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A CENTROMERAK SZEREPE AZ IVARSEJTEKET KIALAKITO
MEIOTIKUS SEJTOSZTODAS SZABALYOZASABAN:
KROMOSZOMAPAROSODAS ES SZINAPSZIS KENYERBUZABAN

SEPSI ADELY, FABIAN ATTILAL, TRUDE SCHWARZACHER?, JAGER KATALIN?,

IMTA Mez6gazdasagi Kutatdintézete, Novényi Sejtbioldgia Osztaly, Martonvasar
Z|_eicester-i Egyetem, Leicester, Egyesiilt Kiralysag

A fertilis ivarsejtek eléallitasaért felelés meiozis egy specializalodott sejtosztddas, amelynek soran
egyetlen replikaciot két sejtosztodas kovet, négy egyedi utddsejtet eredményezve. Az osztodas hiba
nélkiil torténd lezajlasahoz elengedhetetlen, hogy korai meidzisban (profazis) az anyai és apai homolog
kromoszomak felismerjék egymast, majd egy fehérjekomplex (a szinaptonémas komplex) segitségével
teljes hosszukban 6sszekapesolddjanak, szinapszist képezzenek. Ebben a szoros kapcsolatban a
homolégok rekombinaldédnak, majd hosszi szakaszokat cserélnek ki egymassal, igy biztositva az
ivarsejtekben 1j genetikai kombinaciok létrejottét. A rekombinacio alapvetd fontossagu a kromoszomak
tovabb orokitéséhez és a kdvetkez6 nemzedék genetikai sokféleségének fenntartasahoz. A jelen kutatas
célja, hogy feltarja az Osszetett genommal rendelkezd kenyérbuza szinapszisanak folyamatat és
megfigyelje a kromoszomak viselkedését a meidzis kulcsfontossaghi folyamatai soran kiilonos tekintettel
a centromérak dinamizmusara. Megallapitottuk, hogy a centromérak a szinapszist megel6z6 idészakban
programozott mozgast végeznek: pontosan meghatarozott idOpontban egymassal dinamikusan
osszekapcsolodnak majd disszocialnak. Osszefiiggést fedeztiink fel a centroméra asszociaciok és a
szinapszis inicidcidja kozott és ramutattunk arra, hogy a centromérdk mozgasa fontos mechanikai
szerepet lathat el a meidzis folyamatainak szabalyozasaban.
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Meiosis is the specialized cell division giving rise to the fertile gametes whereby one round of DNA replication
is followed by two rounds of cell division resulting in four unique daughter cells. During early meiosis (prophase)
maternal and paternal homologous chromosomes recognize each other and become connected along their entire
length by a proteinaceous complex (the synaptonemal complex) to form synapsis. In this tight connection
homologues recombine and exchange large chromosome segments ensuring the formation of new genetic
combinations. Recombination is required for the faithful segregation of the chromosomes and for providing genetic
diversity of the next generation. The aim of the present study is to decipher progression of synapsis in the large and
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complex genome cereal bread wheat, and simultaneously study chromosome behavior with a special focus on the
position of the centromeric regions. We showed that although centromeres synapsed last, only following extensive
arm synapsis, they formed programmed associations and dissociations in precise timeframes of meiosis. We gave
evidence that centromere dynamics and the progression of synapsis are correlated suggesting a mechanical role for
the centromeres in the coordination of meiosis.
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Bevezetés

A haploid ivarsejtek kialakitasaért felelés meidzis egy specializalt sejtosztodas, amelynek
dont6 szerepe van a fertilitdas kialakitasaban. A kromoszomakba rendez6dott genetikali
informacio hii tovabbadasanak szigoru eléfeltétele, hogy az anyai és apai homoldg kromoszomak
egymast kolcsonosen felismerjék a meidzis korai szakaszaban, egy fehérjekomplex
(szinaptonémas komplex) segitségével teljes hosszukban osszekapcsolodj anak (szinapszis) majd
egyes részeiket kicseréljék egymassal (rekombinacid) crossover-eket eredményezve. Ahhoz,
hogy egy adott kromoszéma a meiozis | osztddasa soran megfeleld iranyba vandoroljon és
tovabb adodjon az utoddsejtbe elengedhetetlen hogy legalabb egy crossover-t hordozzon (obligat
crossover). A genetikai informacié hii atadasan tGl a homoldég kromoszomak kozotti
rekombinacié lehetévé teszi a genetikai sokféleség kialakulasat. A megtermékenyités
eredményessége és az 0 generacid fittnesze tehat ennek a komplex biologiai folyamatnak a
sikerességén alapul. Kiilonosen fontos e folyamat megértése a kenyérbuza esetében a jelen
¢ghajlati viszonyok kozott. A klimavaltozas okozta kornyezeti stresszek erdsen hatnak a buza
generativ fazisdban, amely meidtikus aberrdciokhoz ¢és kovetkezésképp terméskieséshez
vezethetnek.

A magasabbrendli névények kulcsfontossagi meiotikus génjeinek izolalasa lehetévé tette
az osztodasban szerepet jatszd fehérjék sejtmagon beliili megjeldlését és képalkotd modszerek
segitségével a meiodzis rendkiviil pontos vizsgalatat (Higgins et al. 2005). Jelen kutatasunk célja,
hogy megvizsgaljuk a kromatin viselkedését a hexaploid buza homolog kromoszomainak
szinapszisa kozben, kiilonds tekintettel a centromérak viselkedésére (Sepsi et al. 2017).
Vizsgalataink soran specidlis ellenanyagok segitségével megjeloltiik az aktiv centromérakat és a
szinaptonémas komplex elemeit igy pontosan nyomon kovethettiik a centromérak viselkedését
amelybdl kovetkeztetni tudtunk azok meidzisban betoltott szerepére.

Anyag és modszer

Kisérleteinket Chinese Spring buizavonal portokaibol izolalt meidcitakon végeztiik. Chinese
Spring névényeket iiveghazi koriilmények kozott neveltilk, majd amint a kalaszok elérték a
meidzis profazisat, portokokat gyijtéttiink. A portokokat nem denaturald fixald (4%
paraformaldehid) segitségével tartositottuk, majd egy enzim keverékkel megemésztettiik. Az igy
elokészitett portokokbol a meiodtikus sejteket (pollen anyasejtek) targylemezre vittiik, majd
immunofestésnek vetettitk ald. Az immunofestés soran anti-CENHS3, anti-ASY1 és Anti ZYP1
ellenanyagokat alkalmaztunk, amelyeket eltérd fluoreszcens festékhez kotott masodlagos
ellenanyagokkal detektaltunk. A minta el6készitést és az immunfestést a Sepsi et al. (2018) altal
leirt modon végeztiik. A fluoreszcens jelet 1ézerpasztazo konfokalis mikroszkopiaval rogzitettiik,
a képsorozatokat dekonvolucionak vetettiik ala (Huygens Essentials, The Netherlands) majd a
LASX szoftware (Leica Microsystems GmbH, Germany) segitségével 3 dimenzidoban
elemeztiik.

Eredmények
A meiotikus sejtek pontos fejlodési allapotat a szinaptonémas komplex fehérjéi (ASY1 és

ZYP1) altal nyujtott jel segitségével hataroztuk meg. Az ASY1 ¢és ZYPI1 fehérjék felépiilése a
meiodtikus sejtmagon beliill a profazis egyes al-fazisaira jellemz6, igy a legmegbizhatobb



meidtikus markerként hasznalhatok. A begyjtott pollen anyasejt mintak a meidtikus interfazist
és profazist teljes egészében lefedték, amelyeket a kovetkezé szempontok szerint azonositottunk:
A meidtikus interfazisban levé sejtmagok tobb (3-4) sejtmagvacskat hordoztak, mig késéi
interfazisban az ASY1 fehérje szort jelként megjelent a sejtmagon beliill. A profazis elséd
szakaszaban (leptotén) az ASY1 fehérje fokozatosan beépiil a kromoszomak tengelyébe és
szaggatott hosszanti jelet mutat. Leptotén végén az ASY1 fehérje teljesen linearis, fonalszerti
jelet ad és a telomérak a sejtmag periféridjan, egy sziik teriileten csoportosulnak (telomera
bouquet). A profazis kovetkezd szakaszaban (zygotén) a kromoszomak szubtelomerikus régioi
szinapszist alkotnak, ez az ASY 1 szignal fokozatos eltiinésébdl és a ZYP1 jel szubtelomerikus
megjelenésébdl 1athato. Késébb a kromoszdmakarok tobb pontjarol egyidejiileg elkezd felépiilni
a szinaptonémas komplex. Pachiténben a szinapszis teljes, amely a linearis, mindenhol jelenlevo
fonalszerti ZYP1 jelbdl lathato. A szinapszis kialakuldsa soran vizsgaltuk a kromatin és az aktiv
centromérak viselkedését. Megallapitottuk, hogy a centromérak korai leptoténben csoportokba
tomoriilnek a sejtmag periféridjan, amelyet a teloméra bouquet kialakulasa kovet. Ez egy feszitett
kromatin elrendezddést eredmenyezett amelyben a kromoszomak a sejtmag ket polusa kozott
voltak Kifiiggesztve. Ebben a kromatin elrendez6désben indult be a szinapszis a
szubteloméraktol haladva a karok felé, illetve ezzel egyiddben a centromérdk periférias
csoportjai fokozatosan felbomlottak és a sejtmag belsejébe hatoltak, random elrendezést
mutatva. A kromoszoma karok esetében tobb pontbdl kiindulva haladt az intersticialis
szinapszis, majd miutan a karok nagy része mar szinapszist alkotott, az kiterjedt a centromérakra
is, amelyek igy jellemzben utoljara parosodtak.

1. dbra CENH3 és ASY1 fehérjék lokalizacioja a meidzis profazisanak korai szakaszaban
(Leptotén) kenyérbuza pollenanyasejtekben. A CENH3 fehérje lila szinnel jeldlt, mig
az ASY1 zolddel. A centromérak csoportokat alkotnak a sejt egyik pdlusan (sarga nyil)
mig a teloméra bouquet a sejt ellentétes polusan erésebb ASY 1 jelként mutatkozik (kék
nil). Bar=5um

Kovetkeztetések
Kisérleteink alapjan kenyérbuzaban a szinapszis két 1épésben indul be, eldszor a
szubteloméraktol kiindulva majd a kromoszoma karokon tobb ponton lathatdé a szinapszis



iniciacidja, amely folyamatosan hosszabbodik. A szinapszis beindulasa el6tt a centromérak
periférias csoportokat alkotnak, azonban a szubteloméras szinapszist kovetden ezek a csoportok
felbomlanak. Ezt kdvetéen indul be a karok tobb pontbdl kiinduld szinapszisa. A centroméra
mozgasok és a szinapszis iniciacio szigora egybeesése arra utalt, hogy a centromérak mechanikai
szerepet tolthetnek be a meidzis id6zitésében. Mindaddig kifeszitett allapotban tartjak a
kromatint, mig a szubtelomerikus szinapszis be nem indul, ezt kdvetéen a perifériarol torténd
levalasuk, fokozott mozgasteret ad a kromoszomakaroknak, lehetové téve azok parosodasat.
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