az ‘Apogee’ buzafajta
jelolését kovetden azt tapasztaltam, hogy a ZYP1 fehérje a nem-denaturdld fixalashoz

hasonldan hatarozott fonalas jelet adott a DAPI-val jelolt kromatin mentén.

DAPI ZYPI HEI10 DAPI+ZYP1+HEI10

Pachitén Zigotén

Diplotén

11. ibra ’Apogee’ buzafajta mikroszképos képe denaturalé fixalast kdvetden. DAPI kontrasztfestés (kék), anti ZYP1 (piros)
¢és anti HEI10 (zold) ellenanyag jelolését kovetéen. A DAPI mutatja a kromatint, az anti ZYP1 a homoldég kromoszomakat,
mig az anti HEI10 a rekombinaciés pontokat. A HEI10 jel kolokalizal a kromatinnal és az anti ZYP1 jellel, nuklearis jelet ad.
Az alfazisokat a ZYP1 jel alapjan azonositottuk. Zigoténben nem fut végig a sejtmagon a ZYP1 jel, pachiténben kit6lti a fehérje
a sejtmagot, diploténban ujra felszakadozik és spiralszerti jelet ad. (Forras: Sajat fénykép)

Zigoténben részben kitoltve a sejtmag hatdrait, mig pachiténben teljesen végigfutott a

kromatinszalak mentén. Diploténben szaggatott, kiss¢ spirdlszerii jelet adott. A ZYPI
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immunjeloléssel kapott jele azt mutatta, hogy a denaturalo fixalasi és preparaldsi modszer
alkalmas a ZYP1 fehérje immunjeldlésére. A HEI10 fehérje jele hasonldéan a nem-denaturaléd
fixalasnal kapott képhez, pontszerii volt, azonban a ZYP1 jel6léssel nem egybeesd, hattér jel

jelentésen csokkent (11; 12. abra).

DAPI ZYP1 HEI10 DAPI+ZYP1+HEI10

Pachitén Zigotén

Diplotén

12. abra ’ Chinese Spring’ buzafajta mikroszkopos képe denaturalo fixalast kovetden. DAPI kontrasztfestés (kék), anti ZYP1
(piros) és anti HEI10 (z6ld) ellenanyag jelolését kovetéen. A DAPI mutatja a kromatint, az anti ZYP1 a homoldg
kromoszomakat, mig az anti HEI10 a rekombinacios pontokat. A HEI10 jel kolokalizal a kromatinnal és az anti ZYP1 jellel,
nuklearis jelet ad. Az alfazisokat a ZYPI1 jel alapjan azonositottuk. Zigoténben nem fut végig a sejtmagon a ZYPI jel,
pachiténben kitolti a fehérje a sejtmagot, diploténban ujra felszakadozik és spiralszert jelet ad. (Forras: Sajat fénykép)

Denaturalo fixalassal sikeriilt elérni, hogy a HEI10 jel kevesebb hatteret hozzon, vagy
egyaltalan ne hozzon hatteret. Ezzel a mddszerrel sokkan pontosabban meg lehetett hatarozni a

specifikus jeleket.

54 A nem-denaturald és denaturalo fixalasi mod hatasanak 6sszehasonlitd
vizsgalata a HEI10 immunjel mindségére

A vizsgalatok soran fontos volt, hogy a denaturacios fixalas kedvezObb eredményét ne csak
szemre tudjuk meghatarozni, hanem statisztikailag, szdmszertileg is szerettiik volna megitélni,

a specifikus jelek és a hattér zaj valtozasait.
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’Apogee’ ’Chinese Spring’

3:1

PFA

13. abra ’Apogee’ ¢és ’Chinese Spring’ buza meiotikus sejtmagok kozelitett mikroszkopos felvétele, 0sszehasonlitva a
denaturald és nem denaturalé fixalasi modokat. DAPI (kék)kontrasztfestés mutatja a kromatint, az anti-ZYP1 (piros) a
szinapszist alkotd6 homolog kromoszémakat, mig az anti-HEI10 (z6ld) a rekombinaciés pontokat. A denaturald fixalast
kovetden a HEI10 fehérje altal adott jel specifikus (lasd pl. sarga nyilak), egybeesik a ZYP1 altal mutatott szinaptonémas
komplex jelével, lehet6vé teszi a rekombinacios pontok pontos leszamolasat. A nem denaturald fixalast kovetden a HEI10
ellenanyag altal adott jelek egy része nem specifikus (lasd pl. fehér nyilak), kozel esnek ugyan a kromatinhoz, de nem minden
esetben kolokalizal a szinaptonémas komplex immunjelével, ezaltal megneheziti a rekombinacids események leszamolasat.

(Forras: Sajat fénykép)
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14. abra A, *Apogee’ mikroszkopos felvétele, Gsszehasonlitva a denaturald és nem denatural6 fixalasi modokat anti-ZYP1 és
anti-HEI10 ellenanyag immunjeldlést kovetéen. DAPI (kék)kontrasztfestés mutatja a kromatint, az anti-ZYP1 (piros) a
szinapszist alkotd homolog kromoszémakat, mig az anti-HEI10 (z6ld) a rekombinacios pontokat. A HEI10 ellenanyag jele
kolokalizal az anti-ZYP1 jellel és a kromatinnal. A profazis 1. alfazisait (zigotén, pachitén, diplotén) a ZYP1 jel alapjan
azonositottuk. Zigoténben nem fut végig a sejtmagon a ZYP1 jel, pachiténben a ZYP1 altal mutatott fonalszert jel kitolti a
sejtmagot, diploténban tjra felszakadozik és spiralszerti jelet ad. B, Bal oldali felsé panel: a HEI10 szamolt jelének statisztikai
Osszehasonlitasat mutatja nem denaturalo (3:1) és denaturald (PFA) fixalasi modokat kdvetéen. A HEI10 specifikus jel nem
valtozott szignifikansan a két fixalasi mod kozott. Bal oldali also panel: a nem denaturald (3:1) és denaturalod (PFA) fixalasi
modokat kovetden szamolt hattérzaj jelének statisztikai vizsgalatat mutatja. A hattérzaj mennyisége szignifikansan alacsonyabb
denaturalo fixalast kovetden. Jobb oldali panel: a nem denaturald (3:1) és denaturald (PFA) fixalasi modokat kovetden szamolt
Osszes jel statisztikai vizsgalatat mutatja. A denaturald fixalast kovetden szignifikansan alacsonyabb az dsszesen szamolt jel
mennyisége. (Forras: Sajat fénykép, sajat készitésii abrak)

Az irodalmi adatok alapjan a HEI10 jelek szdma zigoténben a legtobb és sejtenként rendkiviil
valtozo, ezért ez a fazis nem alkalmas a HEI10 6sszehasonlitd vizsgalatara. Mivel a HEI10
pachitén fazisban mdar a crossing overek érését segiti, igy az itt eldforduld jelek szama
megkozeliti a végleges crossing overekét. Buzaban kromoszoméanként atlagosan két-hdrom
krosszover varhato, amely sejtenként kisebb eltérést mutat zigoténhez képest. A méréseim

soran harom adatot hataroztam meg: 1.) A specifikus HEI10 jeleket Pachitén fazisban levo

sejtmagokon (13; 14.abra) LasX (Leica Microsystems GmbH.) szoftver ’counting’ funkcidja
segitségével manudlisan szdmoltam. Specifikus jelnek itéltem meg a ZYP1 fonalon
elhelyezkedd, minimum 0,4 um X.0,4 nagysagu pontszert jelet. 2.) A mintan levo 6sszes jelet,
amely a HEI10 specifikus jelét €s a hattér altal adott nem specifikus jeleket is magaba foglalta,
az Imaris (Bitplane) szoftver ’spots’ funkcidjaval hatdroztam meg. A sejtmagokat
haromdimenzios rekonstrudlast kdvetden térben pontosan koriil hataroltam ’Region of interest’
funkcidval annak érdekében, hogy a citoplazma altal adott esetleges jel ne jelenjen meg az
Osszes jel szdmolasakor. 3.) A hattérzajt sejtenként hataroztam meg az Imaris altal szdmolt
Osszes jel €s a HEI10 specifikus jelek szdmanak kiilonbségeként. Az ‘Apogee’ buzafajta nem

denaturalo fixalasnal sejtenként atlagosan 51,3 HEI10 jelet szdmoltam (n = szamolt sejtek
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szama = 33, SD = szoras = 16, 8), az 0sszes jel atlaga 365,1 (SD = 187) mig hattérzajként
atlagosan 317,8 (SD = 191,5) jelet azonositottam. Denaturalé fixalas esetén a HEI10 jelek
szédma atlagosan 60,8571 (n = 14, SD = 12,8) volt, az dsszes jel atlaga 232,1 (SD = 134,8), mig
a hattérzaj atlagosan 171,2 volt (SD = 134,3). Az adatok statisztikai 6sszehasonlitasa (kétmintas
t-proba) megmutatta, hogy az *Apogee’ buzafajta esetében a szamolt HEI10 jelek szama nem
valtozott szignifikdnsan a két fixalasi modszer kozott (1(30) = 1.598, p=0.121). A hattérzajként
meghatarozott jelek szama azonban szignifikdnsan csokkent a denaturdld kezelés hatisara
(t(30)=-2,542, p=0,016). Az 6sszes jelek szdma szintén szignifikdnsan csokkent a denaturalo

kezelés hatasara (t(30)=-2,447, p=0,020) (14.4bra).
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15. abra A, *Chinese Spring’ mikroszkopos felvétele, sszehasonlitva a denaturald és nem denatural6 fixalasi modokat anti-
ZYP1 és anti-HEI10 ellenanyag immunjelolést kovetden. DAPI (kék)kontrasztfestés mutatja a kromatint, az anti-ZYP1 (piros)
a szinapszist alkotd homolog kromoszémakat, mig az anti-HEI10 (z61d) a rekombinacios pontokat. A HEI10 ellenanyag jele
kolokalizal az anti-ZYP1 jellel és a kromatinnal. A profazis 1. alfazisait (zigotén, pachitén, diplotén) a ZYP1 jel alapjan
azonositottuk. Zigoténben nem fut végig a sejtmagon a ZYP1 jel, pachiténben a ZYP1 altal mutatott fonalszerti jel kitolti a
sejtmagot, diploténban Ujra felszakadozik és spiralszerii jelet ad. B, Bal oldali fels6 panel: a HEI10 szamolt jelének statisztikai
Osszehasonlitasat mutatja nem denaturald (3:1) és denaturalé (PFA) fixalasi modokat kdvetéen. A HEI10 specifikus jel nem
valtozott szignifikansan a két fixalasi mod kozott. Bal oldali also panel: a nem denaturald (3:1) és denaturald (PFA) fixalasi
modokat kovetden szamolt hattérzaj jelének statisztikai vizsgalatat mutatja. A hattérzaj mennyisége szignifikansan alacsonyabb
denatural¢ fixalast kovetden. Jobb oldali panel: a nem denaturalé (3:1) és denaturalo (PFA) fixalasi modokat kdvetden szamolt
Osszes jel statisztikai vizsgalatat mutatja. A denaturald fixalast kovetden szignifikansan alacsonyabb az dsszesen szamolt jel
mennyisége. (Forras: Sajat fénykép, Sajat készitésii abrak)

A ‘Chinese Spring’ buzavonal nem denatural6 fixalasanal atlagosan 52,3 (n =7, SD = 13,4)
manualisan szamolhato (specifikus) HEI10 jelet azonositottunk, az Osszes jel atlaga Imaris
programmal szamolva 564 (SD = 100,6) volt, mig a hattérzaj atlaga 511,7 (SD = 105,5). Az
adatok statisztikai 0sszehasonlitisa megmutatta, hogy a Chinese Spring’ buzafajta esetében a
szamolt HEI10 jelek szdma nem valtozott szignifikansan a két fixalasi modszer kozott (t(35)=-
0,073, p=0,020). A denaturdlo kezelés hatasara a hattérzajként detektalt jelek szama ennél a

genotipusnal is szignifikansan csdkkent (t(35)=-6,612, p=<001). Az Gsszes jelek szamaban is
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szignifikans csokkenést tapasztaltunk a denaturdld kezelés hatasara (t(35)=-6,641, p=<0,001)
(15.4bra). Eredményeink megmutattdk, hogy a vizsgalt buzagenotipusok esetében
megbizhatobban alkalmazhato a denaturald fixalasi technika a HEI10 fehérje kimutatdsara,

hiszen annak alkalmazasa jelentdsen csokkentette az értékelést zavard hattérzaj aranyat.
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6  Osszefoglalas

A rekombinacié az egyik legfontosabb biologiai folyamat a meidzis soran. Alapvetd szerepe
ami kulcsfontossagu a megfeleld fertilitas eléréséhez. A ma termesztett kenyérbuza genetikai
sokfélesége a tobb ezeréves domesztikacio hatasara besziikiilt, ami megneheziti a klimavaltozas
hatasaival szembeni védekezést (j betegségek, hdstressz, szarazsag). A nagyobb genetikai
diverzitas kialakitdsa érdekében olyan Uj modszerek fejlesztésére van sziikség, amelyek
hozzajarulnak a buza genetikai hatterének kiszélesitéséhez, vagy a jelenlegi genetikai hattér
hatékonyabb kiaknazasdhoz, j elény0ds tulajdonsdg kombinaciok megjelenéséhez vezetve. A
jelen vizsgélat a homoldg rekombindcidé folyamatanak hatékonyabb vizsgalatat kivanta
szolgalni, amely hosszitavon eldsegitheti a rekombinacidé gyakoribba tételét és helyzetének

eltolasat a jelenlegi rekombinacids forropontokrol, ezaltal novelve a buza sokféleségét.

A rekombinaci6 eredményeként 1étrejott genetikai atkeresztezések (crossing over, CO) szdma
ek alul becsléséhez vezet. A jelen munkaban bemutatott modszer a DNS hibajavitasban részt
vevd HEI10 rekombinacids fehérje sejten beliili kimutatasat végezte el kenyérbiizdban. A
HEII0 immunjelolés kombindldsa a szinaptonémds komplex ZYP1 fehérjéjének
immunjelolésével lehetdve tette a rekombinacid pontosabb vizsgélatat a meidzis profazisa
soran. Két egymastol alapvetden kiilonbozo sejt fixalasi €és preparalasi technikat hasonlitottunk
Ossze, amelyek koziil az els6 nem denaturdld modon, keresztkotések kialakitasaval fixalta a
sejteket és a benniik taldlhatd fehérjéket. A masodik modszer alkalmazéasakor denaturald
modon, a fehérjék kicsapasaval és az antigének epitopjainak feltdrasaval készitettiik eld a
sejteket az immunjeldlésre. Vizsgalataink soran az immunjeldlést Osszekapcsoltuk nagy
felbontastt mikroszkopiaval, 3D képalkotassal majd a kapott adatokat statisztikai modszerekkel
Osszevetettiik. Eredményeink azt mutattak, hogy az altalunk vizsgalt buzafajtdkban a denaturaléd
fixalasi mod konnyebben kiértékelhetd eredményt nyqjt, hiszen itt szignifikansan csokkent a

hattérzaj aranya, megkonnyitve a specifikus jel leszamolésat.

Kisérleteink igazoltdk a HEI10 ellenanyag altal nyujtott immunjel specifikussagat, amely az
elvarasnak megfelelden kolokalizalt a szinaptonémas komplexet jel6lo ZYP1 fehérje jelével. A
kialakitott modszer alkalmas a rekombinacidés gyakorisag pontos szambeli és térbeli

meghatarozasara ¢és hozzajarulhat a rekombinacio valtozasainak osszehasonlitd vizsgéalatahoz
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pl. mutans- vagy kiilonbozd stresszfaktoroknak kitett novények elemzésekor. Az eldallitott
adatsorok lehetové teszik a kiilonbdzd genotipusok rekombindcids folyamatainak statisztikai
Osszehasonlitasat és a jovében olyan nemesitési vonalak kivalogatdsat, amelyekben a

rekombinacios események szama megemelkedett.
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a szakdolgozat nyilvanos hozzaférésérol és eredetiségérdl

A hallgaté neve: Téth Gréta Zsofia
A Hallgaté Neptun kddja: FB1P5K
A dolgozat cime: A meiotikus rekombinacio frekvenciajanak mérése

immunohisztokémiai modszerekkel kenyérbuzaban

A megjelenés éve: 2024
A konzulens intézetének neve: Genetika és Biotechnoldgia Intézet
A konzulens tanszékének a neve: Novénybiotechnoldgia Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott szakdolgozat! egyéni, eredeti jellegd, sajat szellemi
alkotasom. Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkdajabdl vettem at, egyértelmden
megjeloltem, és az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valdtlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a zardévizsga-bizottsag a
zardvizsgabdl kizar és a zardvizsgat csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatdsat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas
felhasznaldsara, hasznositdsara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabdlyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltoltésre keriil a Magyar Agrar-
és Elettudomanyi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomdsul veszem, hogy a
megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kovetben

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtdsatdl szamitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérhetd és keresheté lesz az Egyetem konyvtari repozitorium rendszerében.

Kelt: Budapest év 2024. h6 04. nap 16.

&V

Hallgato alairasa

1 A megfelel8 dolgozattipus meghagyasa mellett a tébbi tipus térlendé.
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Beny6né Dr. Gyoérgy Zsuzsanna (név) (hallgatd Neptun azonositéja: FB1P5K) konzulenseként
nyilatkozom arrél, hogy a szakdolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrasok
korrekt kezelésének kévetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfélidt a zardvizsgan térténd
védésre javaslom / nem javaslom?.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*3

Kelt: Budapest_ év _2024. ho 04. nap_16.

bwﬁ/%«

belsé konzulens

2 A megfelel aldhtzandé.
3 A megfelel aldhtzandé.
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