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Jel6lések, roviditések jegyzéke:

2,4-D - 2,4-dikloro-fenoxi-ecetsav (szintetikus auxin)

AgMV - Agropyron mosaic virus (agropyron mozaik virus)

AGO - "argonaute’ (argonauta fehérje)

amiRNS —artificial micro RNA’ (mesterséges mikro RNS)

BaMMYV - Barley mild mosaic virus (arpa enyhe mozaik virus)

BaYMYV - Barley yellow mosaic virus (arpa sarga mozaik virus)

BMV - Brome mosaic virus (rozsnok mozaik virus)

BrSMV — Bromus stripe mosaic virus (rozsnok csikos mozaik virus)

BSMV - Barley stripe mosaic virus (arpa csikos mozaik virus)

BYDV - Barley yellow dwarf virus (arpa sarga torpulés virus)

cDNS - kopia DNS

CP - "coat protein’ (kdpenyfehérje)

CYDV - Cereal yellow dwarf virus (gabona sarga torpilés virus)

DAS-ELISA - Double Antibody Sandwich-Enzyme-linked immunosorbent assay
(Duplaellenanyag szendvics-enzimhez kotott ellenanyag-vizsgalat)

DCL1 - "Dicer-like 1’ (RNaz Il tipust endonukleaz)

DPI - "Day Post Inoculation’ (fertdzéstdl eltelt napok szdma)

dsDNS - double stranded DNA’ (duplaszalid DNS)

dsRNS - "double stranded RNA’ (duplaszald RNS)

GFP - "Green Fluorescent Protein’ (zold fluoreszkalo fehérje)

GMO - Génmddositott organizmus

hpRNS — "hairpin RNA’ (hajtii RNS)

hptll — hygromicin szelekcios markergén

IR - inverted repeat’ (forditva ismétl6do szekvencia motivum)

LB - ’left border’ (baloldali hatarszekvencia)

LIR - ’long intergenic region’ (hosszu intergenikus régio)

LNA - "Locked Nucleic Acid” (modositott DNS molekula)

M —"Mock’ kontroll névény

M — molekula suly marker

mMIiRNS — mikro RNS

miRNS* — miRNS csillag szal (a miRNS komplementer szala)

MP — "movement protein’ (mozgasi fehérje)
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MRNS — messenger RNS
MSV - Maize streak virus (kukorica csikossag virus)
NB-LRR gén - "nucleotide-binding site leucine-rich repeat’ (leucinban gazdag
nukleinsav koté doménnel rendelkezé rezisztencia gének)
NOS - nopalin szintaz
nt — nukleotid
ODV - Oat dwarf virus (zab torplés virus)
OFF-target —nem kivant célszekvencia
phasiRNS - ’phased siRNA’
PNK - polinukleotid kindz enzim
Pol Il - RNS-polimeréz Il enzim
pre-miRNS — prekurzor miRNS
pri-miRNS — primer miRNS
PTGS - "Post-Transcriptional Gene Silencing’ (poszt-transzkripcionalis
géncsendesités)
RB - ‘right border’ (jobboldali hatarszekvencia)
RCR - ’rolling circle replication’ (gordiilé koros replikacio)
RDR - recombination dependent replication’ (rekombinacio-fiiggé replikacio)
RdRp — 'RNA-dependent RNA polymerase’ (RNS-fiiggd RNS polimeraz)
Rep - replikaz
RISC — "RNA-induced silencing complex’ (RNS-indukalta géncsendesitési komplex)
RNS - ribonukleinsav
rpm — ‘rotation per minute’ (fordulat/perc)
rRNS - riboszomalis RNS
SIR - "small intergenic region’ (révid intergénikus régio)
siRNS - ’small interfering RNA’ (Kkis interferdld6 RNS)
SRNS - "small RNA’ (kis RNS)
sSDNS - ’single stranded DNA’ (egyszali DNS)
tasiRNS — ’trans-acting SiRNA’
TGS - "Transcriptional Gene Silencing’ (transzkripcionalis géncsendesités)
Ti-plazmid — Tumor indukal6 plazmid
vir — virulencia gén
WDIV - Wheat dwarf india virus (buza torpulés india virus)
WDV - Wheat dwarf virus (blza térpllés virus)
WSMV — Wheat streak mosaic virus (buza csikos mozaik virus)
6
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1. BEVEZETES

A szantofoldi novénytermesztés szdmara napjainkban is kihivast jelent a kiilonb6z6
ndvényi virusok elleni kiizdelem. Az ellentik valé védekezés foként a virusvektorok
irtasara korlatozadik, mert a novénynemesiték szamara nem minden esetben allnak
rendelkezésre megfeleld hatékonysdgu rezisztencia gének részben a beszikiild
genetikai forrasok, részben a virusok gyors genetikai adaptacios képessege miatt.
Mind az arpa (Hordeum vulgare L.), mind a buza (Triticum aestivum L.) sargulast és
torpulést okozo virusbetegségeinek f6 korokozoja a buza torpilés virus (Wheat dwarf
virus - WDV), ami akér 80%-0s terméskiesést is okozhat szamara kedvez6 feltételek
esetén (Lindblad és Waern, 2002). Tobb évre kiterjedd magyarorszagi szantofoldi
vizsgalatok bizonyitjak, hogy mindkét gabona faj esetében a sargulasos tlineteket
mutato, virusfert6zott novények 88-100%-aban jelen volt a WDV (Pribék et al.,
2006).

A globalis klimavaltozas hatasara megndvekedett biotikus stressz az egyik
legnagyobb kihivast jelenti a ndvénytermesztésben vilagszerte, mivel a magasabb
homérséklet és az elhtizodd Oszi és tavaszi klimaviszonyok kedvezéen hatnak a
virusbetegségek kialakulasara (Chakraborty et al., 2000; Roos et al., 2011; Trebicki
et al., 2015). Ez a jelenség kiilondsen igaz a rovarok altal kdzvetitett virusbetegségek
esetében, ahol a felmelegedés kovetkeztében a rovarvektorok migracios potencialja
is megndvekedett (Canto et al., 2009). A WDV terjeszt6je a csikos gabonakabdca
(Psammotettix alienus Dhalbom; Hemiptera, Cicadellidea), mely cirkulativ,
perzisztens modon terjeszti a korokoz6t (Lindsten és Vacke, 1991). A rovar tojas
formajaban telel at, amik aprilisban kelnek ki. Az els6 kifejlett allatok (imagok) a
hémérséklettdl fiiggden majus-junius tajekan jelennek meg, majd egesz évben ket-
harom generaciot hoznak Iétre a mérsékelt égévon (Manurung et al., 2005). A tavasz
folyaman az els6 generacios kabocak szama akkor kezd el novekedni, mikor a napi
kdzép-hémérséklet tartosan eléri a 15 °C-t (Lindblad és Sigvald, 2004). A kabdcak
szama pozitiv korrelaciét mutat a WDV fert6zés mértékével, ezert a fert6zés
kialakuldsanak szempontjabol legkritikusabb a késé 6szi periodus, amikor a kabdca
popul&cid eléri a legmagasabb létszamot, ugyanakkor az 6szi vetésii gabonak korai
fejlédési stadiumban vannak (Praslicka, 1997). Ezert az integralt ndvényvédelmi
gyakorlat egyre inkabb el6térbe helyezddik. A helyes vetésidé megvalasztassal és a
megfeleld idejii inszekticides allomanypermetezéssel részben visszaszorithatjuk a

virusos megbetegedések esélyét, bar hozza kell tenniink, hogy a vektorok szama és
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mobilitisa miatt az utobbi védekezési mod nem elég hatékony. gy a
ndvenytermesztés szdmara kiutat jelentenének a virusrezisztens gabonafajtak, de ez
idaig csak kevés WDV tolerans gabonavonalrdl adott hirt az irodalom (Benkovics et
al., 2010; Ordon et al., 2009).

Az RNS interferencia felfedezésével (j fejezet nyilt a ndvényi
virusrezisztencia kialakitas torténetében. Mig korabban a kiilonb6z6, hosszadalmas
genetikai  térképezéssel azonositott, sokszor nem is ismert funkcioju
rezisztenciagenek atkeresztezésével nyilt csak lehetdségiink virusokkal szemben valo
kozvetlen védekezésre, mara az RNS csendesités gyorsabb, hatékonyabb és
szélesebb spektrumu virusrezisztencia kialakitasat teszi lehet6vé. Az elmult
évtizedben e poszt-transzkripcionalis, RNS alapu gatlasi mod felhasznéldsaval
szamos noveny faj (rizs, buza, szoja, kukorica, bab, dohany, sargadinnye, manidka,
narancs, etc.), szamos virusara alakitottak mar ki hatékony rezisztenciat (Cillo és
Palukaitis, 2014). A kulénbozoképpen létrehozott RNS csendesitési modszerek kozil
— hatékonysagat és megbizhat6sagat tekintve — a mesterséges miRNS technoldgia a
legkiemelked6bb (Tiwari et al.,, 2014). A moddszer alapjat képezd, a novény
genomjabdl izolalt un. miRNS prekurzorok szerkezete nagyban meghatarozza a
beldliik kialakuld6 miRNS-ek mennyiségét, ezért az ij miRNS prekurzorok keresése

ebben a témakdrben is nagy jelentéséggel bir.
Mindezek alapjan célkitiizéseim az alabbiak voltak:

. RNS interferenciara alapozott buza torpilés virus (WDV) rezisztenciat
kialakitani arpa névényben mesterséges miRNS technologidval,

- Ennek elérése érdekében magas miRNS expressziot biztosité arpa
miRNS prekurzor keresése és atalakitasa WDV  specifikus
mesterséges miRNS-t tartalmazé prekurzorokka,

- Egy gyors, tranziens rendszer kidolgozadsa a mesterséges miRNS-ek
bioldgiai aktivitasanak vizsgélatara,

- A hatékonynak itélt mesterséges mMIRNS-ekb6l  eldallitott,
policisztronikus mesterseges miRNS konstrukcioval az arpa névény
genetikai transzformécidja,

- Megbizhato WDV fert6zési rendszer Kialakitdsa a létrehozott arpa
vonalak tesztelésére,

Il.  Buza kis RNS konyvtar adatokbdl olyan miRNS prekurzorok azonositasa,

amelyek alkalmasak lehetnek mesterséges miRNS létrehozésara
8
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az arpaeredete és termesztésének jelentésége

Az arpa (Hordeum wvulgare L.) az egyik legrégebben és legszéleskoriibben
termesztett gabonandvényink. A Poaceae csalad Triticeae torzsének tagja, amely
megkozelitéen 13 millio évvel ezel6tt valt kilon a torzs tobbi tagjatdl (Gaut, 2002).
A vad 6sébdl (Hordeum spontaneum) Kiszelektalt valtozatat a Termékeny félholdban
mar 10500 évvel ezel6tt termesztették (Nevo, 2013; Zohary et al., 2012). Diploid
(2n=2x=14), ontermékenyiilé6 novény, genommérete megkozelitben 5,1 gigabazis,
amely eddigi ismeretek szerint kb. 30400 gént kodol (Consortium, 2012). Kiil6nb6z6
alfajai ismertek, amiket foként a kalasz morfologiajuk alapjan lehet elkiloniteni
egymastol. Ezek koziil a legjelentésebb a tobbsoros, 6szi arpa (Hordeum vulgare
convar. hexastichon) és a kétsoros, tavaszi &rpa (Hordeum vulgare convar.
distichon). A két valtozat beltartalmukat tekintve is elkilonil egymastél. Az 6szi
arpanak a takarmanyozasban (51%), a tavaszi arpanak — alacsony fehérje tartalma
miatt (< 11,5%) — foként a sorgyartasban (44%) van szerepe, de szalmaja kivalo
takarmany a kér6dzé allatok szamara (Jolankai, 2005). Az arpanak szamos elénye
van az emberi taplalkozésban (pl. arpagydngy, szirup). Magas a rost és antioxidans
tartalma, koleszterin-mentes és alacsony a zsirtartalma (Dahleen és Manoharan,
2007). FAO adatok szerint 2014-ben a vilag arpatermesztése elérte a 144,5 millio
tonnat, Eurdpa ebbdl 93,7 millié tonnat, Magyarorszag pedig 1,3 millio tonnat tudhat
magaénak. A vilag arpa terméterilete 49,5 millié ha, ennek tébb mint a fele
Eurdpahoz tartozik. Magyarorszagon 2014-ben 288 ezer hektaron termesztettek arpat

(fao.org/faostat).

2.2 Az arpat megbetegito virusok

Eurdopaban az elmult évtizedekben egyre nagyobb figyelmet érdemelnek a
novenyvirusok, mert a megvaltozott klimaviszonyok kedvez6en hatnak a
virusbetegségek kialakulasara. Az arpat tobb mint 50 kiilonb6z6 virus fertézheti. Bar
ezek koziil kevés virus okoz gazdasagilag jelentds karokat. E virusok kozott
megtalalhatok mind rovarvektor altal terjesztett, mind talaj mikrobak (Polymyxa
graminis) kozvetitésével fert6z6 korokozok (Ordon et al., 2009; Ordon és Perovic,
2013).
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A talajban eléforduld virusok kozil vilagviszonylatban legjelentésebbek a
Potyviridae csalad Bymovirus nemzetségébe tartozo arpa sarga mozaik virus (Barley
yellow mosaic virus — BaYMV) és az arpa enyhe mozaik virus (Barley mild mosaic
virus — BaMMV). A rovarvektorok altal terjesztett virusok kozil pedig az arpa sarga
torpulés virus (Barley yellow dwarf virus — BYDV; Luteovirus) és a gabona sarga
torpulés virus (Cereal yellow dwarf virus — CYDV; Polerovirus) kilonb6zé
valtozatai a legelterjedtebbek. Mindkét virust levéltetvek kozvetitik. A kiilonboz6
levéltetti vektorokra specializaldodott BYDV és CYDV torzseket kilon fajokba
soroljadk (BYDV-PAV, BYDV-PAS, BYDV-MAV, BYDV-GPV, BYDV-RMV,
BYDV-SGV; CYDV-RPS, CYDV-RPV) (Ordon és Perovic, 2013). Emlitést érdemel
még a maggal és mechanikai uton is terjed6 arpa csikos mozaik virus (Barley stripe
mosaic virus — BSMV; Hordevirus) és a rozsnok mozaik virus (Brome mosaic virus
— BMV; Bromovirus), illetve kisebb jelentdséggel a buiza csikos mozaik virus (Wheat
streak mosaic virus — WSMV; Tritimovirus) és a tarackblza mozaik virus
(Agropyron mosaic virus — AgMV, Rymovirus) (Szunics et al., 2000).

Az itt felsorolt virusok mindegyike RNS genommal rendelkezik. Az arpat
fert6z6 virusok egyetlen DNS genommal rendelkezé tagja a Geminiviridae csalad
Mastrevirus nemzetségébe tartozé blza torpilés virus (Wheat dwarf virus — WDV),
amely az arpa legelterjedtebb és legdrasztikusabb tiineteket okozd viralis korokozdja.

2.3 A Geminiviridae csalad

Geminiviridae csalad kilenc nemzetseget foglal magaba: Becurtovirus, Begomovirus,
Capulavirus, Curtovirus, Grablovirus, Eragrovirus, Mastrevirus, Topocuvirus €s
Turncurtovirus (Zerbini et al., 2017). A csalad minden tagjanak virionja egy vagy két
komponensbdl allo, cirkularis, egy szalu DNS (ssDNS) genomot tartalmaz, melynek
mérete ~2,6—-3,0 kilobazis. Egy viriont két (iker) ikozahedralis kapszid burok alkot,
amely egy ssDNS genomot tartalmaz. A virion mérete ~18x30 nanométer. A
gazdasejtbe juté genomok komplementer szala a sejtmagban szintetizalédik meg. Ez
a kétszalu DNS (dsDNS) genom biztositja a virus szaporodasadhoz, mozgasahoz és
becsomagolddasahoz szikseges fehérjek expresszidjat. (Stanley et al., 2005). A
dsDNS genomokat megkdotik a névényi hiszton molekulak, melynek kdvetkeztében a
virus mintegy mini kromoszomaként képes miikodni a névény sejtmagjaban (Pilartz
és Jeske, 1992). A geminivirusok 4-7 fehérjét kodolnak, amelyek egy vagy két
genomon helyezkednek el. A kicsi, komplex genom megkdveteli a lehet6 legjobb

»helykihasznalast”, ezért a geminivirusoknal elterjedt a kétiranyd RNS atiras is.
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(Gutierrez et al., 2004). Ugynevezett gordiilokords replikacion (RCR — rolling circle
replication) keresztiil replikalodnak, de a kiilonboz6 virustorzsek rekombinacion
alapuld mechanizmuson keresztlil (RDR — recombination dependent replication) is

képesek ndvelni genetikai valtozatossagukat (Jeske et al., 2001).

2.3.1 A bulza torpilés virus (WDV) jellemzése

A Mastrevirus nemzetség fajai — melyek kdzé a WDV is tartozik — egyetlen, sSDNS
genommal rendelkeznek. Terjesztéik kiilonb6z6 kaboca fajok. A mastrevirusok
gazdanovénykore foként egyszikii novényekre korlatozodik, de megtalalhatoak
koztik kétszikiiekre specializalodott fajok is. A Geminiviridae csaldd legdsibb
nemzetségenek tekintik (Nawaz-ul-Rehman és Fauquet, 2009). Genomjuk ~2750
nukleotid nagysagl, mely négy &tirddo leolvasasi keretet tartalmaz, melyek a
kdpenyfehérjét (CP — coat protein; V1), a mozgasi fehérjét (MP — movement protein;
V2) és a két replikacioban résztvevé fehérjét (RepA, C1; Rep, C2) kddoljak (1. abra).
A CP és az MP fehérjék a virionban talalhaté ssDNS szalon vannak kdédolva (virion-
sense — V), a Rep és a RepA fehérjék pedig a komplementer szalon (complementary-
sense — C) (Gutierrez et al., 2004; Kvarnheden et al., 2002).

A WDV-nek a gazdandvény specificitasa szerint két f6 térzse ismert: arpa és
buza torzs. A két térzsrdl igazoltak, hogy bar ugyanaz a kaboca faj a vektoruk, de az
egyik torzs nem fertézi a masik gazdanovényét. Mindket torzsnek sok gyomndveény
is gazdanovénye lehet, melyek nem feltétlen mutatnak az emlitett kultirnévényeknél
megfigyelt sulyos tiineteket (Tdbias et al., 2008). A WDV buza térzsei 98%-0s, az
arpa torzsek pedig 94%-o0s szekvencia homologiat mutatnak egymaéssal. A két torzs
kdzott pedig ~84%-0s a hasonldsag nukleotid szinten (Ramsell et al., 2009). A két
torzset kétszazharminc WDV izolatum filogenetikai analizise pedig tovabbi 6
csoportra (A-F) bontotta (Wu et al., 2015). Emlitést érdemel még a filogenetikailag
kiilonb6z6 fajként szamon tartott, de nagyon hasonlé tiineteket okozd zab torpilés
virus (Oat dwarf virus — ODV; Mastrevirus) és a blza torpilés india virus (Wheat
dwarf india virus — WDIV; Mastrevirus). Az utobbi azért figyelemre mélto, mert a
mastrevirusok kozott eddig az egyetlen, amely rendelkezik szatellit DNS
molekulaval is (Kumar et al., 2015; Schubert et al., 2007).

A replikacioért felelos gének igen konzervaltak. Nem csak az egyes WDV
torzsekre nézve, de a Geminiviridae csalad mas tagjai kozott is. Ellentétben a
kdpenyfehérje génnel, amely sokkal variabilisabb (Hanley-Bowdoin et al., 2013). A

komplementer szensz szalon van egy 6tddik leolvasasi keret (Cx), amely egy 14,6
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kilodalton nagysagu fehérjét kdédol, de ennek nem ismert a funkcidja és az
expresszidjat sem bizonyitottak (Bendahmane et al., 1995; Schubert et al., 2003). A
WDV-hez hasonldan a kdzeli rokon kukorica csikossag virus (Maize streak virus —
MSV; Mastrevirus) esetében is kimutattak egy 9,7 kilodalton nagysagu feherjét
kodold leolvasasi keretet azonos poziciéban, aminek expresszidja szintén nem
igazolddott (Lazarowitz, 1986).

A hosszu intergénikus régio (LIR) biztositja az emlitett gének expressziojat, a

SIR régidnak pedig az atiras terminaciojaban van szerepe (Kvarnheden et al., 2002).

LIR

S
<
<
o
()
i3

WDV-h07

2734 bp

SIR

1. dbra: A WDV genomfelépitése. Rep, RepA (replicase-associated protein) — replikéz
gének; MP (movement protein) — mozgasi fehérje gén; CP (coat protein) — kdpenyfehérje
gén; SIR (small intergenic region) — rdvid intergénikus régio; LIR (long intergenic region) —
hosszu intergénikus régié; "TAATATT |AC’ — replikécios origd konzervativ szekvencidja;
Cx — feltételezett 6todik leolvasasi keret
A LIR régioban talalhaté a virus replikéacids origdja is, amely tartalmaz egy a
geminivirusok korében konzervalodott szekvencia motivumot (5’- TAATATT|AC -
3’), ami — az egyszali genom masodlagos szerkezetét nézve — egy hajtii szerkezet
hurokrészében helyezkedik el. A nyillal jel6lt részen a Rep fehérje endonukleaz
aktivitasanak koszonhetben képes elhasitani a genomot, ahonnan a gazdasejt mas
(Gutierrez et al., 2004). Onmagaban a Rep fehérje mér elegendd a virus genom
12
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replikaciéjahoz, de emellett a RepA fehérje jelenléte még arra is keszteti a sejtet,
hogy az S-fazisban maradjon. Ezaltal a sejt folyamatosan a DNS-ének
megkettéz6désére van felkésziilve, igy még inkabb kiszolgalja a virust a kiilonboz6
gazdafaktorokkal, amik a virus replikéciohoz is sziikségesek (Hanley-Bowdoin et al.,
2013). A replikaz fehérje (Rep) képes megkdtni a kis RNSeket, igy a sejt altal
eléallitott, WDV RNS-ekre specifikus siRNSeket (small interfering RNA — kis
interferald RNS) is, melyek kulcsmolekulai a ndvényi sejt virusokkal szembeni RNS
interferencia alapu védekezésének (Liu et al., 2014). A CP fehérjének a virus
becsomagolasa mellett szerepe van a rovaratvitelben és a szisztemikus fert6zés
kialakulasaban (Dickinson et al., 1996; Liu et al., 2001b). Az MP fehérje a
plazmodezmakon keresztll, sejtrl-sejtre torténd virus atjutasért felelds (Liu et al.,
2001a).

2.3.2 A WDV vektora, a csikos gabonakabdca

A WDV-t kizarélag a Psammotettix alienus Dhalbom (Hemiptera rend, Cicadellidae
csalad) kabdcafaj terjeszti cirkulativ, perzisztens modon. E virusatviteli mdd 1ényege,
hogy a virus a fertézott novényi nedvvel egyiitt a rovar bélcsatornajaba kerdil,
ahonnan a hemolimfan (nyirok rendszer) keresztil atjut a rovar jarulékos
nyalmirigyébe, ugyanakkor szaporodasra a rovar szervezetében nem képes (Horvath
etal., 1999).

A rovar tojas formajaban telel at, amik aprilisban kelnek ki. A hémérséklettol
fliggden az elsé imagok majus-janius tajékan jelennek meg, majd egész évben két-
harom generaciot hoznak létre a mérsékelt égévon (Manurung et al., 2005). A WDV-
t a kabocdk a nyar folyamén veszik fel a fertdzott arvakelésekr6l, vagy a
gabonatablat szegélyezo6 fiives teriiletekrél. A rovar eddigi ismeretek szerint a virusos
novényen torténd taplalkozas utan 5 perccel mar fertézéképessé valik (Whitfield et
al., 2015).

A kabocak a novény epidermiszén €s a mezofillumon &thatolva a floémbdl
nyerik taplalékukat. A behatolaskor gélesedd anyagot valasztanak ki, mellyel
szétfeszitik a sejteket és kialakitanak a levéllemezben egy tartés képletet, az
ugynevezett nyalhlvelyt. Ezaltal a rovar szinte a sejtek roncsolasa nélkil kepes a
floémbdl torténd taplalkozasra igy csOkkentve a novényi stressz vélaszokat. A
floémet elérve a taplalkozas megkezdése el6tt egy higabb konzisztencidju, vizszerii
nyélat valaszt ki, amivel a taplalkozasat segiti (Tholt, 2011). A virust hordozo &llat

ennek kovetkeztében nem csak az altala kivalasztott nyalat juttatja a ndvenyi
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szOvetekbe, hanem magéat a kordbban felvett viriont is. A perzisztens virusatvitel
jellemzéje, hogy bizonyos idének el kell telni a virus felvétele és leadasa kozott,
tekintettel arra, hogy a virusnak at kell jutnia a bélcsatornabdl a jarulékos
nyalmirigybe. Ezen inkubacios id6 elteltével a vektorok a fert6zOképességiiket akar
¢letiik végéig is megorizhetik (Horvath et al., 1999). Mivel a kiilonb6z6 transzport
folyamatok a rovaron belil aktiv formaban zajlanak le — ami egy specialis, bonyolult
kapcsolatot feltételez —, a perzisztens virusok &ltalaban egy vagy kevés vektorral

rendelkeznek.

2.3.3 A WDV elterjedése és az altala okozott tiinetek

A WDV-t eldszor 1961-ben izolaltak az akkori Csehszlovékidban (Vacke, 1961),
Magyarorszagon ¢l6szor 1988-ban irtdk le a kdérokozot (Gaborjanyi et al., 1988).

A Mastrevirus nemzetség tagjai, koztik a WDV is széles korben elterjedtek a
vilagon, eléfordulnak Eurdpaban, Afrikdban, Azsidban és Ausztralidban is
(Kvarnheden et al., 2002).

A virussal fertdzott novény levele jellegzetes sargulasos tiineteket mutat, a
levelek csavarodnak, korai fertézés esetén a novény torpe marad, az internddiumok
rovidilnek. A novények nem, vagy csak nagyon nehezen kalaszolnak. A WDV dltal
okozott tunet egylttes nagyon hasonldo a BYDV fert6zésre jellemz6 tlinetekhez
(Géborjanyi, 1990). Buzan megfigyelték, hogy a tavaszi id6szakban, a sz&rba indulas
id6szakatol — az elsé nodusz megjelenésétdl — kezdve mar sokkal kisebb eséllyel
fert6z6dik meg a virussal a ndveny (rezisztens fejlodési fazis) (Lindblad és Sigvald,
2004).

Magyarorszagon egy négy éves szantofoldi vizsgalat soran megallapitottak,
hogy a sargulast okozo viralis kérokozok kozétt (BYDV, CYDV, WDV) a WDV a
legszamottevobb (Pribék et al., 2006). A 2001-t61 2005-ig tartd idészak alatt a buza,
arpa, durum bulza, zab és tritikalé vetésekrdl gyiijtott tiinetes mintadkban a WDV-t
mutattak ki a legnagyobb aranyban (88-100%). Arpanal majd mind a 4 évben a
mintak 100%-aban jelen volt a WDV. A vizsgalatok egyébként sok esetben kevert
fertézést mutattak ki. Hozza kell tenni, hogy a kisérleti modszerb6l adodoan az
eredményekbdl csak az emlitett gabonavirusok ardnyaira kaphatunk informaciokat, a
tényleges szantéfoldi elterjedésiikre ez a kisérlet nem ad valaszt, mert a mintavétel
csakis a sargult, torpe ndvényekre korlatozodott.

Papp et al. (2017) szerint, akik 16 év szantéfoldi adatait dolgozzak fel a dél-

magyarorszagi régiéban, a WDV bizonyult a legelterjedtebb gabonavirusnak. A
14



10.14751/SZIE.2018.030

kisérlet sordn DAS-ELISA szeroldgiai eljarast alkalmazva 6t virus (WDV, BYDV,
WSMV, BSMV, BMV, BrSMV - rozsnok csikos mozaik virus) jelenlétét vizsgaltak
és a 16 év atlagdban a WDV arénya 35% volt a pozitiv levélminték tekintetében. A
WDV-t kdvette a BYDV 21%-kal, a BSMV 14%-kal, a BMV és a WSMV 13-13%-
kal es végil a BrSMV 4%-kal.

Svédorszagban évtizedek Ota nagy karokat okoz a WDV, ezért ott a vele
kapcsolatos kutatasok is nagyobb hangsulyt kapnak. Kdzép-Svédorszagban, a malt
szazad elején adtak hirt elészor WDV fert6zéshez kothetd kar eseményekr6l
buzavetésekben. Azéta periodikusan Gjra és Ujra megjelennek ezek, a ma mar
azonosithatban WDV okozta tiinet egyiittesek, jelent6s karokat hagyva maguk utan a
gabonatermesztésben. Ma pedig mar azt is tudjak, hogy ez a periodicitas szoros

korrelaciot mutat az agronomiai gyakorlattal (Roos et al., 2011).

2.3.4 WDV okozta gazdasagi karok és az ellene torténé védekezés

A WDV-vel szembeni védekezes egyik leghatékonyabb modszere a
rezisztens fajtak termesztése lenne, azonban a névénynemesités csupan mérsékelten
tolerans genotipusokkal rendelkezik a korokozdval szemben (Benkovics et al., 2010;
Ordon et al., 2009). Nygren et al. (2015) a harom kiilonb6z6 ndvény genomjat
tartalmazd kenyeérbuza (Triticum aestivum L.) esetében bebizonyitottak, hogy a
domesztikacio nincs hatassal a WDV toleranciara, mivel a buza vad 8sei is hasonlo
fogékonysagot mutattak a korokozéra. Ezek ismeretében a hagyoméanyos
névénynemesités szamara meg nehezebb az a feladat, hogy Uj, rezisztens
genotipusokat talaljon. igy az ellene torténé védekezés a rovarvektorok irtaséra,
illetve a megfeleld agrotechnikara korlatozodik, amelynek fontos része a vetésidd
megvalasztasa.

Lindblad és Waern (2002) szerint a nagymértéki WDV fert6zés
kialakulasanak egyik legmeghatarozobb tényezbje a vetésidé és az adott
hémérsékleti viszonyok. A korai vetés, amely az attelelés szempontjabol akar elényt
is jelenthet, a WDV fert6zés kialakulasat nagyban segiti. A kora 6szi periodus
nyljtotta kornyezeti viszonyok kivaldak a vektorok migracidja és taplalkozésa
szempontjabol, amik a primer fertézések esélyét és gyakorisagat nagyban novelik.
Ertelemszertien, korai vetés esetén a novény kelésétdl a tél bealltaig, majd a termés
megjelenéséig hosszabb id6 telik el, ami a kabocavektorok szaporodasat és
elterjedését is eldsegiti, ez a kovetkezd évben a nimfak szamanak novekedésében

nyilvanul meg, névelve ezzel a masodlagos WDV fert6zés gyakorisagat. Svedorszagi
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vizsgalatoknal az augusztus kozepi vetések esetében a kiilonb6z6 terlletek kdzott
volt, ahol a termésveszteség elérte a 80%-ot is. Ugyanakkor a vetésido
novekedésével egyenes aranyban csokkent a WDV fertdzottség, amely a szeptember
5-¢i vetésid6tol csupan 18%-ban maximalizalodott a vizsgalt tertleteken.
Természetesen a vetésidé megvalasztasanak egyik legsarkalatosabb pontja a
napi kozéphémérséklet alakulasa. Alacsony napi kozéphdmérséklet (10 °C) esetén
Iényegesen kevesebb kaboca volt begyiijthetd a szant6foldekrdl. A hémérséklet
emelkedésével pedig nétt a vektor populacié. 15 °C-ndl mar igen magas szamban
voltak jelen a kabdcéak (Roos et al., 2011). Buza esetében azt tapasztaltak, hogy ha az
elsdleges, 0szi WDV fertézéseket sikeriil meggatolni, elkeriilni, akkor az altala

okozott gazdasagi kar elég alacsony szinten tarthat6 (Lindblad és Sigvald, 2004).

2.4 Az RNS interferencia kiilonb6z6 utvonalai névényekben

Az RNS interferencia jelenségét el6szor fonalférgekben (Caenorhabditis elegans)
irtak le, bar ebben a publikacioban még nem tesznek emlitést a jelenségért felelds kis
RNS-ekrél. A téma jelentGségét tikkrozi, hogy a szerz6k 2006-ban orvosi Nobel dijat
kaptak felfedezéstikért. A Nobel dijas kisérlet Iényege az volt, hogy egy hianyat
tekintve nem letalis gént (UNC-22) csendesitettek le egyszalu (szensz vagy
antiszensz) és duplaszali RNS-ek (szensz és antiszensz) injektalasaval. A gén
csendesitése kovetkeztében az A&llatok jellegzetes remegést mutattak a vad
tipusuakhoz kepest. Az eredményeik kozt az is szerepelt, hogy a duplaszali RNS-ek
(dsRNS) injektalasa soran nagysagrendekkel nagyobb hatast tudtak elérni, mint
amikor egyszalt forméban injektaltdk a génnel homoldg szekvenciaju RNS-eket
(Fire et al., 1998).

Egy évvel késObb megjelent az els publikacid a novényr RNS interferencia
PTGS  (Post-transcriptional ~ Gene  Silencing -  poszt-transzkripcionalis
géncsendesités) utvonalardl is, amelyben ezt a géncsendesitési mechanizmust kis
RNS-ekhez kotik. A kisérletben egy konstitutivan meghajtott 1-aminociklopropan-1-
karboxilat oxidaz (ACO) gennel transzformalt paradicsom vonalakat vizsgaltak,
melyek mindegyike tartalmazta a transzgén konstrukciét, azonban nem mindegyik a
rola expresszalt mRNS-t, az utdbbi vonalak esetében pedig northern hibridizacid
segitségevel ki tudtak mutatni a génnel komplementer szekvenciakat tartalmazo kis
RNS-eket, amiket 6k akkor 25 nukleotid nagysagura becsiiltek (Hamilton és
Baulcombe, 1999).
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A Kkis RNS-ek (small RNA - sRNA) hosszuk, biogenezisik és hatasuk
kifejezésenek moddja alapjan nagyon heterogen és sokoldald molekuldk, de
alapvetden két nagy csoportba sorolhatjuk Oket: a kis interferald6 RNS-ek, vagy
SiIRNS-ek és a mikroRNS-ek (miRNS) csoportjaba (Tiwari et al., 2014).

Az RNS interferencia (RNS csendesités) mechanizmusait a novényi sejt
alapvetden harom kiilonb6zd célra hasznalja. Eldszor is a transzkripcionalis
géncsendesitésen (Transcriptional Gene Silencing — TGS) keresztil kiilonb6z6
siRNS molekuldk iranyitasaval — a DNS hipermetilacioja altal — kialakitja és
fenntartja a genom heterokromatikus allapotat a repetitiv, és a transzpozonokat
tartalmazd DNS szakaszokon. Méasodszor, a poszt-transzkripcionalis géncsendesités
(PTGS) é&ltal a novény fejlédésében, a kiillonbozé stressz valaszokban és mas
endogén szabalyozasi feladatokban jatszik esszencialis szerepet, kiilonb6z6 mikro
RNS-ek (miRNS) expresszidjaval (Bartel, 2004). Nem utols6 sorban pedig a
patogénekre (virus, baktérium, gomba) adott névényi vélaszokban is kiemelkedd
szerepe van. E tekintetben a kis RNS-ek kozvetlendl is kifejthetik hatasukat az
exogén (viralis) RNS-r6l keletkezett siRNS-eken keresztil, de kdzvetett szerepuk is
lehet a kiilonb6z6 rezisztencia gének (NB-LRR), vagy egyéb rezisztencia faktorok
(auxin-receptorok) expresszidjanak szabalyozasa altal (Navarro et al., 2006; Zhao et
al., 2015).

A kiilonb6zé modon 1étrejové ~20-24 nukleotid hosszusagu kis RNS-ek
mindegyikér6l elmondhaté, hogy egy hosszabb, duplaszali RNS (dsRNS)
struktararol keletkeznek. A siRNS-ek esetében ez egy teljes komplementaritassal
rendelkezé duplaszala RNS, a miRNS-ek esetében pedig egy 6nmagaval (részben)
komplementaritast mutatd, igynevezett hajtli RNS szerkezetet (primer miRNS — pri-
miRNS) jelent, amelyrél altalaban csak egy funkcioképes miRNS érik ki, ellentétben
a SiRNS-ekkel, ahol a hosszi — teljes komplementaritdst mutaté — dsRNS-ekrol
szdmos SiRNS keletkezik (2. &bra). A miRNS-ek alatt minden esetben endogén RNS-
rél 1étrejott kis RNS-eket értiink. Ellentétben a siRNS-ekkel, amik létrejohetnek
exogén (antiviralis valasz - sSiRNS) vagy endogén duplaszali RNS-ekrél (tasiRNS —
trans-acting siRNS; phasiRNS — phased siRNS) egyarant (Bartel, 2004). Az
evolucidjukat tekintve a mai napig nem tisztazott, hogy az endogén szabalyozasi
feladatokat ellatd mechanizmusok, vagy a viralis valaszokban szerepet jatszd siRNS
alapu utvonal alakult-e ki korabban (Hohn és Vazquez, 2011).

A tovabbiakban a viralis védekezésben szerepet jatsz6 siRNS és az endogén
szabalyozast végz6 miRNS Utvonalat mutatom be részletesebben.
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2. &bra: Az RNS interferencia miRNS (A) és siRNS (B) utvonala. Polll — RNS polimeraz
I1; pri-miRNS — primer miRNS; pre-miRNS — prekurzor miRNS; RISC — "RNA-induced
silencing complex’ (RNS-indukalta csendesitési komplex); DCL1 — Dicer-szerii fehérje 1,
Rnaz 111 aktivitasu enzim; siRNS — kis interferald RNS

2.4.1 A miRNS utvonal

A novények tobbsége tébb mint 100 miRNS génnel rendelkezik, amik a genomban
foként az intergénikus régiokba lokalizalédnak (Rogers és Chen, 2013). A legtobb
miRNS szekvencigja konzervalt a novényvildgban rendszertanilag tavol allo
novények kozott is (mohak, nyitvatermdk, egy- és kétszikiiek), ugyanakkor vannak
faj, vagy nagyobb rendszertani egységre specifikus miRNS-ek is. Az egyes miRNS
gének tobb kopidban is eléfordulhatnak a ndvény genomjaban, amiket azonos
miRNS csaladokba sorolnak (pl. mirl71a, miR171b). Az ezekben kodolt miRNS-ek
szekvencidja nagyobb részt megegyezik vagy 1-2 nukleotidos eltérést mutathat, de
cel mRNS-eik (messenger (hirvivé) RNS) altaldban ugyanazok (Zhang et al., 2006).
Ugyanakkor a csalad egyes tagjainak expresszioja idében, térben vagy mennyiségben
nagyban eltérhet egymastol (Vaucheret, 2009).

A novényi PTGS utvonalban résztvevd miRNS-ek tObbségében 21 nukleotid
hosszUsaguak, melyek egy érési folyamat (2. abra/A) eredményeként alakulnak Ki
egy hosszabb RNS molekulabol (primer miRNS — pri-miRNS) két Iépésben. A pri-

miRNS-ek a genomban kddolt MIRNS génekrdl irddnak at az RNS-polimeraz I
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enzim (Pol 1I) altal, melyek ugyanugy rendelkeznek 5’- metilalt gunaozin sapkaval
és 3’-polyA farokkal, mint barmilyen genomban kddolt mRNS (Bartel, 2004).
Sokaig azt hitték, hogy ezek a pri-miRNS-ek fehérjéket nem kodolnak, hiszen mar a
sejtmagban megkezdddik a feldolgozasuk, viszont a kozelmultban bebizonyosodott,
hogy a pri-miRNS-ek is kodolhatnak kis peptideket, amik befolyasolhatjak az adott
mMIRNS expressziojat (Lauressergues et al., 2015). Az o©nmagaval részben
komplementer szekvenciékat tartalmazé pri-miRNS jellegzetes hajtli szerkezetet vesz
fel, melyet a DCL1 (Dicer-like 1) RNaz Il tipusd endonukleaz enzim specifikusan
felismer és kialakitja beldle a kisebb prekurzor miRNS-t (pre-miRNS). Szintén a
DCL1 enzim munkéjanak eredményeként a pre-miRNS-b6l érik ki a miRNS duplex
(MiRNS::miRNS*), amely késébb Kilép a sejt citoplazméjaba (Tiwari et al., 2014).

Az egyes novényfajok konzervalt miRNS prekurzorai kdzott 1ényeges szekvencia
eltérések lehetnek, ami altal a masodlagos szerkezetiik is merében mas lehet.
Ugyanakkor a miRNS és a miRNS* szél szekvenciajdban nagyon ritkdn vannak
eltérések (Jones-Rhoades, 2012).

Az erés szempontjabdl a prekurzor specialis masodlagos szerkezete nagyban
hozzajarul ahhoz, hogy abbdl a miRNS duplex megfelel6 helyrdl érjen ki. A duplex
szélai 2 nukleotid 3’ tulnyuld véggel rendelkeznek, melyeket a HEN1 enzim metilal,
biztositva ezzel a miRNS-ek stabilitisat (Rogers és Chen, 2013).

A miRNS komplementer szala (mMiRNS*) az esetek donté részében eliminalodik
és a miRNS a citoplazmaban beépul a RISC-be, pontosabban annak kozponti,
vegrehajtd fehérjemolekulajadba az AGO-ba (Argonaute). A miRNS 5’-végének
termodinamikai stabilitasa gyengébb, mint a 3’-végen, amely egy lényeges
kritériuma a mIRNS szal kivalasztasanak. A novenyeknek tébb (Arabidopsis
thaliana: 10 db) AGO fehérjéjiik van, melyek kiilonboz6 méretii, kezd6 nukleotida
és eredetli (SIRNS, miRNS) kis RNS-ekre specializalédtak. A PTGS utvonalba
csatlakozé 21 nukleotidos miRNS-ek foként az AGO1-be éplilnek be és dontd
tobbséglkben uracillal (U) kezdédnek. A miRNS-sel toltott RISC-ek felismerik a
miRNS-sel (altalaban csak részben) komplementer mRNS-eket és elvagjak azokat. A
miRNS-ek transzlacids gatlds utjan is kifejthetik hatdsukat. Ha valamilyen okbdl a
komplex nem képes elvagni az adott mRNS-t, azon rajta maradva gatolhatja a réla
torténd transzlaciot a riboszomaban. Ilyen ok lehet példaul, ha a miRNS a 10-11.
pozicidjaban nem komplementer a cél mMRNS-sel — mivel az AGO ennél a poziciénal
VEQzi a vagast — ez altal hasitas hianyaban a komplex rajta marad az adott mRNS-en
és gatolja a transzlacid tovabb jutasat (Rogers és Chen, 2013).
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2.4.2 A siRNS Gtvonal

A virusokkal szembeni RNS interferencian alapuld védekezés (2. &bra/B)
kulcsmolekulai, a ~21-24 nt hosszlsagu siRNS-ek. A virusfertdzés soran a novény
citoplazmajaba keriilt RNS-eknek létrejon a komplementer szala kialakitva ezzel egy
hosszu, duplaszald RNS (dsRNS) molekulat. A komplementer szal létrejohet a virus
szaporodasanak kovetkeztében, vagy a novényi RNS-fiiggé RNS polimerazok
(RdRp) munkaja altal. Mindezek mellett a viralis RNS rendelkezhet 6nmagaval
komplementer szekvencia motivumokkal, ezaltal kialakulhatnak kisebb hajtii
szerkezetek, amelyek szintén indukalhatjak az RNS interferencia siRNS utvonalat. A
DNS virusok genomjarol atirodd6 RNS-eknek a névényi RdRp-k szintén meg tudjak
szintetizalni azok komplementer szalat, és az igy kialakult dsRNS-ek képesek
becsatornazodni a siRNS utvonalba. A hosszi dsRNS-eket a Dicer enzimek (DCL4,
DCL2, DCL3) felismerik és 21, 22 vagy 24 nukleotid hosszusagl SiRNS-ekre
daraboljak 6ket. A tobbségében 21 nukleotidos SiRNS-ek pedig beépiilnek az AGO
fehérjékbe (AGO1, 2, 5), majd az Gsszeszerel6dott RISC-ben inicialjak a veluk
komplementer (viralis) RNS-ek degradacidjat (Wang et al., 2012).

A keletkez6 siRNS-ek nem csak az adott sejtben nyujtanak védelmet, hanem
beinditanak egy mobil szignal rendszert, amely elinditja a fert6zést6l tavolabbi
sejtekben is az RNS interferenciat (VVoinnet és Baulcombe, 1997).

A siRNS alapu viralis védekezést az egyes virusok szamos ponton gatolhatjak. A
kiilonbozo virdlis fehérjék az idok sordn ugy evolvalddtak, hogy nem csak a
szaporodasért, vagy terjedésért felelds funkciokat latjak el, hanem képesek példaul
megkdtni a hosszU duplaszali RNS-eket, vagy az azokrol Iétrejott SiRNS duplexeket.
Mas virusok pedig a SiRNS-ek biogenezisét végz6 fehérjékkel (DCL, AGO)
kapcsolatba lépve gatoljak azok kialakuldsat (Csorba et al., 2015). Az ilyen viralis

fehérjéket RNS interferencia szupresszoroknak nevezziik.

2.4.3 Az RNS interferencia homérsékletfiiggosége

A novény-virus kapcsolatokat erdsen befolyasoljak a kornyezeti tényez6k. Mar az
RNS interferencia felfedezése el6tt is beszamoltak olyan virus-ndvény
kapcsolatokrol, ahol a hdémérséklet emelkedésével megjelentek ugynevezett
kigyogyulo fenotipusok (Gaborjanyi, 1990). Szittya et al. (2003) Nicotiana
benthamiana névényen bizonyitottdk, hogy ez a jelenség az RNS interferencia SiRNS

utvonalanak alacsony hémérsékleten (<15 °C) torténd hianyaval, majd magasabb
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kiilonb6zé hoémérsékleten (15, 21, 27 °C) tartott Cymbidium ringspot virus-sal
(CMV) fertézott dohany ndvényekbdl northern hibridizacioval detektaltak a virus
genomrol 1étrejové siRNS-eket. A hémérséklet csokkenésével egyenes aranyosan
csokkent a siRNS-ek mennyisége, amely 15 °C-on mar a kimutatasi hatar alatt volt.
Ellentétben az endogén szabalyozasi feladatokat ellatd miRNS-ekkel, melyek minden
hémérsékleten azonos mennyiségben voltak jelen a vizsgalt néveényekben, ami nem
meglepd, tekintve, hogy a miRNS-ek szamos novényfejlédés bioldgiai folyamatban
meghatarozo szerepet jatszanak. Az méar elgondolkoztatobb, hogy vajon miért jelent
elonyt, ha a virdlis védekezéshen fontos siRNS tutvonal alacsony hémérsékleten
gatolva van? A szerzOk arra kovetkeztetnek, hogy ennek fejlédésbiologiai okai
lehetnek. Megpedig az, hogy a PTGS siRNS alapu Gtvonalat kiszolgald enzimek
részt vehetnek a siRNS alapd metilacios folyamatokban (TGS) is, amelyek fontos

fejlédésbiologiai eseményeket iranyithatnak (pl. vernalizacio).

2.5 Az RNS interferencia felhasznalasa célzott géninaktivaciora

Az RNS interferencia poszt-transzkripcionalis gatlason alapulé mechanizmusait
képesek vagyunk kihasznalni a célzott géncsendesitesi eljarasok soran. Itt nem csak
ndvenyi géneket emlithetiink meg, lehet sz6 virusrol, viroidrol de akér rovar vagy
gomba gének csendesitésérdl is (Baum et al., 2007; Nowara et al., 2010). Mindehhez
a novenyi sejtben olyan duplaszali RNS strukturakat kell tudnunk termeltetni,
melyek be tudnak csatornazdédni az RNS interferencia valamely PTGS utvonalaba,
majd az azokrol 1étrejové 21 nukleotidos kis RNS-ek képesek a megfelelo6 AGO
fehérjébe beéplilni és kifejteni hatasukat a célzott mMRNS-re.

2.5.1 Antiszensz-gen technoldgia

Korébban azt gondoltak, hogy az antiszensz technoldgia Iényegét az adja, hogy a
teljesen vagy részben komplementer szensz és antiszensz RNS-ek a hibridizaciojuk
kovetkeztében nem képesek a riboszomahoz kapcsolodni és az altaluk hordozott
fehérje kodjat manifesztalni. Mindemellett azt is megfigyelték, hogy ezek a
duplaszali RNS-ek gyorsan degradaldédnak. A technoldgia segitségével létrehoztak
virusrezisztens, vagy anyagcseréjeben maodositott névényt is egyarant (Van Der Krol
et al., 1988). Késébb azonban az RNS interferencia mechanizmusanak

megismerésével vilagossa valt, hogy ez a technoldgia is inkabb alapszik a kis RNS-
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ek altali RNS degradacion, mint a dsRNS nyujtotta mRNS inaktivacion. Azt is
megfigyelték, hogy a duplaszdld RNS struktdra direkt bejuttatdsa sokkal
hatékonyabb RNS csendesitést tesz lehetévé, mintha (antiszensz) egyszaluként
juttatnak be azt (Fire et al., 1998).

2.5.2 Inverted repeat (IR) technoldgia

Az inverted repeat vagy mas néven hpRNS (hairpin (hajtii) RNS) technoldgia (3.
abra/A) lényege, hogy a konstrukcid a csendesiteni kivant gén egy darabjat szensz és
antiszensz formaban is tartalmazza. Ennek kovetkeztében a transzgénrol atirodo RNS
a szekvencia komplementaritas miatt 6nmagaval kepes hibridizalddni és ezzel hosszu
dsRNS molekulat létrehozni, amely kdzvetlenll képes becsatornazodni az RNS
interferencia SiRNS dtvonaldba. A konstrukcié altalaban ~300-800 nukleotid
nagysagu darabot tartalmaz a csendesiteni kivant gén kodol6 régi6jabol szensz és

.....

ugynevezett ,,spacer” szekvencia valaszt el (Wang és Waterhouse, 2002).

2.5.3 Mesterséges miRNS (amiRNS) technoldgia

A mesterséges miRNS (artificial’ mikro RNS — amiRNS) technologia az eléz6ekhez
képest elég szofisztikaltnak tlinhet, de szdmos elénye miatt megéri a faradozast, hogy
ezzel a modszerrel hajtsunk végre specifikus géncsendesitést.

Az amiRNS-ek hasonléan a miRNS-ekhez egyszalu, ~21 nukleotid
hosszlisag. RNS molekuldk. Ugy hozhatunk létre ilyen molekuldkat, ha
behelyettesitjik a kivant 21 nukleotidos amiRNS szekvenciat egy ismert prekurzor
mMiRNS-ének a helyére, majd ezt kovetéen a miRNS-sel komplementer (MiIRNS¥*)
szélat is ugy modositjuk, hogy a prekurzor specialis masodlagos szerkezete ne
valtozzon (3. abra/B), amely fontos tényez6je a miRNS-ek biogenezisének (Tiwari et
al., 2014). A tervezes tovabbi kritériumai (Schwab et al., 2006) a kovetkezok:

e Az amiRNS megfeleld végrehajté komplexbe (AGO1) torténd
beépliléséhez sziikséges az 5’- U kezd6 nukleotid.

e Az amiRNS 3’-végén G vagy C nukleotidok legyenek. Itt erésebb
bazisparosodas kell, hogy létrejojjon a csillag szallal.

e Acél RNS-sel az 5’- 2. és 12. pozicidban fontos a bazisparosodas.

e A cél RNS-sel az 5’- 10. és 11. pozicioban is fontos a bazisparosodas
(AGO1 itt hasit).
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3. abra: Az inverted repeat (A) és a mesterséges miRNS (B) technoldgia

folyamatabraja; hpRNS — hairpin (hajti) RNS; DCL — Dicer enzim; siRNS — kis interferald

RNS; RISC — RNS indukalta géncsendesitési komplex; amiRNS — mesterséges miRNS;

Az amiRNS technoldgia szamos ¢lényt hordoz az inverted repeat (hpRNYS),

vagy az antiszensz gén technologiakkal szemben. Els6 és legfontosabb, hogy a gazda

szervezetre nézve minimalizalhat6 az ,,OFF-target” hatas, tehat hogy a képzett kis
RNS(ek) a RISC-be épllve mas (gazda-) gének RNS termekeit is eltalalhassak

(Tiwari et al., 2014). Mivel az amiRNS technologia soran csak egy darab ilyen kis

RNS-t termeltetiink, ez az esély szinte nullara csokkentheté, mivel a nem Kivant

géncsendesitési hatasokat génadatbazisok felhasznalasaval ellenérizni tudjuk (Dai és

Zhao, 2011). A masodik nagyon fontos elénye a technoldgianak, hogy az amiRNS-

ek biogenezise teljesen megegyezik a miRNS-ével, ellentétben az IR és az antiszensz

gén technologiakkal, ahol a létrejové kis RNS-ek biogenezise a siRNS Utvonalon

valosul meg (Tiwari et al., 2014). Ez pedig egy nagyon fontos momentum abbol a

szempontbol, hogy az utobbi ket (siRNS alapu) technoldgia nem miikodik (vagy nem

hatékonyan) alacsony hémérsékleten, mivel 15 °C alatt a siRNS dtvonal bizonyos

ndvényekben gatolva van (Szittya et al., 2003). Ez szant6foldi ndvények esetében

meglehetdsen hatranyos a virusokkal szembeni védekezés szempontjabol, hiszen az

elsédleges fert6zések idészakaban pont ilyen alacsony hdmérséklettel szamolhatunk.

A technoldgiat mindemellett  policisztronikus  konstrukcidban s

alkalmazhatjuk, amely azt jelenti, hogy tobb prekurzorba kiilonb6z6 amiRNS-eket

helyeziink el, majd ezeket egy promoter segitségével policisztronikusan

expresszaltatjuk. Ez lehet6séget nyujt arra, hogy egy adott él6lényben tobb
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kiilonb6z6 gént is lecsendesitsiink egy transzformacios kazettaval. Ugyanakkor virus
csendesités esetén is elényt jelent, ha tobb amiRNS-t expresszaltatunk a ndvényben,
amik a virus kiilonb6z6 génjeire (vagy egy genjére tobb) specifikusak, Kisebbre
csokkentve ezzel a virus esetleges mutacioja altal bekovetkez6 rezisztencia torést. Az
amiRNS-eket elhelyezhetjiik egy mar 1étez6 policisztronikus miRNS prekurzorba
(Fahim et al., 2012), vagy létrehozhatjuk Ggy is, hogy egymaés utan klénozunk tébb,
kiilonb6z6 amiRNS-eket hordozo prekurzorokat (Kung et al., 2012).

A hatékony géncsendesités erdekében nem csak a magas expressziét biztosito
iranyito szekvencidk (promoter) megvalasztasa fontos, hanem a megfelelé prekurzor
kivélasztasra is oda kell figyelniink. Ennek praktikussagi okai vannak, Ggymint az
atalakitas egyszeriisége, a prekurzor nagysagéanak tekintetében, de ennél sokkal
fontosabb, hogy olyan prekurzort valasszunk, amely nagy mennyiségii amiRNS
felhalmozoddast tesz lehetévé. A kiilonboz6 pre-miRNS-ekrdl azonos transzkripciods
aktivitas mellett is kiilonb6z6 mértékii miRNS felhalmozodast tapasztalhatunk,
amely a sajatos masodlagos RNS szerkezetiikb6l fakad. Ez azt jelenti, hogy egy adott
pre-miRNS szerkezetet a miRNS érésben résztvevé enzimek nagyobb affinitassal
kotnek és dolgoznak fel, mint egy masik pre-miRNS-t (Mateos et al., 2010; Werner
et al.,, 2010). Mindezek figyelembevételével a hatékonyabb RNS csendesités

létrehozasahoz érdemes hatékonyabban éré6 miRNS prekurzorokat alkalmaznunk.

2.5.3.1 Az amiRNS technologia felhasznalasa névényi virusokkal szemben

Az els6 amiRNS prekurzorral kialakitott virusrezisztenciat 2006-ban publikaltak,
amit tarlérépa sarga mozaik (Turnip yellow mosaic virus — TYMV) és tarlorépa
mozaik potyvirusokkal (Turnip mosaic virus — TuMV) szemben hoztak létre. A
virusok RNS interferencia szupresszoraira tervezett amiRNS-eket Arabidopsis
thaliana-ban termeltették. A transzgenikus ndvenyeket a fert6zést kovetden 15 és 24
°C-on vizsgaltdk. Azt tapasztaltdk, hogy az amiRNS-ek szintjében nincs szamottevo
kilonbseg a két homérsékleten és az A&ltaluk nydjtott rezisztencia ugyanolyan
hatékony alacsonyabb homérsékleten (Niu et al., 2006). Ellentétben a siRNS alapu
(pl. inverted repeat) technologiakkal, ahol a siRNS-ek biogenezise alacsony
homérsékleten gatolva van egyes ndvenyfajoknal (Szittya et al., 2003).

A kovetkezd években sorban jelentek meg a kiilonb6zé ndvényfajokban,
kiilonboz6 virusokra kialakitott amiRNS alapt rezisztencidkrdl sz6ld publikacidok

(Fondong et al., 2016). Egy 2007-ben megjelent cikk bizonyitotta, hogy a dohany
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névényben CMV-re specifikus amiRNS konstrukcio sokkal hatékonyabb a siRNS
alapu inverted-repeat konstrukcional (Qu et al., 2007).

A virusok magas mutéacios ratajuk miatt egy amiRNS gatl6 hatasa aldl
kdnnyen kitorhetnek. Ezért a kutatoknak eszébe jutott, hogy tébb amiRNS prekurzor
Osszeeépitésével — amikben kiilonboz6 célszekvenciara specifikus amiRNS-ek
talalhatok — hatékonyabb és tartdsabb rezisztenciat lehetne elérni. Az elsé ilyen
publikdcié 2011-ben jelent meg, amiben gordgdinnye ezlstfoltossdg virusra
(Watermelon silver mottle virus — WSMoV) alakitottak ki rezisztenciat Nicotiana
benthamiana-ban. Az Arabidopsis thaliana miR159a prekurzorara alapozott
policisztronikus  konstrukcioval harom kiilonb6z6 amiRNS-t termeltettek a
ndvényben a virus replikaz RNS-ére, amivel teljes rezisztenciat tudtak elérni. A
virust 28 nappal a fert6zést kovetéen sem tudtak kimutatni a n6vénybol (Kung et al.,
2012). Ugyanebben az évben jelent meg egy publikacio, amiben szintén egy
policisztronikus amiRNS konstrukcidval alakitottak ki rezisztenciat blza csikos
mozaik virusra (Wheat streak mosaic virus — WSMV) buzdban. A Kkiserlet
érdekessége, hogy a konstrukciét nem egyforma prekurzorokbol allitottak elé, hanem
egy eredetileg is policisztronikus, 5 miRNS-t tartalmazo pri-miRNS-b6l (osa-
miR395) (Fahim et al., 2012).

2.6 A ndvenyi kis RNS-ek huméanbiologiai hatasai

A novényekben termelédé, vagy mesterségesen termeltetett kis RNS-ekrdl sokaig azt
gondoltadk, hogy gyorsan lebomlanak, intakt formaban nem szivodnak fel és a
fogyasztd szervezetekre nézve semmi féle hatassal nem lehetnek. Nem olyan régen
azonban kiderilt, hogy a novényi miRNS-ek hatassal lehetnek a human szervezet
miikddésére is, ugyanis a vérplazmabol, azon beliil is mikrovezikulakbol sikertilt
Kimutatni a jelenlétiiket (Liu et al., 2017). A konzervativ 159-es miRNS jotekony
hatasaként emlithetd, hogy az emlérak daganatok novekedését képes gatolni egy a
daganatban fellil expresszalddoé transzkripcios faktor gatlasaval (Chin et al., 2016). A
miR168-as konzervativ névényi miRNS-rél pedig bebizonyosodott, hogy az alacsony
stiriségli lipoprotein (LDL) eltavolitasaért felelés gén csendesitésével képes
megemelni a vérink koleszterin szintjét (Zhang et al., 2012). Béar hozz4 kell tenni
azt, hogy ezek a hatasok ugyan kisérletesen bizonyitottak, de kdzvetlenil a ndvényi
eredetii taplalékbol felszivodd miRNS-ek altal nem valoszinli, hogy valoban be is

kovetkeznek, hiszen a lekdzolt kiserletekben nagy mennyiségii szintetikus miRNS-
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ekkel etették a kiserleti allatokat és meg igy sem volt drasztikus hatasuk az adott
emlds cél mRNS-re. Egyetlen egy példa van az irodalomban arrél, hogy ndvényi
taplalék elfogyasztasat kovetéen emlés szervezetben egy kis RNS képes legyen
mérheté biologiai aktivitdst mutatni, mégpedig a japan lonc (Lonicera japonica)
miR2911-es, nem kanonikus miRNS-e, amely a névény egyik riboszomalis RNS-
ének karjarol érik ki és meglehetdsen nagy mennyiségben van jelen a virdgzataban.
Mindezek mellet a beldle 1étrehozott fézetben is nagyon stabilan megmarad és az azt
elfogyasztd allatok (egerek) vérplazmajabol és tiidejébdl is kimutathaté volt. A
kisérletekben bebizonyitottak, hogy ez a tavol-keleten, influenzas megbetegedésekre
is eldszeretettel hasznalt tea képes gatolni az influenza A virusok szaporodésat az
emlitett miRNS molekula segitségével az RNS interferencia mechanizmuséan
keresztul (Zhou et al., 2015).

2.7  miRNS-ek keresése Uj generacios szekvenalassal

A nem sokkal tobb, mint egy évtizede teret hoditd 0j generdcids szekvenalasi
technikdk (NGS — Next Generation Sequencing) segitségével lehetéségiink nyilik a
nukleinsavak elsddleges szerkezetének (genetikai kod) sokkal magasabb szinti
megismerésere. Az ide tartozo technikékat nevezik ,,nagy atereszt6 képességiinek” is,
amelyek lehetévé teszik, hogy parhuzamosan tobb mintat is képesek legyiink
szekvenalni. igy ma mar egy él6lény teljes genomjanak megszekvenalasat akar egy
hét alatt is elvégezhetjik. A technoldgia Iényege, hogy a DNS-t révid ~100 bazispar
hosszUsagl darabokra torik és azokhoz ismert szekvencidju DNS adaptereket
kapcsolnak, majd ezekrdl az ismert DNS szekvenciakrol inditjak el a szekvenalast. A
fejlett robottechnika lehet6vé teszi, hogy akar parhuzamosan tobb millid ilyen
szekvenalasi folyamat is folyjon egyszerre egy reakcioban, amiket a szamitdégéphez
kapcsolt fotoszenzorok kdvetnek nyomon. A kiilonb6z6 leolvasasok ezt kovetden
egymashoz illeszthetdk és az atfedd szekvencidk alapjan képesek vagyunk dsszerakni
a kiindulé teljes DNS genomot (Schuster, 2008).

Ez a technoldgia ugyanakkor nem csak a genomban kodolt genetikali
informacio megismerésére ad lehetéséget, hanem segitségiikkel a kddolt informacidk
RNS szintli megnyilvanulasat is nyomon kovethetjuk. A kis RNS-ek szekvenalasa
esetében, azokra szintén ismert szekvencidju RNS adaptereket csatolnak, majd az
ezekrodl inditott specifikus primerekkel reverz-transzkriptaz segitségével készitenek

egy kopia DNS-t (cDNS). Az adapterekre specifikus oligokkal felszaporitjak a kis
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RNS-ek kodjat tartalmazdo cDNS-eket, amiket aztan az el6bb leirtak szerint
megszekvenalnak. A szekvenalasban kapott leolvasdsok nem csak az adott kis RNS
szekvencidjat aruljak el, hanem mennyiségi meghatarozast is lehet6vé tesznek.
Ezaltal lehetéségiink nyilik arra, hogy a ndvény kiilonb6zd szdveteiben nyomon
kovethessuk az ott expresszalédd kis RNS-eket és azokat kvantitativan is
jellemezzik. Illetve lehetdségiink nyilik a kis RNS-ek prekurzorait is megkeresni, ha
a kis RNS-eket a megszekvenalt genomra illesztjiik (Harbers és Kahl, 2011).

2.8 Az arpa Agrobacterium - kdzvetitette transzformacioja

Hatékony arpa transzformacio kivitelezéséhez mindenekel6tt egy jol miikodé in vitro
regeneracios rendszerre van szikség. A szovettenyésztésnek szdmos befolyasolo
tényezdje lehet, ugymint a genotipus, a kiindulasi szovet, annak kora, fejlettsége, és a
taptalaj Osszetétel. A genotipust tekintve a kétsoros arpafajtak kallusz indukcidja
alapvetéen sokkal jobb a hatsoros tipusokhoz képest. Jelenleg a legsikeresebben
szovettenyészthetd €s transzformalhatd kétsoros arpafajta a *’Golden promise’ (Bo et
al., 2015). A kiindulési szovetet (explantum) tekintve szdmos megkozelitéssel
talalkozhatunk. Az egyik leghatékonyabb explantum az érett embrié (Lupotto, 1984),
de ovulumbdl (Holme et al., 2008), hajtas merisztémabdl (Zhang et al., 1999), éretlen
virdgzatbol (Sener et al., 2008), levélbol (Becher et al., 1992), vagy szar ndduszbol
(Sharma et al., 2007) is van lehetéség az in vitro szOvettenyésztésre tobb-kevesebb
sikerrel. A legelterjedtebb mddszer mégis az éretlen embriobol (Goldstein és
Kronstad, 1986) torténé kallusz indukcié, ami nem csak a ndvényregeneracio
szempontjabol Kkivalo valasztds, de a transzformécids hatékonysag is sokkal
magasabb ezen explantum esetében (Bo et al., 2015).

Az éretlen embriobol torténé kallusz indukcio soran ~10-12 napos embridkat
izolalnak, melyek mérete megkozelitden 1,5-2,5 mm atméréji. Az embridkrol
legtébb esetben azonnal eltavolitjak az embriogén axist, amely magaba foglalja a
fejlodé hajtas- és gyokércsucsot és csak a szkutellum szOvetrészt alkalmazzak
explantumkent. (Tingay et al., 1997).

A taptalaj a szénforras (cukor), a mikro- és makro elemek mellett altalaban
tartalmaz még kiilonbozé vitaminokat és hormonokat. A szomatikus embriogenezis
indukcidjahoz legaltaldnosabban hasznalt névényi hormon a 2,4-D (2,4-Dikloro-
fenoxi-ecetsav) és a Dicamba. Mindketté anyag a szintetikus auxinok k6zé tartozik.

A Xkalluszositas idOtartama 3-6 hét, majd az azt kovetd auxin megvonassal, vagy
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csokkentessel indukalhaté az embriogén kallusz sejtek ontogenezise (Bhojwani és
Dantu, 2013).

Az Agrobacterium tumefaciens Gram negativ, talajlakd, baktérium, mely
természetes kortlmények kdzott tumor képzodést indukal a novényi szovetekben. A
baktérium tartalmaz a genomjan felul egy extrakromoszomalis cirkularis DNS-t (Ti
plazmid) (4. dbra), melynek egy darabjat (T-DNS — tumor indukalé DNS) — amelyet
specifikus, 25 nukleotidos hatarol6 szekvenciak szegélyeznek (LB - left border; RB -
right border) — képes bejuttatni a névényi sejtmagba és azt annak genomi DNS-ébe
integralni.

A Ti plazmidon helyezkednek el a névényi jelmolekulakra (pl. acetosyringon)
aktivalodd virulencia gének (vir), melyek bejuttatjdk a T-DNS-t a sejtmagba és
megvédik azt a novényi DNS bont6 enzimekt6l. A Ti plazmid tartalmaz egy specialis
aminosav (opin) szintéziséért felelés gént is, mely elengedhetetlen a baktérium
novekedéséhez. A kutatdk igyekeztek kihasznalni ezt a baktérium altal képviselt
DNS beviteli rendszert, és megalkottak a ,,binaris” vektort, amelyet olyan replikacios
origoval és szelekcios markergennel lattak el, amellyel képesek lettek mind
Agrobacterium-ban, mind E. coli ban is felszaporitani a plazmidot. Az E. coli-ban

torténd felszaporitas természetesen a vektor klonozasa soran jelent elOnyt.

cytokinin

auxin' — opin

LB ' T-DNS régio ‘ RB
Ti plazmid |
opin-
/ szintaz gén
virulencia '
geének replikacios origd

Bhojwani, S. S. et al,, 2013
4. &bra: Az Agrobacterium tumefaciens Tumor indukalo (Ti) plazmidja a T-DNS-sel. LB
- ’left border’; RB - ’right border’

Mindezek mellett megfosztottdk a Ti plazmid T-DNS-ét a tumor indukalé génektol
és helyikre integraltdk a bejuttatni kivant gének DNS-ét. A ’90-es évek kbzepén
megjelentek az Uugynevezett ,,szuper binaris” vektor rendszerek. Ezek Ujdonsagat az
adja, hogy tobb vir gént is alkalmaztak, melyek megndvelik a T-DNS beéplilés
esélyét a novényi genomba. Mindezek mellett a rendszerben a vir gének és a T-DNS
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kilon plazmidon helyezkednek el, megnovelve ezzel a T-DNS ,helykapacitasat”
(Bhojwani és Dantu, 2013).

Az elsé arpa éretlen embridbol kiinduld, szuper virulens Agrobacterium
torzset (AGL-1) alkalmazd arpa transzforméacios rendszert 1997-ben irtak le,
melynek hatekonysaga 4,2% volt (Tingay et al., 1997). Ezt a Golden promise fajtara
leirt rendszert azéta szamos ponton mddositottdk, tokéletesitették, melynek

transzformacios hatékonysaga eléri a 25%-ot (Bartlett et al., 2008; Harwood, 2014).

29 DNS virus atviteli rendszerek

Mesterséges virusfertdzési modszerekre nem csak azért van szilikségiink, hogy
megkonnyitsiik a virusfertdzési teszteket, hanem azért is, hogy biztosan tudjuk,
milyen térzzsel dolgozunk. A WDV esetében a kabdcak elméletileg nem hordoznak
mas virusokat WDV-n kivil. A természetb6l begytijtott rovarvektorok viszont
kiilonbozé WDV torzseket hordozhatnak, melyek megnehezithetik a veliik torténd
molekularis munkékat. Ezért érdemes egy jol jellemzett, ismert szekvencidju torzzsel
dolgozni.

A fizikai Gton nem terjedd ndvényi virusokkal torténd provokativ fertdzés
altalaban nem tul egyszeri. A WDV-t, vagy mas geminivirust mechanikai Gton
(fert6zott novényi nedvvel) nem lehet atvinni masik ndvényre. Ennek kdvetkeztében
a kutatok szdmos megkdzelitést kidolgoztak a sikeres atvitel Kivitelezésére.
Meglehetésen extrém megoldasokrol is olvashatunk, mint példaul a ’80-as évek
elején, a szintén csak kabocaval terjed6 MSV geminivirusra leirt elektro-endozmozis
alapl modszer: ennek Iényege, hogy az izolalt virus DNS-t, mely negativ toltésii, egy
puffer kozvetitette elektromos terben ,,vandoroltattak” bele a megvagott névény
levelébe (Polson és von Wechmar, 1980). A cikk elég hatékony virusfert6zési
rendszerrél szamol be, de még senki sem ismételte meg ezt az elektro-endozmozis
alapl Atvitelt. Azoéta a kozvetlen (génpuska) és kozvetett (Agrobacterium)
génbeviteli rendszerek felfedezésével és fejlodésével szamos uj megkozelitéssel

talalkozhatunk a szakirodalomban.

2.9.1 Virus atvitel kozvetett és kozvetlen biotechnoldgiai modszerekkel

Mind Agrobacterium-mal, mind génpuskaval torténd atvitel esetében egy plazmid
vektorba klénozott ~1,5-szeres (1,5 MER) DNS virust alkalmaznak. Ha a bejuttatott
T-DNS-be csak az ,,egyszeres” virusgenom lenne klonozva, akkor a felnyitas helyén
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a kdd is ,,megszakadna”, a virus nem tudna szaporodni. Viszont ha a teljes virus
mellé klénozzuk folytatdlagosan a virus felét, akkor a 1,5 MER-es virusgenom két
végén 1évé homolog részek lehetdséget nyljtanak a ndvényi sejtmagban arra, hogy
homolog rekombindcidval 1étrej6jjon a teljes méretli (egyszeres), cirkularis DNS
virus, ami aztan képes lesz a sejtmagban torténd szaporodasra (Dale et al., 1989).

Ha rendelkeziink egy ilyen 1,5 MER-es vektorba klonozott konstrukcidval,
akkor azt bejuttathatjuk a névényi sejtbe kdzvetlenil génpuskaval (Gal-On et al.,
1997; Garzon-Tiznado et al., 1993), vagy kozvetetten Agrobacterium-mal (Dale et
al., 1989; Ramsell et al., 2009). A fert6zés hatékonysaganak egyik sarkalatos pontja
az inokuldlt ndvény fejlettségi &llapota (1-4 napos csirandveny) és azt is
megéllapitottdk, hogy a geminivirusokkal leghatékonyabban fertézheté novényi
részek a merisztematikus régiok (Dale et al., 1989).

A génpuskaval kivitelezett fertézés esetében a virust tartalmazd vektor
konstrukciét ~1 mikrométeres wolfram vagy arany részecskékre tapasztjak ra.
Azokat egy makrolovedékre helyezik és magas nyomas segitségével kilovik. A
makrolovedéket egy lyukas stoplemez megallitja, majd a levagodo wolfram vagy
arany reszecskék belefarodnak a névény levéllemezebe és tobb kevesebb sikerrel a
névény sejtmagjaban allnak meg bejuttatva ezzel a rajuk kotott virdlis DNS-t
(Garzon-Tiznado et al., 1993).

Az Agrobacterium-mal tértén6 DNS virus fertézés a kivitelezés
szempontjabol elég sokréti. A fert6z6é klont hordozd Agrobacterium oldatot
belepréselhetjik csirandvenyek (2-6 cm) levéllemezébe; vagy egyszeriien 2-5 napos
csirandvényeket marthatunk az Agrobacterium oldatba; vagy vakuumharang alatt
csiraz0 magokba infiltralhatjuk az oldatot. Egy svéd kutatdcsoport (Ramsell et al.,
2009) szamos modszert kiprébalt egy WDV arpa torzset tartalmazé ,,agrofert6z6”
konstrukcioval, &m csak egyetlen mddon tudtak WDV fertdzott arpa novényt
eléallitani: az egy ¢jszakan at vizben 4ztatott arpa magok csira feldli részét bekenték
szilard taptalajon elére felndvesztett Agrobacterium-mal, majd a csira reszen 3-5
szurast ejtettek tlivel. A magokat az inkubacios id6 (2-3 nap, 23 °C, sotét) elteltével
elvetették, majd molekularis vizsgalatoknak vetették ala a ~4 hetes ndvényeket, amik
kdzott arpa fajtatol fiiggden 6-29%-ban tudtdk detektalni a virust.
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2.9.2 Virus atvitel rovar vektorral

Ha mér rendelkeziink WDV-vel fertézott novénnyel, akkor rovarvektorral tudjuk
atvinni a virust egyik novényr6l a masikra. Ehhez mindenekel6tt szantofoldrol
begyiijtott csikos gabonakabdcara (Psammotettix alienus Dhalbom) van sziiksegiink,
amiket érdemes néhany generacion at a virusra nem fogékony névényeken (kukorica,
arva rozsnok, réti perje) nevelnink, ez altal megszabadulunk a WDV fert6zottségtol
a rovar utddnemzedékében. Ezt kovetden a fertézott ndvényekre helyezzik a rovart
egy vékony haldval elvalasztva a kulvilagtol, vagy kdzvetlen a névenyekre helyezett
mikroizolatorokba, ahol ~1 hetes taplalkozast kovetden a rovarok fertézOképessé
valnak, amik ezutan egy hetes id6szakra az egészséges novényre helyezve képesek

lesznek atadni a virust (Tobias et al., 2008).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1  Novényi anyagok

A kiilonboz6 agroinfiltracios kisérletekhez, két-harom hetes Nicotiana benthamiana
novényeket hasznaltunk, melyeket novényneveld kamrakban  (Versatile
Environmental Test Chambers; Sanyo, Tokyo Japan) 23 °C-on, 14 6ras nappali (50
HE m?s? fényerdsség) és 10 6ras éjszakai ciklus alkalmazéasaval neveltiink Jiffy
tapkockakban.

Az agrobaktériumos transzformaciohoz hasznalt arpa ndévényeket (Hordeum
vulgare cv. *Golden promise’) szintén Sanyo novénynevelé kamrakban neveltiik 15
°C-o0s nappali (16 6ra, 50 HE m™s™ fényerdsség), 12 °C-o0s éjszakai (8 6ra, sotét)
hémérsékleten.

A buza kis RNS konyvtarak eldallitasahoz felhasznalt novényeket (Triticum
aestivum cv. "Bankuti B35 és B52’; Triticum spelta) veghazban neveltik fel 23-28
°C-os homérsékleten tartva. A megtermékenyiilés idépontjat kalaszonként az els6
portokok megjelenésétél szamoltuk. A 10-20-30 napos magokat szedést kovetden

-80 °C-on taroltuk a felhasznalésig.

3.2 Virusvektorok nevelése

Az arpafoldekrdl begytijtott, kifejlett csikos gabonakabdca (Psammotettix alienus
Dhalbom) populaciot 23 °C homérsékletli ndvényneveld kamraban tobb nemzedéken
at neveltik arpa ndvenyeken (H. vulgare cv. ‘MV Jubilant’) 14 6ras nappali (50 pE
m2s™ fény) és 10 6ras éjszakai periédust véltakoztatva. A rovarokat a kiilvilagtol egy
vékony, 0,1 mm falvastagsagu hal6val valasztottuk el.

3.3 Molekularis munkak
3.3.1 Escherichia coli baktérium térzsek nevelése és plazmid kinyerés

A molekularis klonozasokhoz hasznalt plazmidokat Escherichia coli DH5a
torzsekben szaporitottuk fel, amelyek neveléséhez szilard vagy folyékony LB
tplevest (2. sz. Melléklet) hasznaltunk. A baktériumokat 37 °C-os sotét
termosztatban neveltik. A plazmid kinyeréshez hasznalt folyékony kultirakat egy

éjszakan keresztul razattuk (300 fordulat/perc) sotétben. A baktériumokban
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felszaporitott plazmidokat High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) felhasznalasaval

vontuk ki a gyart6 utasitasai szerint.

3.3.2 DNS kivonas és PCR

A novényekbdl és a kabocakbol torténé DNS kivonasokat Extraction solution és
Dilution solution (Sigma-Aldrich, E7526 és D5688) oldatok felhasznalasaval
végeztik. Az ~5-10 mg novényi szovetet, vagy a 3-4 kabdcat 100 pl Extraction
solution-ba raktuk, majd 3 mm-es csapagygolyéval homogenizaltuk 1,5 ml-es
eppendorf  csévekben mini  BeadBeater-96 (BioSpec, USA) labormalom
felhasznalasaval. A homogenizalt mintakat ezt kovetbéen 95 °C-0s termosztatba
helyeztiik 12 percre, majd jégen lehitottik. Hozza adtunk 100 pl Dilution solution
oldatot és alaposan Osszekevertliik. Ezutan centrifugaltuk 30 masodpercig, majd a
DNS-t tartalmazo, tiszta feliiliszot Gj eppendorf csdovekbe helyeztiik, amelybdl 1-1
pl-t raktunk a PCR reakciokba.

A PCR reakciokat Phire 11 Green enzimmel (Thermo Fisher, Waltham, USA)
végeztik 50 pl-es végtérfogatban a gyarto altal eldirt protokoll alapjan. Amennyiben
a PCR terméket késébb beklonoztuk, akkor szintén a gyartd altal forgalmazott
Phusion High Fidelity enzimet hasznaltuk.

3.3.3 DNS emésztés

A plazmidok és a PCR termékek emésztését a gyartd (Thermo Fisher, Waltham,
USA) altal, az adott enzimhez ajanlott pufferben végeztiik 60 pl-es végtérfogatban 2
pl enzimet felhaszndlva emésztésenként. A reakcidkat 1,5 ml-es eppendorf

csOvekben egy éjszakan at inkubaltuk 37 °C-on vizfiirdében.

3.3.4 DNS elektroforézis és DNS visszaizolalas gélbol

Az egyes klonozasi lépésekhez szilkseges DNS-eket, illetve a PCR reakcidkat 1,2%-
o0s agardz gelben (1x TBE, 2. sz. Melléklet) valasztottuk szét molekulaméret szerint.
A futtatdsoknal 6x Loading Dye (Thermo Fisher, Waltham, USA) festéket kevertiink
a mintdkhoz. A szétvalasztast kovetéen a méretek beazonositdsdhoz GeneRuler 100
bp plus, vagy 1 kb (Thermo Fisher, Waltham, USA) molekula markereket
hasznaltunk. A gélb6l visszaizolalt DNS-t GFX™ PCR DNA and Gel Band
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Purification Kit (GE Healthcare) felhasznalasaval a gyarto altal eléirt protokoll
alapjan tisztitottuk Ki.

3.4  Agrobacterium tumefaciens transzformacio

Az Agrobacterium tumefaciens C58C1 és AGL-1 torzseibe hkompetens modon (An
et al., 1989) juttattuk be a kivant binaris plazmidokat. Az Agrobacterium-ot éjszakan
at novesztettiik 28 °C-on, 250 rpm-en razatva YEB tapoldatba. Majd 2 ml-t reggel
beleoltottunk 50 ml friss YEB tapoldatba, amit azonos koértlmenyek kozott
novesztettiink tovabb, amig a sejt denzitas elérte az ODgpo=0,5-1,0 értéket. Ezt
kovetden a sejtszuszpenziot jégen lehiitottiik és 4 °C-on, 3000 g fordulaton 5 percet
fugéltuk. A feliliszot ledntottik és az igy kapott kompetens sejteket 1 ml 20 mM-os
CaCl, oldatba vettik fel, melyeket 100-100 pl-enként eppendorf csovekben
mélyhiitéttiink (-70 °C).

A transzformacio soran 1 pg plazmidot adtunk 100 pl fagyasztott kompetens
sejthez, majd azokat jégen felolvasztottuk. Ezt kdvetéen folyékony nitrogénben ujra
lefagyasztottuk és 10 percre 37 °C-os kamraba helyeztiik 6ket. A hésokkot kdvet6en
I ml YEB tapoldatot mértiink a sejtekre az eppendorf csdében, majd 2 orat
novesztettilk 6ket 28 °C-on, 250 rpm-en rdzatva. A szaporitast koveten a sejteket
lefugéltuk, leszivtuk réluk a feliilluszé folyadékot, amib6l csupan 100 pl-t hagytunk
meg, amiben a sejteket felszuszpendaltuk. Ezt kovetden az Osszes sejtet kikentiik a
megfeleld antibiotikumot tartalmazo szilard YEB taptalajra, amin 28 °C-on két napig

novesztettik 6ket sotétben.

3.5 Nicotiana benthamiana névények agroinfiltracioja

A dohény (Nicotiana benthamiana) novények levelit A. tumefaciens C58C1-es
torzsével infiltraltuk (Varallyay et al., 2010), amikbe azt megel6zéen a binaris
vektorokat h6kompetens modon transzformaltuk (An et al., 1989). Az egy €jszaka
alatt felndvesztett baktériumokat 0,01 M MgCl,-t és acetosyringont tartalmaz6 MES
pufferrel higitottuk a kivant koncentraciéra, melyet spektrofotométer segitségével
allitottunk be. A mesterséges miRNS-ek és a GFP-szenzor konstrukciok esetében ez
az érték ODgpo=1, a pRep konstrukcid esetében pedig ODgoe=0,3 volt. Ezt kovetéen a
kiilonb6z6 baktérium oldatokat 1:1 aranyban kevertiik 6ssze az egyes kisérletekben.
Az Agrobacterium oldatot egy 1 ml-es fecskendd segitségével préseltiik bele dohany
novények levéllemezébe. Az infiltralt levelekben a GFP expressziot 3 nap elteltével
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vizsgaltuk UV lampa (B-100AP 100 Watt High Intensity Lamp; UVP, LLC, Upland,
CA 91786, USA) alatt.

3.6 Arpa Agrobacterium-kozvetitett transzformacio

Az arpa transzformdcids Kkisérleteket Bartlett és munkatarsai (2008) altal leirt
modszer alapjan dolgoztuk ki. A megkoézelitben 1,5-2 mm atmérdjii embriokat
tartalmazo ’Golden promise’ &rpa magokat eltavolitottuk a kalaszorsérdl, majd
sterilizaltuk 6ket. 70%-0s etil alkoholban 1-2 percig, majd 50%-osra higitott hypo
(kereskedelemben forgalmazott) oldatban 25 percig razattuk. A sterilizalast kovetéen
steril vizben mostuk a magokat haromszor. Az izolalas sordn az embriérdl
eltavolitottuk az embriogén axist, majd a szkutellumokat CI kalluszositd taptalajra
(5./A &bra) helyeztik vagéasi felulettel felfelé. A transzforméciohoz ¢l6zé éjjel
leoltottunk 5 ml YEB tapoldatba a pCUbiVirusBuster171 vektort tartalmazé AGL-1
A. tumefaciens baktériumot. A tenyészetet masnap reggel lecentrifugaltunk (4000
rpm, 23 °C) és ODgoo=1 koncentraciora higitottuk folyékony CI tipoldattal.

A baktérium szuszpenziot 2 orén at szobahémeérsékleten allni hagytuk, majd
apré cseppekben a ClI taptalajra izolalt szkutellumokra juttattuk. Tizenot percet
szaritottuk ket steril fiilkében, majd athelyeztiik a fert6zott explantumokat friss Cl

(D)

5. dbra: Az Agrobacterium kozvetitett arpa transzformacio lépései. (A) éretlen embriok
izolalasa, fert6zése; (B) embriogén kalluszok elballitasa szelekcios taptalajon; (C)
névényregeneracio; (D) tapkockaba killtetett transzgénikus novény.

35



10.14751/SZIE.2018.030

taptalajra és 23 °C-os, sotét termosztatba inkubaltuk éket 3 napig. Az inkubaciot
kovetéen az embriokat atraktuk 50 mg/l hygromicint tartalmazé CI-50 szelekcids
taptalajra (5./B abra) vagasi felllettel lefelé, amin 6 hetet toltottek el, mikdzben
kéthetente friss tdptalajra helyeztiik Oket. A Kkalluszositasi folyamatot kovetden
atmeneti TR-50 taptalajra (5./C abra) raktuk a kalluszokat és 16 ora fényt (50 HE m’
%5 fényerdsség) biztositottunk szamukra. Harom hétig hetente friss TR-50 taptalajra
raktuk at 6ket, mialatt a kalluszok helyenként bezdldiltek. A kalluszokbdl fejlédo 2-
3 mm-es novénykéket kallusszal egyitt a regeneracios (RG-0) taptalajra helyeztik.
Az 1-2 hetes, gyokeres, 5-7 cm-es novényeket Jiffy tdpkockakba (5./D abra), majd
cserépbe (Ultettik. A felhasznalt taptalajok receptjeit az 2-3. sz. Melléklet

tartalmazza.

3.7  Arpa novények fert6zése WDV-vel

A WDV mechanikailag nem vihet6 at egyik novényr6l a masikra csak kizardlag
rovar vektorral. Ezért létrehoztunk egy mesterséges virusfert6zési rendszert, amely
altal egy ismert genomszekvenciaval rendelkez6 virus izolatummal tudjuk

megfertdzni a novényt.

3.7.1 Agrobacterium-kozvetitett WDV fertozés

A pPZP201WDV1,5MER konstrukcidval transzformalt AGL-1 Agrobacterium-ot két
napon 4t ndvesztettiik kanamicint és riffampicint tartalmazo szilard YEB taptalajon.
Az inokulaciot megel6z6 nap ~100 db ’Golden promise’ arpamagot egy éjszakan
keresztul steril vizbe aztattunk. A kovetkez6é nap a megduzzadt és felpuhult magok
hati oldalan 1év6, embrid feldli részt vékonyan bekentiik a fert6zé konstrukciot
hordoz6 Agrobacterium-mal, majd egy vékony tiivel (BBRAUN, Sterican, 30G) 3-5
szlrast ejtettink az embrio kiilonboz6 részein. A magokat benedvesitett steril
szlirGpapiron, petricsészében lezarva sotétbe helyeztik és 3 napig 23 °C-0s
hémérsékleten inkubaltuk. Az inkubaciot kovetéen, a csirazd magokat foldbe
vetettik. Négy hét elteltével a névényekben WDVrepDetF-WDVrepDetR oligdkkal
vegzett PCR-rel vizsgéltuk meg a WDV jelenlétét.

3.7.2 WDV fertozés kabdca vektorral

Az Agrobacterium segitségével l1étrehozott WDV fert6zott 4-5 hetes novényekre 3,5

cm hosszd, 3 cm atmér6ji, henger alaku, fél oldalan vékony haloval zart
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mikroizolatorokat (6. abra) helyeztink, majd a két végét a levelet atoleld szivacs
korongokkal zartuk le. A 3-3 kabocat tartalmazé mikroizolatorokat foldbe szart
fapélcikakhoz rogzitettik. Novényenként 2-2 izolatort alkalmaztunk. A kabocékat 1
hétig hagytuk taplalkozni a WDV-fert6zott novényeken, majd szintén egy hetes
id6intervallumra athelyeztiik Oket az egészséges transzgénikus vonalainkra. Ezt
kovetéen WDV-RepDetF és WDV-RepDetR oligdk felhasznaldsdval PCR-rel

Kimutattuk a virus jelenlétét a novénybol és a kabocakbol is egyarant.

6. &bra: Mikroizolatoros WDV éatvitel arpan, kabdca vektorral
3.8  RNS izolalas, northern és kis RNS northern hibridizacié

Az infiltralt dohanylevelekbdl és a transzgénikus arpa novényekbdl a totdl RNS-t
TRI® Reagent RNA Isolation oldat segitségével vontuk ki a gyartd utasitésait
kdvetve (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A kivonasok soran ~100 mg
levélmintat folyekony nitrogénben poritottunk el. A kivont RNS-ek mindségét
minden esetben NanoDrop 2000 spektrofotométerrel ellendriztik.

A folyékony nitrogénben poritott buzamagokbdl (~100 mg) a total RNS-t Direct-
zol™ RNA MiniPrep kit (Zymo Research Corp, Tustin, USA) felhasznalasaval
izolaltuk a gyartdo altal el6irt protokoll alapjan. Az RNS mintdk minOségét
Bioanalyzer 2100 készilék és RNA 6000 Nano Assay Kit (Agilent, Santa Clara, CA)
felhasznalasaval vizsgaltuk meg a gyarto elbirasait kovetve.

A WDV replikdz RNS-ét a laborunkban hasznélt protokoll alapjan northern
hibridizacioval detektaltuk (Varallyay et al., 2014). Mintanként 5 pg RNS-t
hasznéltunk, amit 1,2%-os formaldehides 1x MAE agar6z gélben futtattuk meg.
Majd a Nytran NX membranra (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) blottolt
RNS-eket Decalabel DNA labelling kit (Thermo Fisher Scientific, Vilnius,
Lithuania) segitségével, a gyartdé protokollja szerint radioaktivan jeldlt specifikus
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PCR termékkel (WDVrepDetF - WDVrepDetR — 413 nukleotid) hibridizaltattuk 65
°C-on Church pufferben (2. sz. Melléklet).

A kis RNS northern hibridizaciohoz (Varallyay et al., 2008) 10 pg totdl RNS-t
hasznaltunk fel mintanként mind az infiltralt dohanylevelek, mind a transzgenikus
arpa novények és mind a blizamag mintak esetében, amiket 8 M ureéat tartalmazo
12%-o0s polyakrilamid 1x TBE gélen futtatunk meg. A gélbdl ezt kdvetden kapillaris
blot segitségével az RNS-eket Nytran NX membranhoz (Schleicher & Schuell,
Dassel, Germany) kotottlik. Ezt kovetéen az RNS-eket kémiai keresztkotést
alkalmazva (Pall et al., 2007) stabilan rogzitettink a membranhoz. Az infiltralt
dohanynovényekb6l kivont RNS-eket UV transilluminatorral rogzitettik a
membranhoz a blottolast kovetéen. Az amiRNS-ek és a miRNS-ek detektalasahoz
specifikus DNS oligokat rendeltink, kivéve a miR159, a miR171 és a miR164-es
miRNS-eket, melyek esetében LNA (locked nucleic acid) oligot hasznaltunk. A
specifikus prébéakat [y32P]JATP izotppal jeloltink fel. A hibridizaciét 35 °C -on
(LNA oligd esetében 50 °C) végeztiik ULTRAHyb-Oligo (Ambion Inc., Austin, TX,
USA) pufferben a gyartd utasitasait kovetve. Az infiltralt dohanyndvényekbdl kivont
mintak esetében a kis RNS hibridizaciot altalunk készitett kis RNS hibridizacios
pufferben (Varallyay et al., 2008) végeztiik. A préoba altal kibocsatott radioaktiv jelet
X-RAY rontgen  filmmel detektdltuk. A  polycisztronikus  konstrukcid
(VirusBuster171) altal arpaban (stabilan), vagy dohanyban (tranziensen) expresszalt
amiRNS-eket egy membranon hibridizaltuk. A hibridizaciok el6tt az egyes probakat
lef6ztiikk a membranrol (0,1% SDS, 5 mM EDTA).

3.9  Buza (Triticum aestivum L.) kis RNS konyvtarak eléallitasa

A miRNS-ek fontos fejlédésbioldgiai feladatokat latnak el, ezért a fejlédésben 1évo
szemtermes kivalo alanyként szolgalhat Uj miRNS-ek felkutatasara. Ezért porzastol
szamitva 10-20-30 napos buzamagokbdl két bioldgiai ismétlésben készitettlink kis
RNS konyvtarakat, amelyek lehetdséget adnak arra, hogy az azokban nagy
mennyiségben jelenlévé miRNS-ek prekurzorait genomadatbazisok felhasznalasaval
azonositsuk. A Kkisérletben két kenyérbuza vonalat (Bankuti B35 és B52) es egy
tonkolybazat (Triticum spelta) hasznéltunk fel.

A kis RNS konyvtarakat az Illumina TruSeq® Small RNA Library Prep Kit
(MMumina, San Diego, USA) segitsegével készitettik el. A konyvtarakat
kétfeleképpen hoztuk létre, szimplan totdl RNS-bdl (UD-GenoMed, Debrecen altal
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létrehozva), illetve a kis RNS frakcio (15-30 nukleotid) visszaizolalasaval is
(Mathioni et al., 2017). Az igy elkészitett konyvtarakat ezt kovetéen elkiildtiik
szekvenalasra (UD-GenoMed kft, Debrecen), majd a kapott nyers adatokat

bioinformatikai analizisnek vetettiik ala.

3.9.1 A Kis RNS kdnyvtarak bioinformatikai analizise

A megszekvenalt kis RNS konyvtarak mindségét FastQC programmal

(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastgc), ellenériztiik melynek soran

megvizsgaltuk, hogy mennyi adapter szekvenciat tartalmaznak a leolvasasok, illetve
leellendriztiik a hosszusagukat. Az adapterek eltavolitasat kovetéen (Cutadapt 1.2.1,
(Martin, 2011)) megszirtik a 16-28 nukleotid hosszUsdgu leolvasasokat. Az
alacsony abundancigju (<3), illetve a transzfer- és riboszomalis RNS eredetii
szekvencidkat eltavolitottuk (Python scripts, Rfam adatbazis, (Nawrocki et al.,
2014)). Ahhoz, hogy a leolvasasokbol prediktalhassunk miRNS-eket elsdként a
kapott szekvenciakat illesztettik a blza genomra Bowtie program segitségével
(Langmead et al., 2009). Azért, hogy megtudhassuk, hogy az adott kis RNS egy
miRNS prekurzorrdl jon-e létre vagy sem, a kis RNS-ek szekvenciait 5’- és -3’
irdnyba 250-250 nukleotid hosszUsagra Kiterjesztettik a buza genomon, majd
ViennaRNA Package program (Lorenz et al., 2011) segitségével prediktaltuk azok
masodlagos RNS szerkezetét. Ezt kovetéen miRDeep-P (Yang és Li, 2011) program
segitségével, mely tartalmazza a ndvényi miRNS-ek prekurzorainak kritériumait
(Meyers et al., 2008), kivalogattuk a potencialis pre-miRNS-eket. Majd a program
altal prediktalt miRNS-ek koziil kisziirtik miRBase Release 21 adatbazison
(Kozomara és Griffiths-Jones, 2014) keresztiil a méar ismert és a potencionalisan Uj
miRNS-eket. Az egyes kis RNS leolvasasokat az alabbi képletekkel normalizaltuk:
leolvasas szama/osszes nyers leolvasasok szama x 10° vagy leolvasas szama/osszes
szfirt leolvasasok szama x 10°.

A buza kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzésének donté hanyadat

Nagy Tibor kollégank végezte el.
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4. EREDMENYEK

4.1 Virusrezisztencia kialakitasa arpaban mesterséges miRNS technoldgiaval
4.1.1 A felhasznalt vektorok Iétrehozasa

4.1.1.1 A miRNS expresszios vektor eloallitasa

A miRNS-ek és az amiRNS-ek novényben vald expresszaltatasara alkalmas vektort
(pC61K) pCambia2300 (CAMBIA, Canberra, Ausztralia) plazmid (7. abra)
felhasznalasaval hoztuk létre. A plazmidba Hindlll-EcoRI restrikcios hasitas
segitségével klonoztuk be a karfiolmozaik virus 35S promoterét és terminatorat,
melyet az emlitett enzimek segitségével BIN61S vektorbdl (Silhavy et al., 2002)
emésztettlink ki. Az internetes miRBase adatbazis (Kozomara és Griffiths-Jones,
2014) felhasznalasaval kerestlink potencidlis pri-miRNS-eket, melyeket a
szerkezetiik alapjan valasztottunk ki, preferdlva az egyszeriibb szerkezetii ¢és
egyszeriibben atalakithaté prekurzorokat. Az arpa hvu-MIR171-es (miRBase
accession number: MI0016461; NCBI accession number: JX195502), a hvu-
MIR159a (miRBase accession number:; NCBI accession number: BJ448559) és a
hvu-MIR397a (miRBase accession number:; NCBI accession number: FD518508)

prekurzorat Golden promise arpafajtabol izolaltuk.

T-BORDER (R)
LAC ZALPHA
MCS
CAMV35S wi
\ pVS1 Sta
NPTII [
POLYASITE — =h
TBORDER (L)
_ \ pVS1-REP
kanamycin (R) o
pBR322 ori pBR322 bom site

7. &bra: A pCambia2300 binaris vektor térképe

Az NCBI adatbazisban talalhato szekvencidk alapjan tervezett oligoparokkal egy 138
nukleotid hosszu (hvu-MIR171), egy 387 nukleotid hosszu (hvu-MIR159a) és egy
271 nukleotid hosszt (hvu-MIR397) PCR terméket amplifikéltunk, melyet az
oligbkon elhelyezett restrikcios hasitohelyek (Kpnl-Xbal) segitsegével pC61K
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expresszids vektorba klonoztunk. A felhasznalt oligdk szekvencidit az 1. sz.

Melléklet tartalmazza.

4.1.1.2 A hvu-MIR171MOD vektor eléallitasa

Annak érdekében, hogy a hvu-MIR171-es prekurzort a késébbiekben egyszeriibben
at tudjuk alakitani PCR mutagenezis segitségével, a pC61Khvu-miR171 vektorra
nézve egyedi hasitohelyeket generaltunk a hvu-miR171-es prekurzorba, a miRNS és
a miRNS* szal kdzelében (8. &bra). A mutaciok létrehozésakor fokozottan figyeltink
r4, hogy a prekurzor masodlagos szerkezete ne valtozzon. A PCR reakcidban a hvu-
MIR171MODF olig6 egy BstEll, a hvu-MIR171IMODR oligd pedig egy Milul
restrikcios helyet generalt a prekurzoron. A modositott prekurzort szinten pC61K
plazmidba klénoztuk. A vektort pC61Khvu-miR171MOD-nak neveztik el.

hvu-miR171 prekurzor

LGLAGGLGER - c U u U A & - -k G Gh
9 caca UGC UGARR GG CACUA GAUGUUGGECS CG CUCHR UCAGR CC CGECCE AGG &
(A) 1] CUETEEEE T TEEEE FEEEEEr T e FEEr e et 1
3 cuucu ACG ACUUU UC GUGAU CUAURRCCE GC GAGU AGUCU GG GCGECS UCTO C
G--UACG-C u 2 u 11 Y - u U Cce G LC
hvu-miR171MOD prekurzor
BstEll
AGRAGGAGGR - C¥0U u U a = - A G GR
9 Gach UGC UGRAL GG CACCA GAUGUUGGC CG CUCA UCAGA CC CBCCG BAGGE G
(B) [N R R e R e A N
3 cuucu ACE ACUUT UC GUGGEU CUAURACCE GC GASU ACUCT GG GOGEC UCU  C
G--uBGcGe-C u L 6= = u o u U CcG G Ac
t Miul

8. abra: Az arpa hvu-miR171-es prekurzoranak atalakitasa. (A) vad tipusu prekurzor; (B)
modositott prekurzor: PCR-mutagenezissel egyedi hasitéhelyek generalasa a masodlagos
szerkezet megtartasaval; Félkover betiik: a modositott nukleotidokat jel6lik, a nyilak a
kialakitott restrikcios felismer6 helyeket, a piros betiik a 171-es miRNS-t emelik ki, a kék
betiik pedig a 171-es miRNS csillag szalat.

4.1.1.3 Az amiRNS-ek célszekvenciainak kivalasztasa

Az amiRNS vektorok létrehozasanak szempontjait a 2.5.3-as alfejezetben mar
ismertettem. Mindezek figyelembe vetelével a WDV hQ7-es torzs szekvencidja
(NCBI: FM210034) alapjan kisziirtiik a lehetséges amiRNS célhelyeket a virus
replikdz és mozgasi fehérje génjeire. Az el6bbi esetében 136, az utdbbi esetében 31
db, a szempontoknak megfelel6 célszekvenciat tudtunk kijelolni. Az amiRNS-eket
teljes komplementaritassal terveztiik a célszekvenciadkra. Ezt kovetden megvizsgaltuk
az amiRNS-ek nem kivant hatasait (OFF-target) az arpa transzkriptomra

vonatkozoan egy internetes alkalmazas segitségével (Dai és Zhao, 2011). A szlirés
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eredményeként mindossze 15 db OFF-target-mentes amiRNS maradt a replikaz
génre és 8 db a mozgasi fehérje génre.

Ezeket az OFF-target-mentes amiRNS-eket szekvencia 6sszehasonlitasnak vetettiik
ala a WDV arpa es buza torzseivel (5-5 db) és kivalasztottunk 8 db-ot a replikaz, 2
db-ot pedig a mozgasi fehérje génekre, amelyek a 2.5.3-as alfejezetben leirt
szempontok figyelembe vételével hatékonyak lehetnek mind az &rpa mind a buza
WDV torzsekre. Amennyiben ez a feltétel nem teljestlt minden esetben, akkor a
WDV-h07-es arpa torzsre alkalmas amiRNS-t valasztottunk. A szekvencia

0sszehasonlito elemzést a kivalasztott 10 amiRNS-sel a 4. sz. Melléklet tartalmazza.

4.1.1.4 Az amiRNS prekurzorok létrehozasa

Az amiRNS prekurzorokat PCR-mutagenezissel hoztuk létre, templéatként hasznélva
a pC61Khvu-miR171MOD vektort. A tervezés soran els6 korben a 171-es miRNS
helyére beillesztettik az adott amiRNS szekvenciat, majd a vele szemben
elhelyezked6 miR171* szal szekvencigjat ugy modositottuk, hogy a prekurzor
masodlagos szerkezet megegyezzen az eredetivel (9. abra). A reakci6hoz tervezett
PCR oligok (1. sz. Melléklet) az eredeti hvu-miR171 miRNS helyén tartalmaztak a
WDV virusra specifikus amiRNS-eket (amiR1-10F) és azok komplementer (csillag)
szalat (amiR1-10R).

hvu-miR171MOD prekurzor

AGAGGAGGA = cC U U U A c - -A G GA
5 GACR UGC UGAAA GG CACUA GAUGUUGGC CG CUCA UCAGA CC CGCCG AGG G
(R) ey FEETRERE TE FEEEE FEREEEEE T T T e e 1
¥ cuucy ACG ACUUU UC GUGAU CUAUAACCG GC GAGU AGUCU GG GCGGC UCU C
G——UACG—C u c = T o cC T U CcG G AC
amiR1 prekurzor

AGAGGAGGA = c U u a A q = =R G GA
9 GACA UGC UGAAA GG CACCA cAgGUUccg gu uauwu calAGR CC  CGCCG AGG G

(B) I N R R e R A R
3 CUUGU ACG ACUUU UC GUGGU gUccRRggc ca auaa gulUCU GG  GCGGC UCU C

G—UGCG-C u e = U a g g U CG G AC

9. &bra: A hvu-miR171 prekurzor atalakitasa amiRNS prekurzorra a méasodlagos
szerkezet megtartasaval. (A) vad tipusu prekurzor; (B) atalakitott amiRNS prekurzor; kis,
félkovér betiik: a mddositott nukleotidokat, a pirossal szedett betiik az eredeti 171 miRNS
poziciojat, a kékkel szedett betilk az eredeti 171 miRNS* szal pozicidjat jel6lik.

A reakciot kovetden a 110 nukleotid hosszi PCR termékeket BstEII-MIul restrikcids
enzimek segitségével pC61Khvu-miR171MOD vektorba klénoztuk.
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4.1.1.5 GFP-szenzor konstrukciok

A mesterséges mMiRNS-ek bioldgiai aktivitasanak letesztelésere GFP szenzor
konstrukcidkat hoztunk létre. E célra a pBIN61GFP vektort hasznaltuk fel, ami az
mgfp5 gént tartalmazza egy karfiolmozaik virus 35S kazettdban. A gén 3’ nem
transzlalodo, de atirddd régidjaba helyeztik el az amiRNS-ek célszekvenciait
Otosével (13. abra/B). A két szenzor konstrukcid létrehozasahoz ket-két 59 nukleotid
hosszusagu oligot rendeltiink (amiR1-5targetF és R, amiR6-10targetF és R), melyek
részben (13 nukleotid) komplementerek voltak egymaéssal. Az oligokat polinukleotid
kinaz (PNK - Fermentas) segitsegével foszforilaltuk, majd PCR reakcioban
létrehoztuk a duplaszali DNS inszertet, melyet a Xbal-vel meghasitott, majd T4
DNS polimerazzal (Fermentas) (tompa végire) feltoltott pBIN61GFP plazmidba

crer

vektorokat pGFPamiR1-5 és pGFPamiR6-10-nek neveztik el.

4.1.1.6 Policisztronikus amiRNS expresszids vektorok

A héarom kivalasztott amiRNS prekurzort kdzvetlenll egymas utan rendezve (amiR1-
amiR6-amiR8) megszintetizaltattuk (GeneArt®, Life Technologies) 5’-BamHI és 3’-
Kpnl-Pstl restrikcios hasitéhelyekkel ellatva, melyet VirusBusterl71-nek neveztiink
el. Ezt kovetéen a konstrukciot BamHI-Pstl hasitohelyekkel athelyeztik pC61K
vektorba létrehozva ezzel a pC61KVirusBuster171 névre keresztelt konstrukciot.

Az egysziklieck transzformaldsara alkalmas konstrukciot pCambial300
(CAMBIA, Canberra, Australia) plazmid felhasznaldsdval hoztuk létre. Az alap
vektorba eldszor HindIIl-BamHI enzimek hasznélataval elhelyeztik az Ubil
kukorica polyubigitin gén promoterét, amelyet szintén Hindlll-BamHI enzimekkel
emésztettink ki pAHC25 (Christensen és Quail, 1996) plazmidbol. Ezt kovetéen
NOSF és NOSR primerek hasznalataval felszaporitottuk az Agrobacterium
tumefaciens nopalin szintdz (NOS) génjének terminatorat, melyet az oligbkon
elhelyezett hasitohelyek (Kpnl-Sacl) alkalmazasaval a pCUbi vektorba kldnoztunk,
létrehozva ezzel a pCUbINOS transzformacids vektort. Késébb ebbe a vektorba
helyeztilk el BamHI-Kpnl enzimek segitségével a leszintetizaltatott policisztronikus
amiRNS konstrukciot (pCUbiVirusBuster171).
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4.1.1.7 Agrobacterium-kozvetitett WDV fert6z6 konstrukcio

Az Agrobacterium-kozvetitett WDV fertézést egy binaris vektor felhasznalasaval
hoztuk létre. A konstrukciét a geminivirus WDV-HO7-es izolatuméabdl (NCBI
accession number: FM210034) allitottuk el6 egy, az irodalomban mar leirt modszer
alapjan (Ramsell et al., 2009). A pPZP201 binaris vektorba (NCBI accession
number: U10489) els6 korben egy HindIll-BamHI-es emésztést kovetden
elhelyeztik a WDV genom felét (1376 nukleotid) virion-szensz orientacioban. Ezt
kovetden azonos orientacioban egy HindIlI-as hasitissal beklonoztuk a vektorba a
teljes WDV virust (2734 nukleotid) létrehozva ezzel a pPZP201WDV1,5MER
vektort, amibdl a névényi sejtmagban homolog rekombinacioval képes kialakulni a

cirkularis, teljes genomua duplaszald virus.

4.1.1.8 WDV replikaz fehérjét expresszalo konstrukcio

A WDV replikdz fehérjét (mint RNS-interferencia szupresszort) expresszalo
konstrukcidt BIN61S (Silhavy et al., 2002) vektorban hoztuk Iétre. A WDVrepF és a
WDVrepR oligokkal felszaporitottuk a WDV-HO07-es klon replikdz genjét, melyet
Xbal-Sall restrikcidés enzimek segitségével klonoztuk be a BIN61S vektorban
talalhatd karfiolmozaik virus 35S expresszids kazettdba. A vektort pRep-nek

neveztik el.

4.1.2 Arpa miRNS prekurzorok tesztelése tranziens rendszerben

Az arpa prekurzorokat (10. abra/A) a miRBase (www.mirbase.org) adatbazisbol
valasztottuk ki. Az adatbazisban prediktalt masodlagos szerkezetek alapjan azokat a
prekurzorokat valasztottuk ki, amiket az &talakitds szempontjabol eldnydsebbnek
talaltunk.

A harom, arpabol izolalt prekurzorrél (hvu-miR159, hvu-miR171, hvu-
miR397) tortén6 miRNS érést dohany ndvényben (Nicotiana benthamiana)
vizsgaltuk. A pC61K miRNS expresszios vektorba klonozott prekurzorokrol az
agroinfiltraciot kovetéen megkozelitden azonos mennyiségii pre-miRNS-nek kellett
atirodnia a dohany sejtekben, mivel 6ket azonos promoterrel (35S) hajtottuk meg. Az
ezt koveté northern hibridizacio segitségével pedig a prekurzorokrol éré miRNS-ek
mennyiségét tudtuk detektalni (10. &bra/B). A 159-es miRNS esetében magas
mMIiRNS expressziot mutattunk ki, ugyanakkor a 21 nukleotidos (nt) mérettdl eltérd
tartomanyban (22-24) is kaptunk kis RNS-t.
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10. &bra: (A) Az izolalt arpa prekurzorok masodlagos RNS szerkezete (forréas:
miRBase.orq), szines betiik: mMiRNS szekvencia (hvu-miR171 esetében a miRNS* szél is az
5’ karon); (B) A kis RNS northern hibridizacio eredménye; M: "Mock’ infiltralt kontroll

minta, 1-2: infiltracid ismétlések; rRNS — riboszomalis RNS, mint mintafelviteli kontroll

A 171-es miRNS esetében nagy mennyiségii 21 nukleotidos miRNS felhalmozodast
tapasztaltunk, ellentétben a 397-es miRNS-sel, amelynél nem tudtuk kimutatni a
miRNS felhalmozodast. A ’Mock’ mintakban lathato jelek a felhasznalt tesztnéveny

(N. benthamiana) altal termelt miRNS mennyiséget mutatja.

4.1.3 A hvu-MIR171MOD prekurzor tesztelése

Miutan meggy6zddtink az 4arpa 171-es prekurzordnak megfeleld mértéki
processzalodasarol, a PCR-mutagenezissel torténd atalakitas és az amiRNS-ek
klonozasanak megkdnnyitése céljabol a fogadd vektorra (pC61K) nezve is egyedi
hasitohelyeket generdltunk a prekurzoron (6. abra). A generalt hasitohelyek
felhasznalasaval igy kisebb PCR oligdkkal is &t tudjuk alakitani a prekurzort.

Ezt kovetéen northern hibridizacioval meggy6zddtiink arrdl, hogy az igy
létrehozott hvu-miR171MOD prekurzorrdl is ugyanolyan hatékonysaggal érik a 171-
es miRNS (11. abra). A prekurzoron elvégzett modositasok nem voltak hatassal az
arrol tortén6 miRNS érésre, ezért a tovabbiakban az amiRNS prekurzorok

eléallitasara a hvu-miR171MOD prekurzort hasznaltuk fel.
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11. &bra: mirl71-es mikro RNS northern hibridizaciéja. 1: vad tipusu hvu-miR171
prekurzorral; 2: hvu-miR171MOD prekurzorral tortént infiltracio; M: infiltralt "Mock’
kontroll; rRNS — etidium bromiddal festett riboszémalis RNS, mint mintafelviteli kontroll

4.1.4 A mesterséges miRNS-ek (amiRNS) létrehozasa

A korébban jellemzett feltételek alapjan a referencia genomként hasznalt WDV-h07-
es torzs replikdz génjérél osszesen 136 db potencialis célszekvenciat szirtiink ki.
Mindezek kozll arpa névényben csupan 18 darab bizonyult OFF-target-mentesnek a
rendelkezésre allo bioinformatikai adatbazisok (Dai és Zhao, 2011) alapjan. A
mozgasi fehérje génre (MP) tervezett 31 amiRNS kozil pedig csak nyolcnak nem
volt mas célszekvenciaja arpaban. A potencialis amiRNS-ek célszekvenciait
0sszehasonlitottuk 5-5 darab WDV arpa és buza torzs szekvenciajaval (4. sz.
Melléklet). Mindezek kozul kivalasztottunk a replikaz génre tervezett amiRNS-ek
kdzil nyolcat, a mozgési fehérje génre tervezettek koziil pedig kett6t (12. dbra). Az
amiRNS-eket teljes komplementaritassal terveztik a referencia genomra, ugyanakkor
a kivéalasztott, OFF-target-mentes amiRNS-ek kozil nem mindegyik esett
konzervativ szekvenciakra a tobbi vizsgalt WDV torzs tekintetében. Ezért a
kivalasztasndl a miRNS-célszekvencia kapcsolatban fontos bazisparosodasi
kritériumokat (2.5.3 fejezet) vettlk figyelembe, hogy ezek &altal a kivalasztott

amiRNS-ek hatékonyak legyenek a WDV buza és arpa torzseire egyarant.
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amiR6
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amiR7
RepA, Rep

amiR8
RepA, Rep

amiR9
MP

amiR10

12. 4bra: A Kivéalasztott amiRNS-ek és prediktalt masodlagos szerkezetiik a hvu-
MIR171MOD prekurzorba. Rep, RepA — replikaz gének; MP — mozgasi fehérje gén

4.1.4.1 Az amiRNS-ek validalasa és tesztelésik tranziens rendszerben

Az amiRNS prekurzorokat tartalmazé vektorokat (amiR1-10) Agrobacterium-ba

Klonoztuk, majd dohénylevél agroinfiltraciot kovetéen northern hibridizacioval

megvizsgaltuk a mesterséges miRNS prekurzorokrol térténé amiRNS érést. A 10-bél

7 esetben tudtunk kimutatni amiRNS felhalmozodast, 3 esetben (amiR4, amiR5,
amiR7) viszont nem sikerilt detektalnunk (13. abra/A).

Ezt kovetben szerettink volna meggy6z6dni arrdl, hogy a létrehozott

amiRNS-ek biologiailag aktivak-e: képesek-e beépiilni a RISC-be és degradalni a

veluk komplementer szekvenciat tartalmazd6 RNS-eket? Ennek vizsgalatara létre

hoztuk két GFP-szenzor konstrukciot, amik a GFP gén 3’ nem kddolo régidjaban

egyenként 5-5 db amiRNS célszekvenciat tartalmaztak (13. abra/B). Ezéltal a

konstrukciékrol atirodd GFP RNS-t szenzitivvé tettiik a létrehozott amiRNS-ekre,

amik hatasat UV-fényben vizudlisan is jol meg tudjuk vizsgalni. A szenzorokat

elészor 23 °C-on expresszéltattuk egyitt az amiRNS-eket egyenként tartalmazo

konstrukcidkkal dohany novények levelében, majd mivel fontos, hogy a rendszer

alacsony homérsékleten is mitkodoképes és hatékony legyen, a kisérletet elvégeztik

15 °C-on is (13. abra/C). Az agroinfiltracidkat 2-2 ismétlésben készitettik el.
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13. &bra: Mesterséges miRNS-ek (amiRNS) validalasa és bioldgiai aktivitasdnak
tesztelése. (A) amiRNS northern hibridizacio eredménye, D — Decade™ Marker RNA
(Ambion), M: infiltralt "Mock’ kontroll; nt — nukleotid; miR159 — mintafelviteli kontroll (B)
GFP-szenzor konstrukcidk sematikus abraja, amiR1-5 target — az amiRNS-ek célszekvencidi
Otosével; (C) amiRNS-ek bioldgiai aktivitas tesztelése dohanylevél agroinfiltracioval két
hémérsékleten

Mindkét hémérsékleten azonos eredményt kaptunk, de tobb meglepé dolgot is
tapasztaltunk: olyan amiRNS-ek is le tudtak csendesiteni a specifikus GFP-szenzor
RNS-Uket, amelyeket nem tudtunk northern hibridizacidval detektalni (amiR5,
amiR7); mas részrél tobb amiRNS, aminek jelenlétét ki tudtuk mutatni northern
hibridiz&cioval (amiR2, amiR3, amiR10), nem volt képes gatolni a GFP expresszidt.
A miikodé amiRNS-ek 15 °C-on is hasonl6 intenzitassal csokkentik a GFP-szenzor
expressziot, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az amiRNS-ek valdéban a miRNS

utvonalon jonnek létre és nem a siRNS utvonalon.

4.1.4.2 A policisztronikus amiRNS konstrukci6 bioldgiai aktivitas tesztelése

A policisztronikus amiRNS konstrukciéhoz olyan amiRNS-eket valasztottunk,
amiket képesek voltunk northern hibridizacidéval kimutatni a tranziens tesztekben;
bioldgiailag aktivnak bizonyultak a GFP-szenzor vizsgalatok soran; illetve a
szekvencia illesztések alapjan valamennyi WDV genomra miikodéképesek lehetnek.

Ugy dontottiink, hogy az egyetlen miikodé mozgéasi fehérje (MP) génre
tervezett amiRNS-t nem valasztjuk ki, mert hatékonyabbnak gondoltuk, ha a
virusnak egy egységét, egy génjet tamadjuk tobb amiRNS-sel, igy is csokkentve a
virus mutacioval torténd rezisztencia torésének lehet6ségét. Ezert a biologiai

tesztekben a hdrom leghatékonyabbnak bizonyult amiRNS-t valasztottuk ki (amiR1,
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amiR6, amiR8). Ezeket kozvetlen egymasutan rendezve (pC61KVirusBusterl71
vektorban, 14. abra/A) expresszaltattuk a két GFP-szenzor konstrukcioval dohany
novények leveleibe. Hasonl6an az amiRNS-eket egyenként vizsgalo kisérlethez (13.
abra/C), mindkét szenzor konstrukcié €s mindkét hdmérséklet esetében jelentés GFP
jelcsokkenést tapasztaltunk az UV-fényben vizsgalt infiltralt leveleknél (14. abra/C).

Az amiRNS-ek biologiai aktivitasdt megvizsgaltuk kozvetlenil a replikéz
génre is. Mivel idékozben leirtak (Liu et al., 2014), hogy a gén egyben RNS
interferencia szupresszor is, lehetdségiink nyilt arra, hogy felépitsiink egy masik GFP
alapu riporter rendszert, ahol meg tudjuk vizsgalni a policisztronikus amiRNS
konstrukcid hatdsat kdzvetlenil a replikdz RNS-re. Az agroinfiltracio soran atirddo
idegen RNS-t a sejt — annak nagy mennyisége, vagy ’aberrans’ mivolta miatt — egy
id6 utan elkezdi eltavolitani az RNS interferencia siRNS utvonalan keresztil. Tehat,
ha képesek vagyunk megkdtni a sejt altal generalt GFP-specifikus siRNS-eket, akkor
sokkal nagyobb mértékii GFP expressziot kell kKimutatnunk, mivel sokkal t6bb intakt
GFP RNS marad a sejtben.

(A) (B)
E g E ATG
R T358 » =
P pCB1KVirusBuster171 II___l_D b_/ | P:358 > @
pREP
23°C 15°C
(C) (D)

| PGFPamiR6-10 Y

14. bra: A policisztronikus amiRNS konstrukcio bioldgiai aktivitasanak tesztelése. (A)
pC61KVirusBuster171 konstrukcio sematikus abraja; (B) WDV replikédz gént, mint RNS
interferencia szupresszort expresszalé konstrukcio (pRep); (C) pC61KVirusBuster171
(VB171) konstrukcid koexpresszaltatva a két GFP-szenzor konstrukcidval, miR171 — negativ
kontroll; (D) pC61KVirusBuster171 (VB171) konstrukci6 koexpresszaltatva a WDV replikaz
(pRep) és vad tipust GFP-t expresszal6 konstrukcidval (pGFP), miR171, pC61K és pBIN —
mint negativ kontroll Ures vektorok

Tudvén azt, hogy a WDV replikaz fehérje, mint RNS-interferencia szupresszor, a
sajat vedelme érdekében képes megkdtni a ndvenyi sejt altal gyartott siRNS-eket

49



10.14751/SZIE.2018.030

(Liu et al., 2014), feltehet6en képes megkotni a GFP-specifikus siRNS-eket is. Ha
tehat egyszerre expresszaltatjuk a vad tipusi GFP fehérjét a WDV replikaz
jelenlétében, szignifikansan magasabb GFP fluoreszenciat kell tapasztalnunk, mint
nélkile. A hipotezisunket kisérletesen bizonyitottuk (14. bra/D) és azt tapasztaltuk,
hogy valoban megnétt a GFP fluoreszencia intenzitasa a replikaz fehérje jelenlétében
(pC61K és pRep + pGFP). Amikor a rendszerhez hozzdadtuk a policisztronikus
amiRNS konstrukciot (VB171 és pRep + pGFP) a GFP jelintenzitdsa a kontroll
(miR171 és pBIN + pGFP) szintjére csokkent. Mindebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy
az elballitott amiRNS-ek nem csak a GFP-szenzor RNS-t, hanem az intakt WDV
replikaz RNS-t is képesek degradalni.

4.15 WDV fertozott arpa novények eloallitasa

A WDV fertézés esetében mindenképp fontosnak tartottuk, hogy a mddszer
megbizhatd és megismételhetd legyen. Mivel nem tudhatjuk, hogy a természetbdl
begylijtott rovarvektorok pontosan milyen és mekkora mennyiségi WDV torzset
hordoznak, ezert felallitottunk egy mesterséges virusfert6zési rendszert.

A WDV-h07-es arpatdrzsbdl megépitettiik az Agrobacterium-mal kozvetetten
arpat fertézni képes pPZP201WDV1,5MER ,,agrofert6z6” konstrukciét, majd annak
segitségével elvégeztik a WDV fert6zést. A kezelést kdvetden az inokuldlt magok
80%-a kelt ki. Az otddik héten tiz kivalasztott tlinetes egyeden elvégeztik a
molekularis analizist a WDV virus jelenlétére vonatkozoan (15. abra).

(A)

(B)

15. &bra: A WDV fert6zott novények molekularis analizise. (A) WDV replikaz specifikus
PCR reakcio, M — GeneRuler 100 bp marker; 1-10 — fert6zo6tt mintak; -K1, -K2 — fertézetlen
kontroll névények; dv — desztillalt viz kontroll; p — plazmid kontroll (B) WDV replikaz
specifikus northern hibridizacio, 1-10 — fert6zo6tt mintak; K1, K2 — fertézetlen kontroll
névények
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A virus DNS jelenlétét a replikaz génre tervezett oligd parok segitsegével PCR-rel
(15. abra/A), illetve az arrdl 4tir6dd6 RNS-t northern hibridiz&cidval (15. abra/B) a

novények mindegyikébdl sikeriilt kimutatni.

4.1.6 Arpa transzformécié policisztronikus amiRNS konstrukcioval

Az Agrobacterium-kozvetitette éretlen embridra alapozott arpa transzformacié soran
a policisztronikus amiRNS konstrukciét (16. abra/A) tartalmazd Agrobacterium-mal
365 db éretlen embriot fertdztiink meg. Osszesen 77 db hygromicin génre PCR
pozitiv egyedet tudtunk regenerdlni 20 kiilonb6z6 kalluszrol. Az egy kalluszrdl
nevelkedett névényeket azonos vonalként tartottuk szamon. Igy a transzformécio
hatékonysaga 5,5%, ami a szakirodalom alapjan elfogadhato arany.

A transzgénikus vonalakban termeltetett amiRNS-ek kimutatdsaval eleinte
gondjaink akadtak. A laborunkban hasznalt kis RNS northern hibridizacios
technikaval nem tudtuk detektalni az arpaban kialakul6 amiRNS-eket, feltehet6en
azert, mivel azok abundancidja nagysagrendekkel kisebb az agroinfiltracio soran a
dohédny levelében keletkezOkétdl. Ezért a késObbiekben 1j technikaval kotottik az
RNS-eket a membranra (kémiai cross-link), illetve az amiRNS-ek detektaldsa soran
gyari hibridizacios folyadékot (ULTRAHyb-Oligo buffer, Ambion) alkalmaztunk. A
két modositast kovetéen mar sikeresen ki tudtuk mutatni az amiRNS-eket a

novényekbol.

4.1.6.1 Transzgénikus arpa vonalak tesztelése WDV fertozéssel

Négy vonalat valasztottunk ki, amik kiilonb6zé mértékben expresszaltdk az amiRNS-
eket (16. abra/B). A VB8-as vonal relativ magas expresszidval rendelkezett, a VB9
és VB10-es vonal kdzepessel és végil a VB20-as vonal, ami a tobbiekhez képest
joval kevesebb amiRNS-t tartalmazott. A kiilonb6z6 expresszids mintazat feltehetéen
a transzgén kdpiaszamanak tudhat6 be az egyes vonalaknal, amit kisérletesen ugyan
nem igazoltunk.

A novényeket kabdca vektorok segitségével fertéztiik meg a WDV-h07-es
torzzsel. Az Agrobacterium-kozvetitette WDV fert6zott ndvényekre helyeztiik el a
tobb generacion &t nevelt kaboca vektorokat, majd az allatokat mikroizolatorokba
raktuk, amiket a transzgénikus vonalainkra helyeztink. A ndvénynevelés
hémérsékletét (12-15 °C) agy Aallitottuk be, hogy a novény endogén, RNS

interferencidn alapul6 (siRNS) védekezd rendszere gatolva legyen, eldidézve ezzel a
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szantofoldon kora Osszel jelentkezd klimatikus viszonyokat. Az egy hetes fertdzési
idészakot kovetéen a kabocakbol PCR-rel kimutattuk a WDV DNS-t (5. sz.
Melléklet), majd négy idépontban (42, 56, 77, 112 nappal fert6zés utan (day post
inoculation — DPI)) molekularis eszkdzokkel megvizsgaltuk a WDV jelenlétét a

novényekben is (16. abra/C). Mind a PCR alapd, mind a northern hibridizacids

(A)

8 B9 VB10 VB20 WDV1 WDV2Z Mock
a b a ba babababacb

‘p-. «— viralis RNS

42
T —————— - — —— o | +— RNS

DPI =

RB ———— <+ rep PCR

- - <+ viralis RNS
> Lin_l« NS

DPI — - — - I <+ rep PCR

(B) amiR1 amiR6 amiR8 < virdlis RNS
QO O (SJs] Q0 77
SV LM LL LM —ﬁ + TRNS

DPI

pCUbiVirusBuster171

e — —"—— — — <+ rep PCR
h - b - - ‘\Lb - +—amiRNS 5 * < virdlis RNS
v L s oy o gy s S O B o P e | +— RN
R S R W - rirtse D [ e e e —— ]+ ™ °C

(D)

16. abra: A policisztronikus amiRNS konstrukcio tesztelése arpaban.

(A) a policisztronikus amiRNS konstrukcio; Ubi — kukorica ubiquitin promoter; NOS —
nopaline szintdz terminator; hptll — hygromicin szelekcios markergén; (B) négy arpavonal
amiRNS northern hibridizacioja; miR159 — mintafelviteli kontroll; (C) a kivalasztott vonalak
(VB8, VB9, VB10, VB20) molekularis analizise a fert6zést kovetéen; WDV1, WDV2 —
fert6zott vad tipust névények; "Mock’ — nem fert6zott vad tipusa kontroll; a — fiatal levél
minta, b — idésebb levél minta; virdlis RNS — northern hibridizacid; rRNS — riboszémalis
RNS, mint mintafelviteli kontroll, DPI — day post inoculation (fert6zéstdl eltelt napok
szama) (D) a fert6zott ndvények fenotipusa a vizsgalt iddpontokban.
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virusdiagnosztika eredménye bizonyitja, hogy a WDV specifikus amiRNS-ek
hatassal vannak a virus szaporodasara. Mig az els6 idépontban (42 DPI) a kontroll
fert6zott novények esetében meglehetésen magas WDV replikdz szintet tudtunk
detektalni RNS szinten is, addig a transzgénikus vonalak esetében a virus jelenlétét
csak a VB20-as vonalnal sikerllt PCR-rel kimutatni, ami egyébként fenotipusat
tekintve (16. abra/D) inkabb hasonlitott a fertézetlen kontroll névényre (Mock), mint
a fert6zottekre (WDV1, WDV2). A késobbi idépontokban (56, 77, 112 DPI) mér a
replikdz RNS is kimutathatd volt a ndévenyben, amit a névény fenotipusa is erésen
tikrozott. A VB9-es és VB10-es vonal, amik megkozelitéen egyenlé mértékben
expresszaltak az amiRNS-eket, a virusfert6zésre is hasonloan reagaltak. Habar 56
nappal a fertézést kovetden mar PCR technikaval kimutathaté volt benniik a WDV,
ennek ellenére a northern hibridizacio6 meg 112 nappal (kalaszolas allapota) a
fert6zést kovetéen sem volt képes kimutatni a replikaz RNS-t. A VB8-as vonal, ami
a VB9-es és VB10-es vonalakhoz képest megkozelitben dupla akkora amiRNS
expressziot produkdlt, teljes rezisztenciat mutatott a WDV fertézésre. A teljes
vegetacios idOszak alatt sem a virus DNS-t, sem a virus replikdz RNS-t nem tudtuk
kimutatni a n6vénybdl. A novény, fenotipusat tekintve teljes mértékben megegyezett
a vad tipusu fertézetlen kontrolléval (16. abra/D). A VB9-es és VB10-es ndvények
az els6 2-3 kalaszukat képesek voltak kinevelni, de az ujonnan jovo kalaszok a
megndvekedett virus szint miatt mar nem értek be, vagy a magok nem telitédtek ki

megfelelden.

4.1.6.2 T1 utédgenerécio molekularis vizsgélata

A VB8-as vonal utddai kdzil 13 egyedben megvizsgaltuk az amiRNS expressziét kis
RNS northern hibridiz&cié segitségével (17. &bra). Minden egyednél sikerilt
detektalnunk a harom amiRNS-t, ugyanakkor hasadd populaciordl léven szd,
kiilonbozé mértéklt expressziot tapasztaltunk az utdodoknal. Az eredményekbdl
nagyon jol latszik, hogy a VB8-as vonal esetében tdbb transzgén kopiardl
beszélhetlink, amelyek az ontermékenyités kovetkeztében feltehetéen homozigota
formaba keriilve még magasabb expressziot produkaltak a sziild vonalhoz képest (17.
abra; VB8.2, 3, 6, 7, 12), de akadt az utdédok kozott olyan is, amely a sziilé vonaltol
kisebb mértékii amiRNS expressziot mutatott (17. abra; VB8.5, 11).
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17. &bra: VB8-as vonal utdodgeneréacidjanal végzett kis RNS northern hibridizacio
eredménye. VB8.1-.13 — T1 transzgénikus utddgeneracid; K1, K2 — vad tipusu kontroll
névények; VB8 — TO transzgénikus ndveny; amiR1, 6, 8 — a harom expresszaltatott amiRNS
northern hibridizacioja radioaktivan jel6lt, specifikus DNS oligdval; miR159 — miRNS
hibridizacio, mint mintafelviteli kontroll

4.2 Uj bGza miRNS azonositasa amiRNS-ként torténé felhasznalasra
4.2.1 Buza kis RNS konyvtarak keszitése

Osszesen 18 db kis RNS konyvtarat allitottunk el fejlédésben 1évé (10-20-30
napos) buzamagokbdl (T. aestivum Bankuti B35 és B52 és T. spelta) két bioldgiali
ismétléssel. A konyvtarakat gélbdl visszaizolalt kis RNS frakciot felhasznalva (P
konyvtarak) laborunkban készitettlk el, ezekkel parhuzamosan a szekvenalast végzé
UD-Genomed (Debrecen) cég is létrehozta ugyanabbdl az RNS mintakbdl a
konyvtarakat visszaizoldlas nélkil (T  konyvtarak) szintén Illumina kit
felhasznalasaval. Mindent egybevetve dsszesen 36 konyvtarat szekvenaltattunk meg,
amiket a két eljaras tekintetében minéségi jellemzésnek vetettiink ala.

A totdl RNS-b6l (T) illetve a visszaizolalt kis RNS-b6l (P) készitett
konyvtérak a teljes leolvasdsok szdménak tekintetében nem mutattak nagy eltérést a
szekvenalasok soran (atlagosan: 9,192,098 (T), 9,244,612 (P) leolvasas). Az adatok
variabilitasat tekintve mar nagyobb kuilonbségeket tapasztaltunk a két modszerrel
letrehozott kdnyvtaraknal, mind a nyers adatokat tekintve (18. abra/A, B), mind a
normalizalast kovetéen (18. abra/C, D). Az adapterek, a transzfer- €s a riboszomalis
RNS-ek eltavolitasat, a méretszelekciot és az alacsony abundancidju leolvasasok
eltavolitasat kovetéen ~30%-kal tobb leolvasast kaptunk ,,P” kdnyvtarak esetében (6.
sz. Melléklet; 18. abra/A4 és C/4). A miRBase adatbazisra torténd illesztésnél is
Iényegesen tobb leolvasast kaptunk a mar ismert miRNS-ek esetében (6. sz.
Melléklet). A T kdnyvtaraknal 1934 egyedi, potencidlis miRNS szekvencia illett fel a
blza genomra, a P kdnyvtarak esetében ez a szam 3247 volt. A két kdnyvtarsorozatot
egybevéve dsszesen 3338 egyedi Kis RNS szekvenciat azonositottunk, melyekbdl 69

db egyezett 100%-0san a miRBase adatbazisban talalhatdé miRNS-ekkel. Ezekbdl 28
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mar buzaban leirt miRNS volt, a tobbi pedig mas él6lényben mar felfedezett

konzervativ miRNS.
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18. abra: A total RNS-bél (T) és a visszaizolalt kis RNS-bdél (P) készitett buzamag Kis
RNS konyvtarak kozti variabilitas. (A), (B) Nyers leolvasési adatok alapjan; (C), (D) —
Normalizalt leolvasasi adatok alapjan; 1 — Nyers leolvasés; 2 — Leolvasasok szama az
adapter eltavolitast és a méret szelekciot kovetéen; 3 — Leolvasdsok szama az alacsony
abundanciaju leolvasasok (<3) eltavolitasat koveten; 4 — Leolvasasok szdma a tRNS és
rRNS szekvencidk eltavolitasat kovetden; 5 — A buza referencia genomra illeszthetd
szekvenciak szama; 6 — Potencialis miRNS-ek leolvasasanak a szama; 7 —a miRBase
adatbazisban megtalalt miRNS szekvencidk leolvasasanak szdma; 8 — a miRBase
adatbazisban megtalalt blza miRNS szekvenciak leolvasasanak szdma; a dobozok az adatok
kozéps6 50%-at tartalmazzak; a doboz felsé sarka az adatok 75%-at, az alsé sarka az adatok
25%-at jelzi; a dobozban 1év6 vonal a mediant, a fekete rombusz pedig az atlagot jel6li; a
dobozbdl kiinduld vertikalis vonalak végei a maximum és a minimum értéket jelolik.

4.2.2 Kis RNS konyvtarak validalasa northern hibridizaciéval

A Kkis

RNS konyvtarak adatainak validalasahoz 6

reprezentativ. miRNS

kivalasztasaval kis RNS northern hibridizaciot alkalmaztunk. Olyan miRNS-eket

valasztottunk ki, amelyek mennyiségében legaldbb két idépontot nézve szignifikans

eltérés mutatkozott a kis RNS szekvenalas soran (19. abra). A kivalasztott miRNS-ek

kdzil négy buza specifikus (tae-miR9678-3p, tae-miR9655, tae-miR9662a-3p és tae-

2187), melyek kozil egy még leiratlan miRNS (tae-2187), a maradék kett6 pedig

konzervativ miRNS (tae-miR397-5p és tae-miR164c-5p). A kisérletben ugyanazokat

az RNS mintakat hasznaltuk fel, amelyekb6l a konyvtarak is készlltek. Két

membrant hoztunk létre, melyek mindegyike tartalmazta az 6sszes RNS mintat (18
db). A két membrant 3-3 alkalommal hibridizaltattuk (20. abra) a kiilonb6z6 miRNS-
eket detektalo radioaktiv probédkkal. Az egyes hibridizaciok kozétt a membranokrol

az eldzoleg rakotott probakat eltavolitottuk.
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19. bra: A kis RNS konyvtarak northern hibridizacioval torténé validalasahoz
kivalasztott miRNS-ek leolvasasainak szama (a bioldgiai ismétlések atlagaban) az egyes
mintaszedési idépontokban (X-tengely) a tisztitott kis RNS frakcidbol készitett konyvtarak
(P) adatai alapjan; Y-tengely —a nyers adatokra normalizalt leolvasésok szama logaritmikus

skalan

Arra a megallapitasra jutottunk, hogy legtdbb esetben a northern hibridizécidval
kapott eredmények nem tamasztjak ala a kis RNS konyvtar szekvenalasi adatokat. A
konyvtarak adatai szerint, a 6 kivalasztott miRNS megkdozelitéen azonos lefutast
gorbét mutat az egyes mintaknal (B35, B52, Spelta) a mintaszedési idépontok
tekintetében (19. abra), ugyanakkor a northern hibridizacioval csak a tae-miR9678-
3p és a tae-miR9655 mMIRNS esetében tapasztaltunk megkdzelitéen egybevagd
eredményt (20. &bra). A 10 és a 20 napos mintak kozotti kulonbségek esetében a
tobbi miRNS-nél tobbnyire ellentétes valtozast tapasztaltunk. A 20 és 30 napos
mintdk kozti valtozasok viszont méar sokkal jobban kdvették a kis RNS kdnyvtar
leolvasasi adatokat. Mivel a 20 és 30 napos mintaknal a 10 naposokhoz képest akar
kétszer tobb transzfer és riboszomalis RNS eredetli szekvenciat tavolitottunk el a
feldolgozés soran (6. sz. Melléklet), az nagyban torzithatja az eredményinket, ha a
nyers leolvasdsokra normalizalunk. Ezért ezt kovetéen a normalizalast ujra
elvégeztik a sziirt leolvasdsok szadmara, tehat igy csak a prediktalt miRNS

szekvenciakat vettik szamba.
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20. abra: A kis RNS konyvtarak kis RNS northern hibridizaciéval torténé validalasa.
10D - 10 napos magmintak, 20D — 20 napos magminték, 30D — 30 napos magmintéak (2-2
bioldgiai ismétléssel); Kontroll mintak: N. benthamiana, A. thaliana levélbdl kivont RNS
mintak; rRNS — etidium bromiddal festett riboszomalis RNS, mint mintafelviteli kontroll
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21. abra: A kis RNS konyvtarak northern hibridizacioval torténé validalasahoz
kivalasztott miRNS-ek leolvasésainak szdma (a bioldgiai ismétlések atlagaban) az egyes
mintaszedési idépontokban (X-tengely) a tisztitott kis RNS frakciobol készitett konyvtarak
(P) adatai alapjan; Y-tengely —a sziirt adatokra normalizalt leolvasésok szama logaritmikus

skalan

Az igy kapott eredmény (21. abra) alapjan sem mondhatjuk el, hogy a northern
hibridizacio teljesen egybevagna a kis RNS konyvtar bioinformatikai kiértékelésével.
A tae-2187-es (B52 és Spelta), a tae-mir9662a (Spelta) és a tae-mir397 (Spelta)
esetében javult a mIRNS leolvasdsok Kkorrelacioja a northern hibridizacié

57



10.14751/SZIE.2018.030

eredményéhez viszonyitva, ugyanakkor tobb esetben romlott (tae-mir9655 (Spelta),
tae-mirl64c (Spelta).

4.2.3 Atae-2187-es miRNS és prekurzorai azonositasa

A konyvtarakban taldltunk egy olyan, eddig leiratlan, 21 nt-os miRNS-t (tae-2187,
5- CGCGGCTCCGTCGACTGGTGC -3°), amely az 0sszes mintaban a
legmagasabb, vagy a masodik legmagasabb leolvasasi értéket képviselte. A miRNS
prekurzorat (22. &bra) a blza két genomjan is megtaléltuk (B és D genom), az egyik
63 a masik 89 nukleotid hosszusagl, amely méret kimondottan elényds a
mesterséges MiIRNS-ként torténd felhasznalasra. A miRNS-t kis RNS northern
hibridizacioval is kimutattuk (20. abra).

30

S o @ isnsnspiisiciindl

60

tae-2187 B prekurzor
LI emertaistiicaitss @hesmissaticaise il

tae-2187 D prekurzor

22. abra: A tae-2187 azonositdju, Uj buza miRNS prekurzorainak masodlagos RNS
szerkezete. 4B — blza B genom, 4. kromoszoma; 1D — blaza D genom 1. kromoszéma
A miRNS-nek ket feltételezett célszekvencidjat is azonositottuk. Az egyik
feltételezhetéen a DNS-fiiggé RNS polimerdz V enzim egyik alegysége, ami a
SiRNS alapi DNS metilécid egyik kulcs molekulja. A mésik célszekvencia pedig
feltételezhetéen egy tripszin-inhibitor gén, ami a kartevokkel szemben torténd

veédekezés soran jatszik szerepet.
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Uj tudomanyos eredmények:

1. El6észor alakitottunk ki (WDV) virusrezisztenciat arpa ndvényben
mesterséges miRNS technologiaval, amelyet policisztronikus konstrukcidban
hoztunk létre.

2. Létrehoztunk egy arpa eredeti mesterséges miRNS prekurzort (hvu-
miR171MOD), amely egyszerli atalakithatosdga €s hatékony processzidja
révén kivaléan alkalmas arpaban (vagy esetlegesen méas névenyben) torténd
géncsendesités kivitelezésére.

3. Bebizonyitottuk, hogy a kis RNS konyvtarak készitése soran jelentOs
informéacid nyereséget eredményez, ha a konyvtarakat gélbdl visszaizolalt kis
RNS frakciobol készitjuk és nem kdzvetlendl total RNS-bél.

4. Buza kis RNS konyvtar szekvenalas soran azonositottunk egy nagy leolvasasi
szammal rendelkez6, eddig ismeretlen miRNS-t, melynek expresszidjat
Kisérletesen is igazoltuk és prekurzorait a baza két genomjan (B és D) is
megtalaltuk, amik szerkezetik alapjan alkalmasak lehetnek mesterséges

mMIRNS prekurzorként torténd felhasznalasra.

Eredményeink nagy részét az alabbi cikkekben publikaltuk:

Kis, A., Tholt, G., Ivanics, M., Varallyay, E., Jenes, B. and Havelda, Z. (2015),
Polycistronic artificial miRNA-mediated resistance to Wheat dwarf virus in barley
is highly efficient at low temperature. Molecular Plant Pathology. 17: 427-437.
doi: 10.1111/mpp.12291 Impact Factor: 4.72

Tibor Nagy*, Andras Kis*, Szilard Poliska, Endre Barta, Zoltan Havelda, and
Ferenc Marincs (2016), Comparison of small RNA next-generation sequencing with
and without isolation of small RNA fraction. BioTechniques, Vol. 60, No. 6, June
2016, pp. 273-278, Impact Factor: 2.95

Balint Jeannette, Kis Andras, Taller Dénes, Nagy Tibor, Barta Endre, Molnar
Janos, Tusnady E. Gabor, Marincs Ferenc és Havelda Zoltan (2015), Az RNS
interferencia szerepe a nodvények patogenekkel szembeni védekezésében és a
fejlédésbiologiai folyamatokban. NOVENYVEDELEM, 51 (12): 539-549
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

51 WDV rezisztencia mesterséges miRNS alkalmazasaval
5.1.1 Arpa hvu-miR171, mint mesterséges miRNS prekurzor

Az amiRNS technologia virusokkal szemben torténd felhasznédlasanak egyik
sarkalatos pontja a miRNS prekurzor kivélasztasa. Az egyes prekurzorok kiillonb6z6
miRNS expressziét biztositanak és a végrehajtdé komplexbe (RISC) torténd
beépiilésiikben és ebbdl adoddan a csendesités hatékonysdgaban is kiilonbségek
lehetnek.

A harom izolalt arpa prekurzor kozil kettdé esetben tudtunk northern
hibridizacidval kimutatni miRNS felhalmozddast. A 159-es miRNS esetében nem
csak a 21 nt-os tartomanyban detektaltunk kis RNS-t, amely hatranyos tényezé abbol
a szempontbdl, hogy a felhasznalni kivant PTGS atvonalon a 21 nukleotidos miRNS-
ek a bioldgiailag aktivak. A kiilonb6zé6 mas méretli (22-24 nt) kis RNS-ek
biogenezise csokkenti a szdmunkra hasznos (21 nukleotidos) kis RNS-ek
mennyisegét. A 397-es miRNS éréset nem tudtuk igazolni az altalunk izolalt
prekurzorrol. A kés6bbiekben kidertilt, hogy a 397-es miRNS esetében a miRBase
adatbézis téves szekvenciat kozolt (3 nukleotid elcsiszas 5’ iranyba), ezért az arra
tervezett DNS oligoval valosziniileg nem tudtuk kimutatni a prekurzorrdl érd
tényleges 397-es miRNS-t.

Az arpa hvu-MIR171-es miRNS gén prekurzora kisérleteink alapjan kivaldan
alkalmasnak bizonyult a mesterséges miRNS-kent torténé felhasznalasra. A 10
atalakitott prekurzor kozil 7-nél tudtunk mérheté amiRNS jelet kimutatni a northern
hibridizaciok alkalmaval és a 6 esetben pedig az amiRNS-ek bioldgiai aktivitasat is
bebizonyitottuk. Hozza kell tenniink, hogy nem minden miikodé amiRNS-t tudtunk
kimutatni kis RNS northern hibridizacioval, ami a kis RNS diagnosztizalo rendszer
gyengeségének tudhatd be. Ezért a jovében — ahogyan azt mér a transzgénikus arpa
névényeknel is tettiik — fontosnak tartjuk a kis RNS-ek kémiai keresztkotésekkel
(Pall et al., 2007) tortén6 membranra rogzitését, illetve a sokkal érzekenyebb
kimutatast lehetévé tevd, kereskedelemben forgalmazott kis RNS hibridizacios
puffer (ULTRAHyb-Oligo; Ambion Inc., Austin, TX, USA) hasznalatat.

Eredményeink azt igazoljak, hogy az &rpa hvu-miR171-es miRNS prekurzor

kivaléan alkalmas akar harom kiilonb6z6 amiRNS egyszerre torténd

60



10.14751/SZIE.2018.030

expresszaltatasara policisztronikus konstrukcioban. A virus mutaciokkal torténd

rezisztencia torésenek elkertlése szempontjabdl ez fontos kritérium.

5.1.2 Az amiRNS-ek &ltal nyujtott rezisztencia korlatai

Az eredményeinkb6l azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a policisztronikus
konstrukciérdl kialakuldo amiRNS-ek expresszidja negativ korrelaciot mutat a WDV
szisztemizalodas mértékével. Mivel a bejutott virus DNS genomokat a rendszer nem
képes degradalni, csupan a roluk képz6do replikdz RNS-eket, ezért bizonyos id6
elteltével magasabb kezdeti amiRNS szint mellett is (VB9, VB10 vonalak) képes
lehet a virus a szisztemizalodasra.

Ugy gondoljuk, hogy az altalunk hasznidlt WDV fertézési rendszer
meglehetésen ,tulméretezett” a természetes korilményekhez képest, hiszen a
szantofoldon nem feltétlenul toltenek el a vektorok egy adott novényen 7 teljes
napot, tehat egységnyi idé alatt egy novénybe kevesebb virus genom juthat be
szantofoldi kortlmények kozott. Ezért mindenképpen érdemes lenne a jovOben a
novenyek szantofoldi kiprobalasa, természetes fertézési és id6jarasi korlilmények
kozott. De tekintve, hogy ezek a vonalak tébbszorosen is a GMO-k hataskorébe
tartoznak (policisztronikus amiRNS és a hygromycin rezisztencia gén), valosziniileg
hazédnkban nem lesz kivitelezhet6 ez a kisérlet a kozeljovében.

Bar az amiRNS-cknek nagyon kis eséllyel lehetnek magasabb rendi
¢l6lényekre gyakorolt kdzvetlen hatéasaik, a jovoben egy bioinformatikai analizissel
érdemes lenne megvizsgalni az esetleges human vagy allati amiRNS-célszekvencia
kapcsolatokat, illetve az amiRNS-ek jelenlétét az érett szemtermésben. Ezen kivil
megfontolandd lenne egy olyan promoter szekvencia hasznalata, amely lehet6vé
teszi, hogy az amiRNS expresszié a magban ne torténjen meg. Konkrét példaval élve
a kukorica leguminl gén trunkalt iranyité szekvenciaja (LEG6) kivalo valasztas
lehetne. A promoter segitségével, rizsben végrehajtott GUS riporter feheérje
expresszié bizonyitotta, hogy az irdnyitdé szekvencia a ndvény minden
szovetrészeben aktiv, kivéve a generativ részeket (virdgzat, embrio, endospermium)
(Dong et al., 2015).

5.2  Buza kis RNS konyvtarak eléallitasa

Uj miRNS-ek és prekurzoraik illetve a miRNS-ek célszekvenciainak felfedezése nem

csak a fejlédésbiologiai ismereteink bovitését szolgalhatja, hanem a mesterséges
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MiRNS-sel tortén6 RNS csendesitési eljarasok eszkozrendszerét is bovitheti és
hatékonyabba teheti.

A baza (Triticum aestivum L.) kivalo alany arra, hogy Uj miRNS prekurzorokat
keressiink, mivel genomja (2n=6x=42, AABBDD) harom kiilonb6z6 faj kromoszéma
készletébol tevodik Ossze, aminek kovetkeztében potencialisan tobb kiilonb6z6

mMIRNS prekurzort is tartalmazhat.

5.2.1 Buza kis RNS konyvtarak minéségi jellemzése

A két modszerrel (total RNS-bél (T) és tisztitott kis RNS frakciobol (P)) elkészitett
kis RNS konyvtarak kozott meglehetésen nagy mindségi  Kkilonbségeket
tapasztaltunk. Ezek az eltérések foként abbdl adoédhatnak, hogy a 15-30 nukleotid
nagysagu kis RNS-ek gélbdl torténd visszaizolalasaval a rendszerbdl eltavolitottuk a
kiilonb6z6 kis sejtmagi RNS-eket (>60 nukleotid), illetve az RNS tisztitas soran
keletkez6 kiilonb6z6 méretii RNS térmelékek nagy részét, melyek lekotik a kis RNS
konyvtarak készitése soran hasznalt adapter szekvenciakat, gyengitve ezzel a
rendszer érzékenyseget. Ezt tlkrozi, hogy a tisztitassal készitett konyvtarak (P)
esetében mintegy 68%-kal tobb potencialis, egyedi miRNS szekvenciat tudtunk
azonositani, mint a direkten totdl RNS-bol készitett konyvtaraknal (T).

A kis RNS konyvtadrak mennyiségi validalasara vegzett northern hibridizacio
eredménye nem minden esetben tamasztotta ala a bioinformatikai elemzést. Ezek a
kilénbségek részben talan arra vezethet6k vissza, hogy a 10 napos kis RNS
konyvtarak esetében a szlirések soran sokkal kevesebb transzfer és riboszomalis RNS
szekvenciat kellett eltavolitanunk, mint a 20 és a 30 napos mintdknal (6. sz.
Melléklet). Bar a kis RNS konyvtarakat ujra normalizaltuk a szlirt adatokra, de az
eredmények sajnos igy sem tikrozték a northern hibridizacio eredményét. Mivel a
rendszer feltehetden nem képes minden transzfer és riboszomalis RNS szekvenciat
eltavolitani eléfordulhat, hogy a 20 és 30 napos mintdknal 1ényegesen tobb ilyen
szekvencia maradt a rendszerben, mint a 10 naposokndl. Hozz4 kell még tenniink azt
is, hogy nem vizsgaltuk meg, hogy a rendszer tartalmaz-e esetleg olyan
szekvencidkat, amelyek 1-2 nukleotidos eltéréssel megegyezhetnek a vizsgalt
miRNS-sel, amikkel a miRNS-ekre specifikus probak még képesek lehetnek
hibridizalni.

Mindezek kovetkeztében a jovoben elengedhetetlennek tartjuk a nyers adatok

megfeleldé normalizalasat ¢és az elemzésekkel feltart biologiai Osszefliggések
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kisérletes munkaval (northern hibridizacio, Real-time PCR) torténé validaciojat,
illetve hogy egy in silico analizissel kiszirjiik az adott miRNS-sel hasonldsgot
mutatd (1-2 nukleotid eltérés) kis RNS-eket, amelyek torzithatjdk a northern

hibridizacio eredmenyét.
5.2.2 Uj baza miRNS prekurzor amiRNS expresszaltatasra

A WDV-re tervezett amiRNS-eket gy hoztuk létre, hogy azok nem csak a WDV
arpa tOrzseire, hanem a buzat fert6zd torzsekre is alkalmasak legyenek, ezért a
késObbiekben szeretnénk a rendszert buza novényben 1is I1étrehozni némi
modositassal. Kisérleteink soran kideriilt, hogy a virus-specifikus amiRNS-ek
mennyisége forditott aranyban van a virdlis cél RNS-sel, amelyb6l az kovetkezik,
hogy az amiRNS-ek mennyiségét lehetéség szerint maximalizalni kell. Az amiRNS-
ek expresszidjat két fo tényezé befolyasolhatja: a transzkripcid szintjét és helyét
meghataroz6 promoter szekvencia, illetve a felhasznalt miRNS prekurzor
szekvencia, amely az adott amiRNS processzi¢jat hatarozza meg. Mivel az iranyitd
szekvenciadk tekintetében tul sok vélasztasi lehetdéség nem akad, érdemes olyan
miRNS prekurzort valasztani, amely hatékony processzidja réven adott transzkripcio
mellet is magasabb amiRNS szintet biztosit.

A tae-2187-es azonositoval ellatott miRNS szintje minden egyes kdnyvtarunkban
a masodik vagy a harmadik helyet foglalta el, amely azt is feltételezheti, hogy egy
igen jol processzalodo prekurzorrol alakul ki. A miRNS prekurzorait azonositottuk a
buza két genomjan (B és D). A jovOben szeretnénk a két prekurzort DNS szinten
izolalni, megvizsgalni az altaluk biztositott kis RNS felhalmozodas szintjét 35S
prométerrel meghajtott konstrukcioban, illetve meg szeretnénk vizsgalni amiRNS
atalakitasra vald alkalmassagukat.

A prekurzorok méretik alapjan mindenképpen alkalmasnak mondhatdk
mesterséges MiRNS-sé torténd atalakitasra és az expresszidjuk is azt sugallja, hogy
egy meglehetésen jol processzalodd miRNS-r6l lehet sz6. Ugyanakkor fontos
megjegyezni, hogy a prekurzorrél éré miRNS szekvencia 'C’ kezdé nukleotiddal
rendelkezik, amely tulajdonsagabol fakadéan nagyobb esellyel épul be a szintén
PTGS utvonalat kiszolgdlo AGO5 fehérjébe (Mi et al., 2008), ami féként az
antiviralis géncsendesitésben, de kiilonb6z6 fejlodési folyamatok szabalyozéséban is
szerepet jatszik (Vaucheret, 2008).
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Természetesen a feltételezést, hogy a tae-2187-es miRNS az AGO5 fehérjébe
épul be kisérletekkel (immunoprecipitacid, northern hibridizacio, stb.) igazolni kell.
Erdemes lenne megvizsgalni, hogy mi torténik, ha a virus-specifikus amiRNS-ek
'C’-vel kezdédnek és nem ’U’-val, aminek kovetkeztében egy masik PTGS
utvonalon keresztiil hozhatjak létre a géncsendesités folyamatat. Hozzatéve, hogy az
U’-val kezd6d6 kis RNS-ek az AGO1-be épllnek be, aminek mennyiségét a
miR168-as MIRNS szabalyozza szintén a PTGS utvonalon keresztiil. Kimutattak,
hogy a 168-as miRNS szintje a virus fert6zés hatasara megemelkedik, csékkentve
ezzel a viralis védekezésben is résztvevé AGOL fehérje szintet (Varallyay et al.,
2010). Az AGOS5 fehérje expresszidja Arabidopsisban mérve a levélben, szérban
meglehetdsen alacsony, foként a generativ szervekben taldlhatdé meg nagyobb
mennyisegben (Mallory és Vaucheret, 2010). Ugyanakkor Cucumber mosaic virus
(CMV) és Potato virus X (PVX) fert6zott Nicotiana benthamiana és Arabidopsis
thaliana novényekben megemelkedik az AGO5 szintje és a virdlis SiRNS-ek

megkotésével részt vesz a virus csendesitésben (Brosseau és Moffett, 2015).
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6. OSSZEFOGLALAS

A globalis klimavaltozas hatasara megndvekedett biotikus stressz az egyik
legnagyobb kihivast jelenti a ndvénytermesztésben vilagszerte. A magasabb
hémérséklet és az elhtizodod Oszi és tavaszi klimaviszonyok kedvezden hatnak a
virusbetegségek kialakulasara. Ez a jelenség kulondsen igaz a rovarok Aaltal
kozvetitett virusbetegségek esetében, ahol a felmelegedés kovetkeztében a
rovarvektorok migracios potencialja is megnovekedett. A blza torpilés virus
(Wheat dwarf virus — WDV) egy gazdasagilag jelent6s, kabdcak altal terjesztett DNS
virus, amely a Mastrevirus nemzetséghez (Geminiviridae csalad) tartozik. Az egyes
WDV torzsek fertézése arpan jellegzetes sarguldsos, torpuléses tinetekkel jar, ami
jelentOs terméskieséshez vezet.

Mivel a virussal szemben nincs megfelel6 rezisztenciaforras, elengedhetetlen
egy biotechnoldgiai védekezés kidolgozasa, amely hatékony és biztonsagos
immunitast biztosit a WDV torzsek széles koréhez. Ezért egy arpa miRNS prekurzort
(hvu-miR171) felhasznalva, mesterseges miRNS-eket (artificial mMiRNA — amiRNS)
terveztiink, melyek a WDV torzsek kiilonb6z6 konzervativ szekvencia elemeit
celozzdk meg. A potencialis amiRNS szekvencidkat ugy valasztottuk ki, hogy azok
nem Kkivant géncsendesitési hatdsa minimalis legyen az &rpa ndvenyben. Egy
tranziens szenzor rendszerben is megvizsgaltuk Oket, hogy kivalasszuk kozulik
azokat, melyek alacsony hémérsékleten (12-15 °C) is hatékony csendesitést
biztositanak. Mindezek alapjan épitettink egy harom amiRNS-t egyszerre
expresszald, polycisztronikus amiRNS prekurzor konstrukciot (VirusBusterl71). A
konstitutivan meghajtott konstrukcioval arpat transzformaltunk. A transzgenikus
vonalakat 12-15 °C-on fertéztiik meg, amely imitalja az Oszi és a kora tavaszi
szantofoldi allapotokat, amikor a jelentésebb WDV fert6zések bekdvetkeznek.
Sikertlt Iétrehoznunk egy olyan arpavonalat, amely teljes rezisztencidt mutatott a
rovar-kozvetitett WDV fertézéssel szemben. Munkank soran bebizonyosodott, hogy
az amiRNS technologia kivalo eszkdz lehet arra, hogy hatékony rezisztenciat érjink
el a Geminiviridae csaladba tartozé DNS virusokkal szemben is.

A modszer alapjat képezd, a ndvény genomjabol izolalt miRNS prekurzorok
szerkezete nagyban meghatarozza a bel6liik kialakuld6 miRNS-ek mennyiségét, ezért
az 1) miRNS prekurzorok keresése ebben a témakorben is nagy jelentdséggel bir.
Mindezek figyelembevételével munkénk sordn blza kis RNS konyvtarak
felhasznalasaval azonositottunk olyan miRNS-eket és azok prekurzorait, melyek
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mennyiségiikbol adodoan feltehetden megfelelnek ezeknek a kritériumoknak és a

jovoben felhasznalhatjuk 6ket mesterséges miRNS-sel torténd géncsendesitésre.

SUMMARY

Increasing biotic stresses imposed by climate change are major challenges for
worldwide crop production. Warmer autumns and springs have a positive effect on
the development and spread of plant diseases, which presents severe problems in
crop production. Wheat dwarf virus (WDV) is an economically important,
leafhopper-transmitted DNA virus belonging to the Mastrevirus genus
(Geminiviridae family). Infection of WDV strains on barley causes typical yellowing
and dwarfing symptoms of the plants and imposes severe economic loss in crop
production.

Since the natural resistance resources against this virus are limited, it is
indispensable to elaborate a biotechnological approach that provides effective and
safe immunity to a wide range of WDV strains. We designed artificial miRNAs
(amiRNAs), utilising a barley miRNA precursor backbone (hvu-miR171), targeting
different conservative sequence elements of the WDV strains. Potential amiRNA
sequences were selected to minimise the off-target effects and tested in a transient
sensor system to select the most effective constructs at low temperature (15 °C).
Based on the gained data, a polycistronic amiRNA precursor construct
(VirusBuster171) expressing three amiRNAs simultaneously was built. The construct
was transformed into barley under the control of a constitutive promoter. The
transgenic lines were kept at 12-15 °C simulating the autumn and spring conditions
when major WDV infection and accumulation occur. We could establish a stable
barley transgenic line displaying resistance to insect-mediated WDV infection. Our
work demonstrates that the amiRNA technology can be an efficient tool to introduce
highly efficient resistance in barley against a DNA virus belonging to the
Geminiviridae family and that this resistance is effective at low temperature where
the natural insect vector mediates the infection process.

The structure of the miRNA precursors isolated from the genome of the plant largely
determines the amount of miRNAs; therefore, the search for new miRNA precursors
is of great importance. In the light of these considerations, we have identified
miRNAs and their precursors using wheat small RNA libraries that are expected to
meet these criteria and may be used in the future for gene silencing with artificial

miRNA.
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8. MELLEKLETEK

1. sz. Melléklet: A felhasznalt oligonukleotidok jegyzéke

Név

Szekvencia (5" - 3"

hvu-MIR171F

CGTGGTACCGACAAGAGGAGGATGCTGAAACG

hvu-MIR171R

GCATCTAGAGAACACATGCGTGCATGAAAGAG

hvu-MIR171MODF

CGTGGTACCGACAAGAGGAGGATGCTGAAACGGTCACCATGATGTTGGC

hvu-MIR171MODR

GCATCTAGAGAACACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAAGATATTGGCAC

hvu-MIR159aF

CGTGGTACCCGTAGATCTCGGTTCTTCTCTG

hvu-MIR159aR

GCATCTAGAAGTTCAAGCTCAAGGAGAGATC

hvu-MIR397aF

CGTGGTACCATGATTCCTGCTTGCGTCTAC

hvu-MIR397aR

GCATCTAGAGTACAGTAGCTGATGAACGCC

miR159 det CAGAGCTCCCTTCAATCCAAA (LNA oligd)

miR171_det TCTGAGTGAGTCGAGCCAACA (LNA oligo)

miR397 det CATCAACGCTGCACTCAACGG

amiR1F AACGGTCACCATCAGGTTCCGAGTATATTGCAAGACCACGCC

amiR1R CACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAACAGGTTCCGTGTCTATTCCAAGAACCGCCG
amiR2F AACGGTCACCATGGATGATTACTCAAGGACTCAGACCACGCC

amiR2R CACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAAGGACGATTATTCCAGGAGTCAGAACCGCCG
amiR3F AACGGTCACCATGAGTGGGGATCAATCGTCGCAGACCACGCC

amiR3R CACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAAGAGTGGGGAACATTCGTAGCAGAACCGCCG
amiR4F AACGGTCACCATCTCTACTCCTTATGCCTGGAAGACCACGCC

amiR4R CACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAACTCTACTCCGTAAGCCTCGAAGAACCGCCG
amiR5F AACGGTCACCATCTACTACAAGAGACTAGCTGAGACCACGCC

amiR5R CACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAACTACTACAACAGCCTAGTTGAGAACCGCCG
amiR6F AACGGTCACCATGTCGGATTAGATATACTGTAAGACCACGCC

amiR6R CACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAAGTCGGATTACATGTACTCTAAGAACCGCCG
amiR7F AACGGTCACCATCCTCTTCCTTACTTATCGTCAGACCACGCC

amiR7R CACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAACCTCTTCCTAACATATCCTCAGAACCGCCG
amiR8F AACGGTCACCATGGATCACCAGATATGCAGGTAGACCACGCC

amiR8R CACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAAGGATCACCACATCTGCACGTAGAACCGCCG
amiR9F AACGGTCACCATCGATCCCGGTTCATCCGCCTAGACCACGCC

amiR9R CACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAACGATCCCGGGTCCTCCGACTAGAACCGCCG
amiR10F AACGGTCACCATGTAGTACACGGGACAGAGCAAGACCACGCC

amiR10R CACACGCGTGCATGAAAGAGCACCAAGTAATACACCGGCCAGACCAAGAACCGCCG
amiR1ldet CAGGTTCCGTGTCTATTCCAA

amiR2det GGACGATTATTCCAGGAGTCA

amiR3det GAGTGGGGAACATTCGTAGCA

amiR4det CTCTACTCCGTAAGCCTCGAA

amiR5det CTACTACAACAGCCTAGTTGA

amiR6det GTCGGATTACATGTACTCTAA

amiR7det CCTCTTCCTAACATATCCTCA

amiR8det GGATCACCACATCTGCACGTA

amiR9det CGATCCCGGGTCCTCCGACTA

amiR10det GTAATACACCGGCCAGACCAA

amiR1l-5targetF

CAGGTTCCGTGTCTATTCCAAGGACGATTATTCCAGGAGTCAGAGTGGGGAACATTCGT
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amiR1-5targetR

TCAACTAGGCTGTTGTAGTAGTTCGAGGCTTACGGAGTAGAGTGCTACGAATGTTCCCC

amiR6-10targetF

GTCGGATTACATGTACTCTAACCTCTTCCTAACATATCCTCAGGATCACCACATCTGCA

amiR6-10targetR

TTGGTCTGGCCGGTGTATTACTAGTCGGAGGACCCGGGATCGTACGTGCAGATGTGGTG

WDVrepF TGATCTAGAATGGCCTCTTCATCTGCACCCAGGTTCCGT
WDVrepR TAAGTCGACCTGCGAAGCAGTGACATTTTCGCCGAAGGC
WDVrepDetF CGCCTTGGACTCTCTTCGCAC

WDVrepDetR GACGGATAGACCATTCAAACG

NOSF TGAGGTACCTCGTTCAAACATTTGGCAAT

NOSR TCAGAGCTCACCCGATCTAGTAACATAGA

hygF CTGAAACCGAACTGCCCGCTG

hygr ACCAATGCGGAGCATATACGCC

UbiDetF AACCAGATCTCCCCCAAATC

UbiDetR AAACCAAACCCTATGCAACG

tae-miR9655_det |GTTGGCTACTTCCTTCCCTTG
tae-miR9662a_det | CGGTGGCTCTGGGATGTTCAA

tae-miR9678_det | ACAGTGTATGTCCCTCGCCAGA

tae-miR397_det | GTTCATCAACGCTGCACTCAA

miR164 det

TGCACGTGCCCTGCTTCTCCA (LNA oligo)

tae-2187

GCACCAGTCGACGGAGCCGCG

A tablazatban az alahuzott nukleotidok a restrikcios enzimek felismero helyeit

jelolik.
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2. sz. Melléklet: Bakterialis taptalajok es pufferek
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LB (pH: 7,2) mennyiség/I YEB (pH: 7,2) mennyiség/I
Eleszt6 kivonat 59 Eleszt6 kivonat 1lg
Tripton 10¢g Szarvasmarha 59

kivonat
NaCl 10g N-Z-Case Plus 59
Kanamycin 50 mg D-szachardz 59
Rifampicin 25 mg
Kanamycin 50 mg

Szilérd taptalajokhoz hozzaadva 15 g bakteriolOgiai agar.

mennyiség/|
10 x TBE (pH: 8,8) YIseg
Tris base 1629
Borsav 2759
Na,EDTA x 2H,0 95¢g
10 x MAE mennyiség/I
MOPS (pH: 7,0) 20939
Na-acetéat 3,28 g
EDTA 1,469
Church puffer mennyiség
EDTA (pH: 8,0) 1 mM
NaPi 05M
SDS 7% (W/v)
BSA 1% (wiv)
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3. sz. Melléklet: Arpa transzformaciohoz hasznalt taptalajok (1 liter)

77

CI-0 mennyiseg/l | CI-50 mennyiseg/|
MS (Duchefa, M02221) 4,3 g| MS (Duchefa, M02221) 43¢
réz 1,25 mg|réz 1,25 mg
kazein hidrolizatum 1g | kazein hidrolizatum 1g
myo-inozitol 250 mg | myo inozitol 250 mg
thiamin 1 mg | thiamin 1mg
prolin 690 mg | prolin 690 mg
malt6z 30 g | maltdz 30¢g
dicamba 2,5 mg | dicamba 2,5mg
gelrite 3,5 g | gelrite 350
hygromicin 50 mg
cefaotoxim 300 mg
TR-50 mennyiség/l | RG-0 mennyiség/|
MS (Duchefa, M0238) 2,7 g | MS (Duchefa, M0238) 2,70
réz 1,25 mg | NH4ANO3 165 mg
NH4NO3 165 mg | myo inozitol 100 mg
myo inozitol 100 mg | thiamin 0,4 mg
thiamin 0,4 mg | glutamin 750 mg
glutamin 750 mg | maltéz 20 g
malt6z 20 g | gelrite 359
2-4-D 2,5mg
BAP 0.1 mg
gelrite 354
hygromicin 50 mg
cefaotoxim 300 mg
pH: 5,8
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4. sz. Melléklet: A kivalasztott WDV célszekvenciak 6sszehasonlitasa 5 arpa és
5 baza WDV torzzsel, a replikaz (A) és a mozgasi fehérje (B) génre
A. Replikéz gén (Rep/RepA) dsszehasonlitas

At747816_B_Rep
FJ546193_B_Rep
FJ620684_B_Rep
AN296024_H_Rep
FH933833_B_Rep
FH939832_B_Rep
ANI22262_B_Rep
FH210034_B_Rep
HG422317_H_Rep
FNBOG786_H_Rep
FNBOG785_H_Rep

AN747816_B_Rep
FJ5d6193_B_Rep
FJszosvu.Rw
AM29602

FIIS!BB33 Bjell
FI1999832_B_Rep
RAH922262_B_Rep
FH210034_B_Rep
HGA22317_H_Rep
FNB06786._H_Rep
FNBO6785_H_Rep
JU6d7462_H_Rep
JU647496_H_Rep

aniR8

[»

10 20 30 a0 50 B0 0 80 S0 100 110 120 130

ATGGCCTCTTCATC TMRCEE"EG T TEEG T ET E T RT T EERRRI’REETE T TDE T ﬁﬁl: H T ﬁ T EC T mIlI'MR'IEC TAGAGCCACAGTACGCCTTGGACTCTCTTCGCACTCTCT TGGCCARATATGRAACCTC
ATGGCCTCTTCATCTGCACC! TAGAGCCACAGTACGCCTTGGACTCTCTTCGCACTCTCTTGGCCARATATGRACCTC
RTGGECTCTII.‘IITETERECERGETTE[GTETE TRTT[CRRRTREETET TEETHRE RTHTECT[RMIIR'ICETHERECEHCNEIHEGL‘CT]GB!CI TCTTCGCACTCTCTTGGCCARATATGRACCTC
ATGECCTCTTCATCTGCACCCAGGTTCCGTGTCTATTCCARRTACCTCTTCCTAACATATCCTCARTGCATCCTAGAGCCACAGTACGCCTTGGACTCTCTTCGCACTCTCTTGGCCARATATGAACCTC
ATGGECCTCTTCATCTGCACCCAGETTCCGTGTCTRTTCCARRTACCTCTTCCTARCATATCCTCARTGCATCC TRAGAGCCACAGTACGCCTTGGACTCTCTTCGCACTCTCTTGGCCARATRTGRACCTC
ATGGCCTCTTCATCTGCACCCAGETTCCGTGTCTATTCCAARTACCTCTTCCTAACATATCCTCARTGCATCC TAGAGCCACAGTACGCCT TGGACTCTCTTCGCACTCTCTTGGCCARATRTGRACCTC
Hmﬁtm[:n[:nn:Tl]:nl:l:l:nﬁmn:l:m GICTATTCCAARTACCTCTTCC mm: RTII n:l:I l:mlmcnl[:l:Trlimil:l:nml:mmm:n[ilsﬂ[:l[:lm TCEEEETETIEEEHHIHIEHEETE

CAGGTTCCGTGTCTATTCCARRTACCTCTTCCT LTAGAGCCACAGTACGCCTTGGACTCTCTT TATGRACCTC
HTGBCUCT TCIITETIIRCCCRGGTICCGT GTCTATTCCARGTACCTCTTTC mm: FlTﬁ TCC'I EHMGTMCCTTGRGEERMEIHEGDCTYGNTICKST TCGCN:TCTCTTGMCMMHIGMDCCE
ATGECCTCTTCATCTGCACCCAGETTCCGTGTCTATTCCAAGTACCTCTTTCTAACATATCCTCARTGTACCC T TGAGCCACAGTACGCCTTGGATTCACTTCGCACTCTCTTGRACARATATGAGCCCC
ATGGCCTCTTCATCTGCACCCAGETTCCGTGTCTATTCCARGTACCTCTTTCTARCATATCC TCARTGTACCCT TGAGCCACAGTACGCCTTGGATTCACTTTGCACTCTCTTGRACARATATGAGCCCT
ATGGCCTCTTCATCTGCACCCAGGTTCCGTGTCTATTCCARRTACCTCTTCCTAACATATCC TCARTGTACCCT TGAGCCACAGTACGCCTTGGATTCACT TCGCACTCTCTTGRAACARATATGAGCCCT
HTEEIETETTEIIT[Tmﬂ[ﬁgagg{}ggg?g}g FRHEEESETHEEIET TTCTAACATATCCTCARTGTACCCTTGAGCCACAGTACGCCTTGGATTCACTTCGCACTCTCT TGRARCARATATGAGCCCC

CCTCTTCCTAACATATCCTCA
atggectetteatct gcaccCAGGTTCCGTGTCTATTCCAR, LaCCTCTTeCTARCATATCCTCAaLg. ., ot 3 t atatga,ce.c

JEi 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

TGTRCATAGCTGCAGT ACATCTGCAC TCETGCT TGGTAT
TGTACATAGCTGCAGT rnliGliﬁrI:Tl:[:lI:-lnlimnr.nrl:m:l:m:nn:T El: nl:ﬁrri:Tl:[ﬂl:imHml:nHli[:I Tl:liTm:nu:nIl:ll:mm[:l:l:ﬁnTlich:Ttml:RITMIHTEHII:II:HI[:II:EHTI
TGTACATAGC TGCAGT TRGGGARC ACATCACCATT
TGTACATAGC TGCAGT THEGMMTECKMHMTGG"TCHCCRCMCT GEIICBTNTEGTGUIHMC"HGCT TI:GTﬁC"DCHiCMNHYCECMTGCTCTCRIIRTTGGTHTGHMMHICKUITI
TGTACATAGC TGCAGT TAGGGARC TCCACGARGATGGATCACCACATC TGCACGTACTCGTGCARRACARGCTTCGTGC TTCCATCACCARTCCCAATGCTCTCARCAT TGGTATGAACACAT!
TGTRCATAGE TGCAGT TAGGGARC TCCACGARGATGGATCACCACATC TGCACGTRCTCGTGCARRAGARGC T TEﬁTﬁET'lEERl'l:EEIR1CEERITEC1EERERTTMTHMHEIRIC[EI
TGTACATAGC TGCAGT TAGGGARC TCCACGARGATGGATCACCACATCTGCACGTACTCGTGCARAACARGCTTCGTGCTTCCATCACCARTCCCARTGCTCTCARCATTGGTATGAACACATCACCATT
TGTACATAGC TGCGG T TAGGGARCTCCACGARGATGGATCACCACATCTGCACGTACTCGTGCARRACARGCTTCGTGCTTCCATCACCARTCCCARTGCTCTCARCATTGGTATGRACACATCACCATT
TCTACATCGCTACTGTTAGAGAGC TCCACGARGATGGATCACCACATC TGCACGTTCTCGTGCAGARCARGCT TCGTGCTTCCATCACCARTCCCARTGCTCTTARCCTCCGTATGGATACATCTCCATT
TCTACATCGCTGCTGTTRGAGAGCT! ECMMRGRTGE" rmccnmc TGCACGTTCTCGTGCAGRAACARGCT TCGTGCTTCCATCACCARTCCCARTGLTCT IRMCTCEGTRTGERTIRTCICMT T
TCTACATCGCTGCTGT TRGAGAGC TCCACGAI CACATCTGCACGTTCTCGTGCAGAACARGCTTCGTGCTTCCATCACCARTCCCARTGCTCTTARCCTCC ACATCTCCATT
TCTMRTCGCTGC'GTTﬁliﬂliﬂBCTCCmGﬂﬁliﬂ'lGEﬁTtﬂCCRtnTCTGE ICGT ARGCTTCGTGET TC IIRMCTCCGTRTGEWMNCICWTI
TCTRCATCGCTGCTGT TAGAGAGCTCCACGARGATGGATCACCACATCTGCACGTTCTCGTGCAGRACARGCTTCGTGCTTCCATCACCARTCCCARTGCCTTRAARCCTCCGTATGGATACATCTCCATT
GGATCACCACATCTGCACGTR

t.tacat. got. tt TGCACGT: EL t..gtat t Lt
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aniR3

?61 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 35'.1
TTCATTTTTTCATCCTARCAT TCARGCTGCCARAGACTGCAACCARGT TCGTGAT TACATCATGARGGAGET TGAC TCCGATGTCARCACGGEC TGAGTGGGEARCAT TCGTAGCAGT TRCCACTCCGGGT
TTCATTTTTTCATCCTARCAT TCARGCTGCCARAGACTGCAACCARGT TCGTGAT TACATCATGARGGAGGT TGACTCCGATGTCARCACGECTGAGTGGGGARCAT TCGTAGCAGT TACCACTCCGGGT
TTCATTTTTTCATCCTARCAT TCARGC TGCCARAGACTGCAACCAAGT TCGTGATTACATCATGARGGAGGT TGAC TCCGATGTCARCACGGEC TGAGTGGGGARCAT TCGTAGCAGTTACCACTCCGGGT
TTCATTTTTTCATCCTARCATTCARGC TGCCARAGACTGCARCCARGT TCETGATTACATCACGARGGAGGT TGAC TCCGATGTCARCACGGC TGAGTGGGGAACAT TCGTAGCAGTTACCACTCCEGGT
TTCR'I" TTTmTCCTﬁMHTTmHECTGIIRMIMCTECHMERRGTTCEl'GMmtlﬁtﬂﬂiﬂmmﬁﬁTTEMTCCMT&TERMNGMTGRE TGGGGMCRTTCETHGCRGTTNIHCTECMG'
CATTTTTTCATCCTARCAT TCARGC TGCCARAGACTGCAACCARGT TCETGAT TACATCATGARGGAGGT TGAC TCCGATGTCARCACGGL TGAI

nl:RInTnmTI:I:anl:nTTl:nHli[:IL:l:l:nnRm|:m|:nri:l:nnmTl:ﬁmmmcmcnmnmmﬁﬁnlirI:Tl:l:mTliIEHII:HI:GII:TEHI:TEL:E.I:HHERTII:l:mEl:nﬁnHl:Enl:Tl:[:Bi[il
TTCATTTTTTCATCCTARCAT TCARGCTGCCARAGACT GCAACCARGT TCGTGATTACATCATGARGGAGGT TGAC TCCGATGTCARCACGECTGAGTGGGGARCAT TCGTAGCAGTTACCH

ETI'ZEllTIITI[DITE[mﬁIHTHEIIHIEETEIIHIIRIIIEiE[HII[NEIﬂTCEIEIITTIIEIITIZHIIHIIEIIIEIEnI'iIIT[EL'ﬂTGI:mKZRCHEETGHIETEGBEHHERTI[ETEBCTGTHEIIHETIIMEI
C'lCDﬁTRTTCUITI:CMRI’RTHUIREC'IGIIRMMCTEEﬁMCRHGTTCEI’GRI'ml:nl'l:ﬂl:ﬁﬁmmﬁlﬂ'lﬁMTCCMTGCMMNRMTGHE TGGGGARCAT TCGTGGCTGTTTCARCTCCAGGT
CTCCATATTCCATCCAARTATACARGC TGCCARAGACGGCAACCARGT CGI’GRTTﬁCH’TEHmRIﬁMEETTEFITECEHTGEMMB‘EHECTGHE TGGGGARCATTCGTGGCTGTTTCARCTCCAGGT
CTCCATATTCCATCCAARTATACARGCTGCCARAGACTGCAACCARGT TCGTGATTATATCACGAAGGAGGT TGAC TCCGATGCARRCACAGCTGAGTGGGGARCATTCGTGGCTGTTTCARCTCCAGGT
ETEUITRTIISIJITEETﬂHIHTﬂWHECTEHHuﬂGﬂEIEEllNENHl.'ﬂTCGIGHTWCRTEFIIIEHWEIIIGEUEW:TIIEﬂTGTIHIIN:HIITGHETEGGGHHERTICETE[ITGTTTWHITECNGU

GRG TEGBEHHCRTI[ETH%H

te..b. Lt cat t L at. AT Lt L L
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?51 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 524.)
CGTRAAGACCGAGACGCGEGATATGARACAGATCATTGAGTCGAGTACC TCGAGAGRGGAATTTCTCAGCATGGTCTGCCATCGTTTTCCGTTTGARTGGTCTATCCGTCTGAARGAC TTCGRATACACTG
CGTARAGACCGAGACGCGGATATGARACAGATCAT TGAGTCGAGTACC TCGAGAGRGGAATTTCTCAGCATGGTCTGCCATCGTTTTCCGTTTGARTGGTCTATCCGTCTGARRGACTTCGRATACACTG
CGTARAGACCGAGACGCGGATATGARACAGATCAT TGAGTCGAGTACC TCGAGAGAGGAAT T TCTCAGCATGGTCTGCCATCGTTTTCCGT TTGARTGGTC TATCCGTC TGARRGAC TTCGRATACACTG
CGTARAGACCGAGACGCGGATATGARACAGATCATTGAGTCGAGTACC TCGAGAGAGGAATTTCTCAGCATGGTCTGCCATCGTTTTCCGTTTGARTGGTCTATCCGTCTGARRGACTTCGRATACACTG
CGTARAGACCGAGACGCGGATATGARACAGATCATTGAGTCGAGTACC TCGAGAGAGGAAT TTCTI:FIIIH'IEGTCTECCRTDG"TTCDGTYTMHIGGTCTH'ICCETCTMMMCTTEGMTKNTE
EGTMHI.‘.HECMEIMEEHTHTGHHHEHMTEHT TMETEHE'HECTCMMMEMT I'TCTI:FIGEH'IEI.‘-TI:TEI:I:NTEG‘I 'i' I'TCI:GT'I TMRIGI‘.I’I‘.TH'IEEETCTMMWETTEGMI’M
CGTRARGACCGAGAC GGCTTCG mn:m:Tli
CETHIRliHEEHEEEEEEHTHTIEHHHEHEITEHT TEHETEWEIHEETEBEIEHEEHHT TTI.TTEHIIHIG[iTElEEEHTﬂiT"TEWT]TIHHIEETL‘THICEETETHH"HE“EEHITEHITE
GATGCGGATATGAARRC GRAATCTTCTTCCTC TTCCGTTTGARTGGTCTATCCGTCTCAARGACTTCGRGTACACGG
CETMRGHECEI’EMBCEIEHTMGHIIHEHMTEHT Tmmcmmcncnﬁcﬁmam TIITIZHIIH'IEGTTTEEHRTDG"TTCDGTI TGARTGGTCTATCCGTCTCAARGACTTCGAGTACACGG
CGTARAGACCGTGATGCGGATATGARACAGATCAT TGAATCTAGTTCC TCTCGCGAGGAATTCCTCAGCATGGTTTGCAATCGTTCTCOGTTTGARTGGTCTATCCGTC TCAARGAC TTCGRGTACARGG
CGTARAGACCGTGATGCGGATATGRRACAGATCAT TGAATCTAGTTCC TCTCGCGRGGARTTCCTCAGCATGGTTTGCARTCGTTTTCCGTTTGARTGGTC TATCCGTC TCARRGAC TTCGRGTACACGE
CGTARAGACCGTGATGCGGATATGARACAGATCATTGAATCTAGTTCCTCTCGCGAGGAATTCCTCAGCATGGTTTGCARTCGTTTTCCGTTTGARTGGTCTATCCGTCTCARRGACTTCGRGTACACGE

RH747816_B_Rep
FJ546133_B_Rep
FJ620684_B_Rep

ep
FNB0G785_W_Rep
JQ647462 W _Rep
J0647436_H_Rep
anil
Consensus

o L te.agt.cete Lt ct Legt .t Lecgtel.aaagacttcga.bacac. g
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521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 = 640 650

CACGCCACCTATTCCCAGACCCAGTTAGCACTTACACACCTGAGTTTCCCATCGAGTCCCTCATGTGTCATGAGACCAT TGAARGC CGTARGCCTCGARTCATATAT

||.Lu||sm.|.u|.| TAGCACTTACACACCTGAGT TTCCCATE TTGRARGC [CGTARGCCTC

TAGCACT TACACACC TGAGT T TTGAARGC TARGCC

CIIEENEI-_lIlITEEEHEHCECWTIHECIITIHEHl:llEETmElTICECHIEHIEI'EECTCHIETET““EIEWEHTIEIIIHII ATCTCTACTYCGTARGCC TCGARTCATRCAT
CMECI:RCCTRlTCCmGﬁCCCNiTlﬂIIMTTﬂCﬂEﬁCCTEﬂElTICL'CHlCMGVCCCTCH‘G‘IGT‘:HIGMNIRTIGMHMTGMHMRTGRHNTCTCTRU CGTARGCCTCGARTCATACAT
CACGCCACCTATTCCCAGACCCAGT TAGCACT TACACACCTGRGTTTCCCATCGAGTCCCTCATGTGTCGTGRGACCAT TGAARGC TGEARRRRTGAACATCTCTACTYCGT CGARTCATRCAT
CACGCCACCTATTCCCAGACCCAGT TAGCACTTACACACCTGAGTTTCCCATCGAGTCCCTCATGTGTCATGRGACCAT TGARRGC TGGARRARTGATCATCTCTACTRCGT!

T TGARTT TTGAARGC THYG
CACGCCATCTATTTCCTGACCCAGTTGCCACTTACACACCTGAGTTTCCARCCGARTCACTCATT 1EEIHIElﬁII[HTIEMHEETEBIHMHTEHHEHTET[TREI CGTAHGC AT
CACGCCATCTATTTCCTGACCCAGTTGCCACTTACACACCTGAGTTTCCARCCGARTCACTCATTTGTCATGAGACCAT TGAARGC TGGAI ""TMEEET[MRI TATAT
CRACGCCATCTATTTCCTGACCCAGTTGCCACT TACACACCTGRGTTTCCARCCGARTCACTCATTTGTCATGRGACCAT TGAARGC CGTARGCCTCGARTCATATAT
CACGCCATCTATTTCCTGACCCAGTTGCCACTTACACACCTGAGTTTCCARCCGARTCACTCATTTGCCATGAGACCAT TGRAARGC rrTnnu:cTcuﬂnlcnrnrm
CRACGCCATCTATT! TGCCACTTACACACCTGAGTT T TTGAARGC TATACTRCGTARGCCTCH
CTCTACTRCGTARGCCTCGAR
cacgeea, ctatt ,ce, g L Lgagttt te.cteat b L L TCTRCTCGTARGCCTCGARLC, ta, at

—
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—
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CCTTTGTACTTCARCTCCTGCGGATARGGCCGTARCTGATT TAGAGTGGATGGACGAT TATTCCARGAGTCACCGGGACGECATARGTCCATCTACATCTGLGGTCCGACRAGRRCAGGARRGACTTCCT
ccrT TETHETYEHIT[EIEEEHTMMBCETHHCTEHT nﬂﬁnﬁ'lﬁﬂll’ﬁﬁltﬁﬂ TTATTCCH GHG'I CACCGGGACGGCATARGTCCATCTACATCTGCGGETCCGACRAGAACAGEAARGACTTCCT
CCTTTGTACT | IHI tncmr,mrmnnrncmcmmncnmmnnnmccr
CETTIETHI.TTEEIWC]EEEE‘THW&HHM‘]{I‘H I

CCTTTGTACT T ARG TGONTCGACGNTTN T CCrRGAGT CACCOGCACCOCATANGTCCATC IACATETGEGGTCCARCANGANCAGOAARGAL TTCET
CCTTTGTACT GAGTGGATGGACGAT TATTCCABGAGTCACCOGGACGECATARGTCCATC TACATCTGLGGTCCGACARGAACAGEARAGACTTCCT
CCTTTGTACT TGGA IGRGTGGATGGACGRT TATTCCABGAGTCACCGGGARGECATAAGTCCATATACATCTGLGGTCCGACARGRACAGEARAGACTTCCT
CCTTTGTACT Tagjon TTAT

CCTTTGTACTTCC A ATTATTCCARGAGTC TecT
G T TGTRTTCCRCYCCTGCGGATCRAGEGCRATC TGACY TRGAGTGORTOGALGA T TATTCCHLGA T CALCLGUAGGLATAAGTLCATCTACATL TOEUGULL ARCLAGARCRGGAARGALT TCT
CCTTTGTACTTCCACTECTGCGGATCARGEGCARTCTGACT TAGAGTGGATGGACGAT TATTCCABGAGTCACCOEGEAGECATARGTCCATC TACATCTGCGGGCCARCCAGRACAGGARAGACTTCCT
CCTTTGTACTTCCACTCCTGCGGATCARGEGCARTCTGACT TRGRGTGGRTGGACGAT TATTCCARGAGTCACCAGGGAGECATAAGTCCATC TACATCTGLGGGCCARCCAGAACAGGARAGALTTCCT
CCTTTGTACTTECACTECTGCGGATCARGCGCARTCTGACT GATTATTCCARGAGTCACCGEGGAGECATARGTCCATCTACATCTGCGEGCCARCCAGRAAC TTCCT

GGACGATTATTCCARGAGTCA
Lgatt GATTATTCCARGRAGTCAY L
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GGGCAAGATC TCTAGGGATCCACARC TACTACAACAGCCTAGT TGATTTCACGACCTATGACGTCARCGCCARGTRCARCATART TGACGACATTCCATTCARGT TCACGCCARACTGEARGTGCTTCGT
GGGCAAGATCTCTAGGGATCCACARCTACT m:nﬂtﬂm:l:mﬁn nnn'rcnnsncn:miﬁncl;icnﬁr.ﬁl:l:nnﬁml:nm:ﬁ'mnnmmntm TCCATTCARGT TCACGCCARRCTGEARGTECTTCGT
TCT IHHI Il.I.HIIl.IIHIlI
TCT I I|I|
GGGCACGATCTCTAGGGATCCACARCTACTACAACAGCCTAGTTGA’ 'lTCREEml:IRIGKGICMEEI.‘ERMTM.'HREﬂTﬂﬂﬂl'ﬂl.‘liﬂ[ﬂ'lTl.‘[mTCIIRETTCMEECMRCTEEMEIGETTCGI
GGGCAAGATC TCTAGGGATCCACARC TACTACARCAGCCTAGT TGATTTCACGACCTATGACGTCAACGCCARGTACARCATARTTGACGACATTCCATTCARGT TCACGCCARACTGEARGTGCTTCGT
GGGCAAGATC TCTAGGGATCCACARC TACTACAACAGCCTAGT TGATTTCACGACC TATGACGTCARCGCCARGTRCARCATART TGACGACATTCCATTCARGT TCACGCCARACTGEARGTGCTTC
TCT TRGTTGATT TATG TAAT TCCATTCARGT
TCT TAT TAATA TCCATTCRAAGT TCGT
GOGCRACGTCTCTAGGGACACATART AT IRTARCACTCTAGT T OATTTCACARCATATCACGTCRACECLARG TRTARTATCATCGACGACATTCCATTCAAGTTCACACLCARCTGORAGTOL TTCGT
GGGCAAGGTCTCTAGGGACACATART TATTATARCAGTCTAGT TGATTTCACARCATATGACGTCARCGCCARGTATARTATCATCGACGACATTCCATTCARGTTCACACCCARCTGEARGTGCTTCGT
GGGCACGGTC TCTAGGGACACACART TATT HTHRE&GICTNGT TGATTTCACARCATATGACGTCAACGCCARATATARTATCATCGACGACATTCCATTCARGT TCACACCCAACTGGAAGTGCTTCGT
GGECAAGETC TCTAGGGACACATART TATTATRACAGTCTAGT TGACTTCACARCATATGACGTCAACGCCARGTATAATATCATCGACGACAT TCCATTCAAGT TCACACCCAACTGEARGTGETTCGT
l:m:mcnnrnr-cmnunnn
gggea,g.totetaggga, ,ca,aacTAcTACRACAGECTAGT TGALELcae, ac, tat gacgt a,aa,at ,at ccattcasgtteac, ce gettegt

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

CGGGGCTCAGCGTGACTTCACCGTCARTCCTARGTACGGGARGCGARARATGATACGGGGTGGTATACCTTGCATCATTTTAGT TARCCCAGACGARGAT TGGCTCARGGATATGACTCCTGAACAGTCG
CGGGGCTCAGCGTGACTTCACCGTCAATCCTAAGTACGGGARGCGARARATGATACGGGEGTGGTATACCTTGCATCATTTTAGT TRRCCCAGACGARGAT TGGCTCARGGATATGAC TCCTGAACAGTCG
CGGGGCTCAGCGTGACTTCACCGTCAATCCTAAGTACGGGARGCGARARATGATACGGGGTGGTATACCT TGCATCATTTTAGT TRRCCCAGACGARGAT TGGCTCARGGATATGAC TCCTGAACAGTCG
CGGGGCTCAGCGTGACT TCACCGTCARTCCTAAGTACGGGARGCGARARATGATACGGGGTGGTATACC T TGCATCAT TTTAGT TARCCCAGACGARGAT TGGC TCARGGATATGAC TCCTGRACAGTCG
CGGGGCTCAGCGTGACTTCACCATCAATCCTAAGTACGGGARGCGARARATGATACGGGGTGGTATACCTTGCATCATTTTAGT TARCCCAGACGARGAT TGGCTCARGGATATGACTCCTGAACAGTCG
CGGGGCTCAGCGTGACTTCACCGTCARTCCTARGTACGGGARGCGARARATGATACGGGGTGGTATACCTTGCATCATTTTAGT TARCCCAGACGARGAT TGGCTCARGGATATGACTCCTGAACAGTCG
EEEEGUCMCGTEHE I'TCHIIETI:ﬂI"EI:TI'IHETHDGBGHNCGHMMTGHTHI’.EEEEIEE"‘"HECTIEEH‘ICH"T TMT]HKIIHEIIEEMERTTGEETEHMEHTNME]CETWHEHBTEG
AGC TCAGCGAGACTTCTCCGTCAATCCTAAGTACGGGARGH TGGTATACCTTGCATCAT T TRRCCCAGACGARGAT TGGCTCARGGATATGAC TCCTGRACAGTCG
Emﬁﬁl:r[:ml:lminl: rTI:RI:Lim[:mm:EnnnnTﬁmﬁmmmnmmmmRl:liﬁl]ﬁmmnml:l:Tml:ml:nIn nIiTlle:l:nl]nElimﬁmTmil:Il:aniﬁnTllTlsn[:l[:l:l:lmnl:nr.Tl:n
CGGGGCTCAGCGTG GTGGARATACCTTGC! ATGACTCCCGRACAGTCG
Cﬂﬁﬂi[ICMEGTEHETTCRI:EETEM“CL‘ﬂMﬂTﬂTGElﬂmﬂiﬂmmﬂimﬂﬂiEEEMmnIHECTIEEHTCHITTTMTIRMIIRﬁHEGMEMMEETEHNEIITIITHIE'ICEEMRERETEG
CGGGGCTCAGCGTGACTTCACGGTCAATCCARARTATGE TARGCGARARGTGATACGGGGTGGTATACCTTGCATCATTTTAGT TARTCCAGACGARGAT TGGCTCARGGATATGACTCCCGAACAGTCG
CGGGGCTCAGCGTGACTTCACGGTCAATCCARARTACGE TARGCGARARGT TATACGGGGTGGCATACCTTGCATCATTT TMTTRMI‘.EREHEEFITERTTGEETEHMGIITMMC‘CECMREHETCE

cggeget gteaatec,aa,ta,gg t tacctt agttaa., atgactee mararﬂ:ﬁ
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GATTACATGTACTCTAACGCTGTGATACATTATATGTATGAGGGTGARTCATTC =TTCGCCTTCGGCGARAATGTCACTGCT TCGCAGTGA

GATTACATGTACTCTARCGCTGTGATACAT TATATGTATGAGEGTGARTCAT TCmmmm=m====~=T TCGCCTTCGGCGARRATGTCACTGCT TCGCAGTGA
GATTACATGTACTCTAACGCTGTGATACATTATATGTATGAGGGTGARTCATTC~ ~TTCGCCTTCGGCGARAATGTCACTGCT TCGCAGTGA
ERT'I ACATGTACTCTAACGCTGTGATACATTATATGTATGAGGGTGARTCATTC— ~TTCGCCTTCGGCGARAATGTCACTGCT TCGCAGTGA
ATTACATGTACTCTAACGCTGTGATACATTATATGTATGAGEGTGARTCATTC— TTCGCCTTCRGCGARAATGTCACTGC T TCGCAG.

mm RCATGTACTCTAACGCTGTTGTTCACTACATGTATGAAGGCGAGTCAT TCATCARC TACTCGT TCGLCTECGGCARGGATGTCACTGCT TCGCAGTGA
GATTACA mrm:Tcmm:l:cnsnsmncrm:m:;mmnmncﬁmTl:nnl:ml:nu:mclclim:ﬁl:[:Iccﬁncﬁmnmrcm:ml:nl:scnmm
GATTACATGTACTCTARCGCTGTTGTTCA TCGTTCGLCTCCGGL CACTGCTTCGCAGTGA
GATTACATGTACTCTARCGCTGT TGITERCIHCRTE“ITMMIIEMME"ERTCHKTRCICGTTCGCCTCDGECEMMTMEﬁE’GETTCEEHMm
GATTACATGTACTCTAACGCTGTTGTTCACTACATGTATGARGGCGAGACET TCATCARCTACTCGT TCGCCTCCGGCGARGATGTCACTGCTTCGCAGTGA
GATTACATGTACTCTAR

GATTACATGTACTC t.ca.ta,atgtat CubEC. s ssssss.. thogect, cpgogaa ga

78
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B. Movement protein gén (MP) 6sszehasonlitas

10 20 30 a0 50 60 720 80 90 100 110 120 130

AN747816_8_0P A IGERTCREEI'CTTTﬁCMCGCCGEGTTCTRTRCGGGCMII TCAATACCAGGCCCCTTACGATCCCGGETCCTCCGACTACGCC TGECGGRCCTTTGTGT I'CGTCTIIT'ICEGI TTIGTTARTATCCGTAG
AH922262_B_HP  ATGGATCAGGTCTTTACACCGCCGCGTTCTAT AGATCAATACCAGGCCCCTTACGATCCCGGETCCTCCGACTACGCCTGGLGGACCTTTETGTTCE GGTTTGTTARATATCCGTAG
FJ546193_B_nP IITGER"JRIEG"I'llTl'lEREEG[EGEG”CmTRCEMCmﬂT[mIMERG’IEMYTMGB TCCCGEGTCCTCCGACTACGCCTGECGGACCTTTGTGT lEGlETEfTYCﬁGTT'lGTTRRTRTICGTM
FN399832_B_nP HTEIEHTEHIEET[TITIIER[[E[EE[ETTETHIHL‘EIIEHEIIT[WHP[[HEEIII1TIIEEH1 CCCGG6TCCTCCGACTACGCCTGECGGACCTTTGTGTTCRTCTCCTTCGETTTGT TAATATCCGTAG
I.I-ILII.LI ILI.I:I TTGTTARTATCCGTRAG
AH296024_H CGETTTGTTARTATCCGTAG
FH210034_B_nP n'(EERI’EHEGI'E'I‘ITﬁtt[tﬁttﬁl:ﬁﬂtm'mtﬁﬁﬁtmﬁ TCAATACCAGGCCCCTTACGATCCCGG6TCCTCOGAC TACGCCTGECGGACCT I TBI‘E'( I‘[ﬁItTttT‘(tEEI‘T TGTTARTATCCGTAG
FJ620684_B_WP  RATGGATCCGGTATT TACACCGLCG II"]TNEEEG[WEHlIZNFKIZHEIIEDUl[[GHlC[CGETTCEIEEBHEIH[GE[IEEEMHEUlTETIﬂIIZE"TI:HWCEETTmT'IRRTNIEGYFﬁ
JOEA7462_H_HP IIlGEHI’EHEETE"THEREEEEEGEETTC"“ GGGCAGATCAATACCAGGCCCCTTACGATCCCGGGTCCTCCGACTACGCCTGECGGACCTTTGTGTTCGTCTCCTTCGETTTGT TRATRGCCGTAG
HGA22317_H_HP  ATGGAGCAGGCARTAGCCCCCCCGCTTCCTATACGGGACTATCAATACCAGACCCCTTCCARTCCCGGATCCTCCGACTACGCCTGGCGARCATTTGTGTTCGTTACCTTCGETTTGCTARTAGCCGTAG
FNB06786_H_MP ATGGAGCAGGCARTAGCCCCCCCGCTTCCTATACGGGACTATCAATACCAGACCCCTTCCARTCCCGGATCCTCCGACTACGCCTGGCGARCATTTGTGTTCGTTACCTTCGGTTTGCTARTAGCCGTAG
FNBOG785_H_HP TTGTGTTCGTTACCTTCGGTTTGCTAATAGCCGTAG
J0647496_U_HP ATGGAGCAGGCARTCGCCCCCCCGCTTCCTATACGGGACTATCAATACCAGACCCCTTCCATTCCCGRTTCCTCCGACTACGCCTGGCGARCATTTGTGTTCGTTACCTTCGGCT TGCTGATAGCCGTAG
amiRe CGATCCCGGGTCCTCCGACT!
t t t.ctat tcaat Lt..CgATCCCGGRTCCTCOGAC cttoggtite. taat L

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
AN747816_B_HP limITliI ITEGTIEEEITIIEREIEIEITEITUNIIEERIZTEIZHIHT ImTlnEﬁnmﬁclimlimﬂcnﬁnnﬁumm:l:linliﬂﬂnmmm TRCGGTAATACACC m:l:l:nl;ﬁl:l:ﬁanmﬂmn:l:nm:nnm

I‘ G i
832_B_HP  GAGTTGTTTGGTTGGCTTACACTCTGT TCTTEARGGACTGCATAT TRG TG TGGARGGCGARGAAGCAGAGGAGGACCGAGGARRT TGET TACGETAATACACCGGCCAGACCARATGGTGACCARCARGG
1833_B_NWP  GAGTTGT TTBGTTEBClTﬁ[R['lUG”CITGRIEL‘-ﬂl?'lGtﬂm"mTGlEGI'Cml&ﬂimﬁﬁflﬁ(Rmﬂﬁﬁmﬂ[[ﬁﬂﬁmﬂﬂ"ﬂﬂ TACGGTAATACACCGGCCAGACCARATGGTGACCARCARGG
AN296024_W_MP  GAGTTGTTTGGTTGGLTTACACTCTGTTCTTGARGGACTGCATATTAGTGTGGARGGCGARGAAGCAGAGGAGGACCGAGGARAT TGGT TACGGTAATACACCGGCCAGRCCAARTGGTGACCARCARGG
FH210034_B_HP GAGTTGTTTGTTTGGCTTACACTCTGT TCTTGARGGAC TGCATAT TAG TG TGGARGGCGARGARGCAGAGGAGGACCGAGGARAT TGGT TACGGTAATACACCGGCCAGRCCARATGETGACCARCARGE
TTRG TGET

FJ620684_B_WP GCGTAGTTTGGCTTGCT TCTTEAIGATTSIRT
JO647462_H_nP TGCTTGGCTTGCTTACACTC GARRGATTTAAT TTTAGTGTGTAAGGCGAAGAAGE GGTTACGEGAATACACCGGCCAGATTARATGGTGACCARCARGG
HGA22317_H_nP (GGCTTGGCTTGCTTRACACTC! [GNMM‘"MT TTRG ETHMECEMEMBCNMEGHBGHECEHEEHHR GG TRCGGGAR TACACCGGCCAGATTARRTGGTGACCARCARGG
FNB06786_H_HP GCGTTGCTTGGCTTGCTTACACTC! TGARRGAT TTAATTTTAGTGTGTARGGCGAAGAAGCARAGGAGGACCGAGGARRT TGGT TRCGGGAR TACACCGGLCAGATTRARTGGTGACCARCARGG
785_H, TGCTTGGCTTGCTTACACTC TGARAGATTTAATTTTAGTGTGTARGGCGARGAAGCARAGGAGGACCGAGGARATTGGT TACGGGAATACACCGGCCAGATTAARTGETGACCARCARGE
JABA7496_H_HP TGCTTGGCTTGCTTACACTC TGARAGATTTRATTTTRAGTGTGTRAGGCGAAGAAGCARRGGAGGACCGAGGARAT TGGT TRCGGGAATACACCGGCCAGAT ARCARGG
amiR10 ACCAR
Consensus g.gttg.tigg.t,gettacactetgtt, tgaa,ga,t, ot tlagtgty. Gt ARTACACCGGEL A
EEI. 270273
AH747816_8_nP ncrctttmsmn
AH322262_B_WP ACTCCCGAGGTAR

FJ546193_B_HP ACTCCCGAGGTAR
FH399832_B_HP ACTCCCGAGGTAR
FH999833_8_1P ACTCCCGAGGTAR
AH296024_H_HP  ACTCCCGAGGTAR
FH210034_B_nP ACTCCCGAGGTAR
FJ620684_8_1P ACTCCCGAGGTAR
JMTGEJI_HF ACTCCCGAGETAR

317_H_HP  ACTCCCGAGGTAR

ﬂﬁd?dﬁﬁJlJﬂ’ RCTCCCGAGGTAR

Consensus  actccogaggtaa

5. sz. Melléklet: WDV replikaz specifikus PCR reakcio a kabdca vektorokbdl a
fertozést kovetéen. M — 1 kb GeneRuler DNS létra; 1, 2 — kabdca mintak
izolatoronként; K — viz kontroll; + — fert6zott novényi minta

VB8 VB9 VB10 VB20 w1 W2
M 12 12 12 12 12 12 K+ M

| —— | C—
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6. sz. Melléklet: Buzamag kis RNS szekvenalas soran kapott leolvasasok szama
és aranya az egyes sziirési lIépéseket kovetoen a nyers leolvasasokhoz

viszonyitva

Konyvtar  Nyers oobr' « Alaraany tRNS _ B0Za  predictat  miRBase miRBase

neve leolvasés .ot _dancia % ettav. % genomra & miRNS taldlat % talalat

szelekcié eltav. Neezthetd (blza)
T.B35.1001 | 15156563 5985082 | 39.49| a198781| 27.70| 2920908| 19.28] 1943177 | 12.82| 150830 1.00 14371 0.096 6108 0.040
T B35_10011 [10560703| 4138673| 39.19| 2843829 26.93| 2012860| 19.06| 1544520| 14.63| 114438| 1.08 12705 0.120 6176 0.068
T.B35 2001 | 49/8036| 1807685 36.21| 1734103] 24.09| e31an| 1268] asezea| var|  2ie0z] 0se 2379 D.oas 1075|0022
183520011 |12665049| 4972945| 39.27| 3647128 28.80| 2040604 | 16.11| 1716032 | 13.55| 126954 1.00 10762 | 0.085 4493] 0.035
1353001 | 3153188 96/205| 30.6/| 681665| 21.62| 308882 9s0| 2asoia| sss|  11ess|0.as 1217] v 519|001/
7.835_300_1 |10282980( 3320674 32,29 se22299] 26.50| 1331992 | 12.95] 1152858 | 11.21| 72929 0.1 7823 0076 3727|0036
18521001 | BOGGS11| 3167427 39.26| 2125003| 26,39 1494550 | 18,53] 1014480 12.58| 70347 | 0.87 7422 | 0.092 3365 0,042
7.B52_100_11 [10843935| 3626301 34.06| 2718402 26.54] 1780370 16.73] 1456167 | 13.68| 77877| 0.73 9521/ 0.089 3958 0.037
1.852.2001 | 2658471| 1012633) 3g.08| 7o0319| 2634 308417| 11.60] 23s783| mer| 11990] 042 1209 0.063 565 0.021
1,852 20011 | 9527805| 3309063| 34.73| 2498972 26.20( 1316431 | 13.82| 1149283 | 12.06| s5273| 0.58 6572 0.069 2543| 0.027
T.B52 3001 | 3224967| 990137| 30.70| 705035| 2186| 331417| 1028| 286921| 7.97| 11878] 037 1174 0.036 508 0,016
T.B52_300_11 |13318595| 4034106| 30.29| 3337243 26.06| 1520048| 11.41| 1362650| 10.23| 62131 0.47 5633 | 0.042 1976|0015
T Spelta 1001 | 6922111 272a663| 3936 1870765 | 2703 (1214871 | 1785 8m0036| 12.28)  sa924| 09 5801 D.084 2928 | 0.042
T_Spelta_10D_Il [ 10244620 3847448| 37.56| 2790599 27.24| 1799502 | 17.57| 1450158| 14.16|  79568| 0.78 10330 0.101 5529|0051
T Spelta 200 | |18/55/13| asae016| 2a.24| 2434077 | 1831 1699611 | 9.08| 1362869] 27| 1243|022 4274 0.023 1865] 0.010
T_Spelta_200_Il (10435412 3664643| 35.12| 2651772 | 25.41| 1403163 | 13.45| 1223047 | 11.72|  51720( 0.50 6134 | 0.059 2547 0.024
T_Spelta_300_| | 3544375( 1142490| 3223 832051 23.48| 386716| 1088) 305947| 8.63] 8036 0.23 a71| 0.027 386|0.011
T_Spelta_300_Il (11318342 3866470| 31.42| 2857925 26.25] 1347476 11.91| 1208358| 10.68| 47446 0.42 5059 0.045 2164|0.019
P B35 10D | |10680324| 9951178 93.17| BOS1518| 75.76| 5759787 | 63.93| 4646015| 43.50| aa7959| 4.19 44029( 0.412 18038 0.169
P B35S 10D Il |10414069| 9682160 92.57| 7400584 | 71.07 [ 5630382 | 54.07 | 4152810| 39.88| 681013 6.54 50909| 0.489 29588 | 0.284
P B35 200 | | 9874139| 7933663 80.34| 6516468| 66.00| 3254787 | 32.95| 4347295| 44 03| 242183 248 26290 | 0.266 6550 0.066
P_B35.200 11 |13091631| 12573317 | 96.04| 8024391 | 61.29| 6287615 10.38| 2861145 21 88| 467109] 357 25019| 0.191 11003 | 0.084
P_B35_300D_| GARA37R| BIRZZGE JAAFEQA | FR.E3 | 3740447 | 3944 | 3463523 | 36.52 1843R | 2.00 11228 0,118 a7 00N
P B3530D Il | 9484795 R133763| 85.76| 6948840| 73.26| 3380046 | 35.64| 2985161 21.47| 249120| 2.63 18942 [ 0.200 9920 0.105
P BS2 10D 1 | 9555064| 9139351 6760205 | 70.74 | 5528573 | 57.85| 4126986 | 43.19| 305772| 3.20 19632 | 0.205 9376 0.0%8
P.B52 10D Il | 9948877| 9517941| 95.67| 7165287 | 72.02| 5249757 52.77| 4159426| 41.81| 358728 3.61 32267 | 0.324 14553 0.146
P BS2200 | | 6828887| 6410803 | 93.88| 5224370| 76.50| 2565220 | 37.66| 2264419 33.16| 161640| 2.37 11060 0.162 4371|0064
P B52 200 Il | 8826441| B480154| 96.08| 6177125| 69.98| 3955177 | 44.81| 3278862 | 37.15| 264828 3.00 15359 0.174 7289| 0.083
P BS2 30D | | B723205| 7518644 86.19| 6674122 | 7536 3139374 | 35,95 2934558 | 33.64| 151602 | 1.74 7661| 0.088 4559 0.052
P B52 30D Il | 7157139| 6586173 92.02| 5433831| 75.92| 2541607 | 35.51| 2343319| 32.74| 127136) 1.78 10256 | 0.143 4504 | 0.063
P Spelta 10D | |11401908| 10376732 | 91.01| 9064574 | 79.50| 5936666 | 62,07 | 4820776 | 42.36| s23112{ .80 10767 | 0.368 23875| 0,209
P Spelta 10D Il | 7362199| 7034430 95.55| 5218290| 70.88( 3917853 53.22 | 3085648 | 41.91| 294228| 4.00 18681 | 0.258 12756| 0.173
P Spelta 20D | | 8500522| 80 13| 6041576 70.25( 3192767 | 37.12| 2814586| 32.73| 135092 1.57 12892 | 0.150 5446 0.063
P_Spelta 20D Il | 9370866| 8918178| 95.17| 5033947 | 63.72( 3373970 ( 36.00| 2831803 | 30.22| 201720| 2.15 16829| 0.180 8967 [ 0.096
P Spelta 300 | | 8408441 3636 6758674 | B0.38 | 2188603 | 37.92| 2956476 | 36.16| 115876 1.38 7852 | 0.093 4059 0.048
P_Spelta 30D Il | 7190250| 6336904 | 88.13| 5273237| 73.34( 2483147 | 34,53 | 2270714 | 31.58| 98280 1.37 7861 0.109 3707 | 0.052
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Azért, hogy ez a dolgozat létre jOjjon, nagyon sok embernek kdszonettel tartozom.
Idérendi sorrendben haladva, elséként Prof. Heszky Laszl6 akadémikus urnak
mondanék koszonetet, hogy egyetemi éveim alatt érdekfeszitd oraival megszerettette
velem a genetikat és a névény biotechnologiat, ami altal megfogalmazodott bennem
a gondolat, hogy molekularis biologus legyek. Témavezetémnek, Dr. Jenes
Barnabasnak kosz6ném, hogy szakdolgozd koromban befogadott laborjaba, ahol
testkozelb6l —megismerkedhettem a  molekulédris  biologidaval, a ndvényi
transzformacios technikakkal és a mikroszaporitassal és kdszoném neki, hogy teljes
bizalommal ram bizott egy ilyen volumenti kutatast. Nagy kdszOnettel tartozom
Ivanics Milannak, aki lelkiismeretesen mentoralt mind az egyetemi, mind a doktori
éveim alatt. Készonom Toth Gabornak, hogy tudasat és tapasztalatait atadta az arpa
szOvettenyesztessel és transzformacioval kapcsolatban. Készonettel tartozom Dudas
Brigittanak, aki mind szakmai, mind emberi vonatkozasban szamtalan alkalommal
segitette munkamat és rendelkezésemre bocsajtotta a Cambia vektorokat. Koszoném
Péliné Toth Magdolnanak a laborban nyujtott segitségét.

Koszonettel tartozom Dr. Kiss Jozsef intézetigazgat6 Urnak, hogy tdmogatta a
SZIE Novénytudomanyi Doktori Iskoldba torténd allami 6sztondijas felvételemet.
Kdszondm Dr. Ban Ritanak, hogy elvallalta témavezetésemet és mind emberi, mind
szakmai szempontbol mellettem allt és segitette a Ph.D munkémat.

A legnagyobb koszonettel, a project dtletgazdajanak, Dr. Havelda Zoltannak
tartozom, aki laborjaban megadott minden anyagi és szakmai segitseget, hogy
munkamat létrehozhassam és mindezek mellett nem csak jo, de balsorsban is
mellettem allt, 6sztonzott és a publikaciok megirdsaban is segitett. Koszondém Dr.
Vérallyay Evanak és Poldan Erzsébetnek a labormunkéaban nyujtott segitségiiket,
akikt6l szdmos molekularis biologiai miiveletet megtanulhattam. Ugyanakkor
kdszénoém az MBK Fejlodésbiologiai €s a Diagnosztikai csoportok minden tagjanak
a munkam létrejottéhez nyujtott segitsegeét.

EzGton mondanék koszonetet Dr. Tobias Istvannak, hogy az altaluk izolalt
WDV h07-es torzset rendelkezésemre bocsajtotta. Kiemelt kdszonettel tartozom
Tholt Gergelynek a WDV fert6zés soran kapott segitségeért, aki nélkial még most is
G06doll6 hatardban gyljtogetném a csikos gabonakabdca imagokat.

Koszondm Dr. Nagy Tibornak és Marincs Ferencnek a blza kis RNS

konyvtarak feldolgozasa soran nyujtott segitségiket.
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Kdszonettel tartozom Dr. Silhavy Danielnek és Dr. Dallmann Gézanak az
MBK-ban torténé mentori vezetésiikért és szakmai tanacsaikért.

Kdszondm Salamon Palnak a virusos munkak soran nyujtott segitségét és
hogy sokéves szakmai és egyéb tapasztalatait megosztotta velem.

Haladsan kdszondm szileim tdmogatasat es 0Osztonzéset, felesegemnek a
kitartasat és hogy mindvégig tamogatott a doktori munkam befejezésében.

Végezetil koszondm az OTKA-nak (81937K) és az NKFI-nek
(AGR_PIAC _13-1-2013-0074) az anyagi finanszirozast.

Kis Andras
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