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BEVEZETES

A szant6foldi ndvénytermesztés szamara napjainkban is kihivast jelent a
kiilonb6zé ndvényi virusok elleni kiizdelem. Az elleniik valé védekezés
foként a virusvektorok irtasara korlatozddik, mert a ndvénynemesitok
szaméara nem minden esetben &llnak rendelkezésre megfeleld hatékonysagh
rezisztencia gének részben a besziikiil genetikai forrasok, részben a virusok
gyors genetikai adaptacios képessege miatt. Mind az arpa (Hordeum vulgare
L.), mind a buza (Triticum aestivum L.) sargulast és torpilést okozd
virusbetegségeinek fo korokozoja a buza torpiilés virus (Wheat dwarf virus -
WDV), ami akar 80%-0s terméskiesést is okozhat szdméara kedvezd
feltételek esetén. Tobb évre kiterjedé magyarorszagi szantofoldi vizsgalatok
bizonyitjak, hogy mindkét gabona faj esetében a sargulasos tuneteket
mutato, virusfertézott névények 88-100%-aban jelen volt a WDV.

A WDV terjesztje a csikos gabonakaboca (Psammotettix alienus
Dhalbom; Hemiptera, Cicadellidea), mely cirkulativ, perzisztens maodon
terjeszti a korokozot. A helyes vetésidé megvalasztassal és a megfeleld ideji
inszekticides allomanypermetezéssel részben visszaszorithatjuk a virusos
megbetegedések esélyét, bar hozza kell tenniink, hogy a vektorok szama és
mobilitdisa miatt az utobbi védekezési mod nem elég hatékony. Igy a
noévénytermesztés szamdara kiutat jelentenének a virusrezisztens
gabonafajtak, de ez idaig csak kevés WDV tolerdans gabonavonalrdl adott
hirt az irodalom.

Az RNS interferencia felfedezésével (j fejezet nyilt a ndvényi
virusrezisztencia kialakitas tekintetében. A kiilonb6zéképpen létrehozott
RNS csendesitési mddszerek kozil — hatékonysagat és megbizhatosagat
tekintve — a mesterséges miRNS technolégia a legkiemelkedébb. A mddszer
alapjat képezd, a novény genomjabol izolalt un. miRNS prekurzorok

szerkezete nagyban meghatarozza a bel6lik kialakul6 miRNS-ek
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mennyisegét, ezért az Uj miRNS prekurzorok keresese ebben a témakorben is

nagy jelentdséggel bir.

Célkitiizések

RNS interferenciara alapozott buza torpilés virus (WDV)

rezisztenciat kialakitani arpa ndvényben mesterséges miRNS

technolégiaval,

Ennek elérése érdekében magas miRNS expressziot biztositd
arpa  miRNS prekurzor Kkeresése és atalakitisa WDV
specifikus mesterséges miRNS-t tartalmazo prekurzorokka,
Egy gyors, tranziens rendszer kidolgozasa a mesterséges
miRNS-ek bioldgiai aktivitdsnak vizsgalatara,

A hatékonynak itélt mesterséges miRNS-ekbdl eléallitott,
policisztronikus mesterseges miRNS konstrukcidval az arpa
noveny genetikai transzformécidja,

Megbizhaté WDV fertézési rendszer kialakitasa a 1étrehozott

arpa vonalak tesztelésere,

Buza kis RNS konyvtar adatokbol olyan miRNS prekurzorok

azonositasa, amelyek alkalmasak lehetnek mesterséges miRNS

létrehozéséara



ANYAG ES MODSZER
Noveényi anyagok

A kiilonb6z6 agroinfiltracios kisérletekhez, két-harom hetes Nicotiana
benthamiana névényeket hasznaltunk, melyeket ndvényneveld kamrakban
(Versatile Environmental Test Chambers; Sanyo, Tokyo Japan) 23 °C-on, 14
6ras nappali (50 ME m™st fényerésség) és 10 oras éjszakai ciklus
alkalmazasaval neveltlink Jiffy tapkockakban.

Az agrobaktériumos transzforméaciéhoz hasznalt arpa ndvényeket
(Hordeum wvulgare cv. ’Golden promise’) szintén Sanyo ndvényneveld
kamrakban neveltiik 15 °C-os nappali (16 6ra, 50 PE m?s™ fényerdsség), 12
°C-os ¢jszakai (8 oOra, sotét) homérsékleten.

A buza kis RNS konyvtarak eléallitdsdhoz felhasznalt novényeket
(Triticum aestivum cv. "Bankati B35 és B52’; Triticum spelta) Uveghazban
neveltik fel 23-28 °C-os hémérsékleten tartva. A megtermékenyiilés
idépontjat kalaszonként az elsé portokok megjelenésétél szamoltuk. 10-20-

30 napos magokat szedtiink le, amiket -80 °C-on téaroltunk a felhasznalasig.

Virusvektorok nevelése

Az arpafoldekrdl begyiijtott, kifejlett csikos gabonakaboca (Psammotettix
alienus Dhalbom) populaciot 23 °C homérsékletli ndvénynevelé kamraban
tobb nemzedéken &t neveltik arpa novényeken (H. vulgare cv. ‘MV
Jubilant’) 14 6rés nappali (50 PE m™s™ fény) és 10 6ras éjszakai periédust
valtakoztatva. A rovarokat a kilvilagtdl egy vékony, 0,1 mm falvastagsagu

haloval valasztottuk el.



Nicotiana benthamiana névények agroinfiltraciéja

A dohédny (Nicotiana benthamiana) ndvények levelit Agrobacterium
tumefaciens C58Cl-es torzsével infiltraltuk, amikbe azt megel6zéen
hékompetens modon transzformaltuk az egyes a binaris vektorokat. A
megfelelé koncentraciora (ODgoo=1) higitott baktérium oldatokat egy 1 ml-es
fecskend6é segitségével dohany ndvények levéllemezébe préseltik. Az
infiltralt levelekben a GFP expressziot 3 nap elteltével vizsgaltuk UV lampa

alatt.
Arpa Agrobacterium-kozvetitett transzformacio

Az éarpa transzformécidéhoz 1,5-2 mm atmér6jii Golden promise’ éretlen
arpa embridkat alkalmaztunk. A hajtdskezdemény (axis) -eltavolitasat
kovetden a célgént tartalmazo binaris vektort (pCUbiVirusBuster171) AGL-
1 A. tumefaciens baktérium segitségével juttattuk be a novényi sejtekbe. Az
Agrobacterium-ot ODgpo=1 koncentraciéban hasznéltuk. A kalluszositas
sorén a transzformans sejteket hygromicinnel (50 mg/l) szelektaltuk.

WDV fertozés kaboca vektorral

WDV fert6zott 4-5 hetes ndvényekre mikroizolatorokat helyeztiink, majd a
két végét a levelet atoleld szivacs korongokkal zartuk le. Az izolatorokba 3-3
kabocét helyeztiink el. A kabdcékat egy hétig hagytuk taplalkozni a WDV
fert6zott novényeken, majd szintén egy hetes idGintervallumra athelyeztik
Oket az egészséges transzgénikus vonalainkra. Ezt kovetéen PCR-rel

mutattuk ki a virus jelenlétét a ndvényekbdl és a kabocakbol is egyarant.



RNS izolalas, northern és kis RNS northern hibridizacio

Az infiltralt dohanylevelekbdl és a transzgénikus arpa ndvényekbdl a total
RNS-t TRI® Reagent RNA Isolation oldat segitségével vontuk ki a gyartd
utasitasait kbvetve (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

A folyékony nitrogénben poritott buzamagokbdl (~100 mg) a total RNS-t
Direct-zol™ RNA MiniPrep kit (Zymo Research Corp, Tustin, USA)
felhasznalasaval izolaltuk a gyart6 altal eldirt protokoll alapjan.

A WDV replikdz RNS-ét a laborunkban hasznalt protokoll alapjan
northern hibridizacioval detektaltuk. Mintanként 5 pug RNS-t hasznaltunk,
amit 1,2%-os formaldehides 1x MAE agardz gélben futtattuk meg. Majd a
nitrocellul6z membranra blottolt RNS-eket radioaktivan jel6lt specifikus
PCR (replikaz gén) termékkel hibridizaltattuk 65 °C-on Church pufferben.

A kis RNS northern hibridizacidhoz 10 pg totdl RNS-t hasznaltunk fel
mintanként mind az infiltralt dohanylevelek, mind a transzgénikus arpa
ndvények és mind a buzamag mintak esetében, amiket 8 M ureét tartalmazé
12%-o0s polyakrilamid 1x TBE gélen futtatunk meg. Az RNS-t kapillaris blot
segitségével nitrocellul6z membranra blottoltuk. Ezt koévetéen kémiai
keresztkotest alkalmazva stabilan rogzitettiink az RNS-eket membréanhoz.

A hibridizaciot kovetéen (ULTRAHyb-Oligo pufferben) a préba altal
kibocsatott radioaktiv jelet X-RAY rontgen filmmel detektaltuk.

Buza (Triticum aestivum L.) kis RNS konyvtarak eloallitasa

A beporzéstol szamitva 10-20-30 napos buzamagokbdl két biologiai
ismétleésben készitettiik el a kis RNS konyvtéarakat Illumina TruSeq® Small
RNA Library Prep Kit (Illumina, San Diego, USA) segitségevel. A
konyvtarakat keétféleképpen hoztuk Ilétre, szimplan totdl RNS-b6l (T
konyvtarak) (UD-GenoMed, Debrecen Altal 1étrehozva), illetve a kis RNS

frakcio (15-30 nukleotid) visszaizolaladsaval (P konyvtarak). Mindent
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egybevetve 6sszesen 36 konyvtarat szekvenaltattunk meg, amiket a két

eljaras tekintetében mindségi jellemzésnek vetettiink ala.
A kis RNS konyvtarak bioinformatikai analizise

A megszekvenélt kis RNS konyvtarak mindségét FastQC programmal
leellendriztiik. A nyers adatokbol eltavolitottuk az adaptereket (Cutadapt
1.2.1) megszirtiik a 16-28 nukleotid hosszUsagu leolvasasokat, az alacsony
abudancidju (<3), illetve a transzfer- és riboszdmalis RNS eredetii
szekvenciékat eltavolitottuk (Python scripts, Rfam adatbazis). Az igy kapott
szekvencidkat a buza genomra illesztettiik (Bowtie). A feltételezett miRNS-
ek masodlagos szerkezetét ViennaRNA Package program segitségével
prediktaltuk. Ezt kovetéen miRDeep-P program segitségével kivalogattuk a
potencialis pre-miRNS-eket. A miRBase Release 21 adatbazisban
azonositottuk a mar ismert és a potencionalisan Uj miRNS-eket.

Az egyes kis RNS leolvasasokat az alabbi képletekkel normalizaltuk:
leolvasas szama/osszes nyers leolvasasok széama x 10° vagy leolvasés

szama/dsszes sziirt leolvasasok szama x 10°.



EREDMENYEK
A felhasznalt miRNS prekurzor izolalésa, tesztelése

Az arpa hvu-MIR171-es (miRBase accession number: MI0016461; NCBI
accession number: JX195502, 138 nukleotid) prekurzorat Golden promise’
arpafajtabdl izolaltuk és CaMV 35S expresszios kazettdba klonoztuk
(pC61K vektor). A prekurzoron pontmutaciok létrehozasaval egyedi
hasitohelyeket (BstEII-MIlul) hoztunk létre az amiRNS prekurzorra torténd
atalakitas megkonnyitése érdekében. A Nicotiana benthamiana névényeken
végzett agroinfiltraciot kovetden northern hibridizacidval vizsgaltuk meg a

tultermeltetett prekurzorrol (hvu-miR171MOD) éré6 miRNS mennyiséget.

Az amiRNS-ek célszekvenciainak kivalasztasa

A WDV hQ7-es torzs szekvencidja (NCBI: FM210034) alapjan kiszirtiik a
lehetséges amiRNS célhelyeket a virus replikdz és mozgési fehérje génjeire.
Az elébbi esetében 136, az utobbi esetében 31 db, a szempontoknak
megfeleld célszekvenciat tudtunk kijeldlni.
A tervezés tovabbi kritériumai a kdvetkezok voltak:
e Az amiRNS megfeleld végrehajtd komplexbe (AGOT1) torténd
beépliléséhez szilkséges az 5’- U kezd6 nukleotid.
e Az amiRNS 3’-végen G vagy C nukleotidok legyenek. Itt
erdsebb bazisparosodas kell, hogy létrej6jjon a csillag szallal.
e A cél RNS-sel az 5’- 2. és 12. poziciéban fontos a
bazisparosodas.
e A céel RNS-sel az 5’- 10. és 11. pozicioban is fontos a

bazisparosodas

Az amiRNS-ek nem kivant hatasait (OFF-target) az arpa transzkriptomra

vonatkozoan egy internetes alkalmazas



(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) segitségével vizsgaltuk meg. Az
OFF-target-mentes amiRNS-eket szekvencia dsszehasonlitasnak vetettik ala
a WDV arpa és buza torzseivel (5-5 db) és kivalasztottunk 8 db-ot a replikaz,

2 db-ot pedig a mozgasi fehérje génekre.

Az amiRNS prekurzorok létrehozasa

A tervezés soran els6 korben a 171-es miRNS helyeére beillesztettiik az adott
amiRNS szekvenciat, majd a vele szemben elhelyezkedd miR171* szal
szekvencijat ugy modositottuk, hogy az amiRNS prekurzor masodlagos
szerkezet megegyezzen az eredetivel.

Az amiRNS prekurzorokat PCR-mutagenezissel hoztuk létre,
templatként a pC61Khvu-miR171MOD vektort hasznalva. Majd a 110
nukleotid hosszi PCR termékeket BsStEII-MIul restrikcidos enzimek
segitségével pC61Khvu-miR171MOD vektorba klénoztuk.

Policisztronikus amiRNS expresszios vektorok

A harom kivalasztott amiRNS prekurzort kdzvetlenil egymas utan rendezve
(amiR1-amiR6-amiR8) megszintetizaltattuk (GeneArt®, Life Technologies)
és a pC61K vektor 35S kazettajaba klonoztuk (pC61KVirusBuster171).

Az  egysziklieck  transzformaldsara  alkalmas  konstrukciot
(pCUDbiVirusBusterl71) pCUbINOS vektorban hoztuk létre, ami az
egyszikii-specifikus, kukorica Ubil polyubigitin gén promoterét tartalmazta.

Az amiRNS-ek validalasa és teszteléstik tranziens rendszerben

Az amiRNS prekurzorokat tartalmazé  vektorokat (amiR1-10)
Agrobacterium-ba klonoztuk, majd dohanylevél agroinfiltraciot kovetéen
northern  hibridiz&ciéval — megvizsgéltuk a  mesterséges mMIRNS

prekurzorokrol torténd amiRNS érést. Tizbdl hét esetben tudtunk kimutatni
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amiRNS felhalmozddast, harom esetben (amiR4, amiR5, amiR7) viszont
nem sikerilt detektalnunk.

Az amiRNS-ek bioldgiai aktivitasanak vizsgalatara a létrehoztunk ket
GFP-szenzor konstrukciét. Az mgfp5 gén 3’ nem transzlalédd, de atirddo
régidjaba helyeztik el az amiRNS-ek célszekvenciait oOtosével. A
szenzorokat az amiRNS-eket egyenként tartalmazo konstrukciokkal dohany
ndvények levelében expresszaltattuk. Az agroinfiltrciokat 15 és 23 °C-on
vegeztik el 2-2 ismétlésben. A vizsgalatban a 10 amiRNS-b6l 6 bizonyult
bioldgiailag aktivnak. Mindkét hémérsékleten azonos eredmenyt kaptunk,
amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az amiRNS-ek valoban a miRNS és

nem a siRNS Gtvonalon jonnek létre.

Arpa transzformécié policisztronikus amiRNS konstrukcioval

Az  Agrobacterium-kdzvetitette, éretlen embridéra alapozott arpa
transzformacié soran a policisztronikus amiRNS konstrukciét tartalmazé
Agrobacterium-mal 365 db éretlen embriét fertéztiink meg. Osszesen 77 db
hygromicin génre PCR pozitiv egyedet tudtunk regeneralni 20 kiilonb6z6
kalluszrol. Az egy kalluszrol nevelkedett névényeket azonos vonalként

tartottuk szamon.

Transzgénikus arpa vonalak tesztelése WDV fertdzéssel

Négy vonalat valasztottunk ki, melyek kiilonb6z6 mértékben expresszaltak
az amiRNS-eket. A VB8-as vonal relativ magas expresszidval rendelkezett,
a VB9 és VB10-es vonal kozepessel és végul a VB20-as vonal, ami a
tobbiekhez kepest joval kevesebb amiRNS-t termelt. A ndévényeket kabdca
vektorok segitségével fertztik meg a WDV h07-es torzzsel. Az allatok a
virust az &ltalunk mestersegesen (agro-fert6z6 konstrukcioval) elballitott
WDV fertézott novényekrol vették fel. A névénynevelés homérsékletét (12-

15 °C) ugy éllitottuk be, hogy a névény endogén, RNS interferencian alapuld
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(siRNS) védekezd rendszere gatolva legyen, eldidézve ezzel a szant6foldon
kora 06sszel jelentkezd klimatikus viszonyokat. Az egy hetes fertdzési
id6északot kovetden a kabocakbol PCR-rel kimutattuk a WDV DNS-t, majd
négy idépontban (42, 56, 77, 112 nappal fertézés utan (DPI)) molekularis
eszkozokkel megvizsgaltuk a WDV jelenlétét a névényekben is. Mind a
PCR alapd, mind a northern hibridizacios virusdiagnosztika eredménye
bizonyitja, hogy a WDV specifikus amiRNS-ek hatassal vannak a virus
szaporodasara.

Mig az els6é id6pontban (42 DPI) a kontroll fertézott ndvények esetében
meglehetdsen magas WDV replikdz szintet tudtunk detektalni, addig a
transzgénikus vonalak esetében a virus jelenlétét csak a VB20-as vonalnal
sikertilt PCR-rel kimutatni, ami egyébként fenotipusat tekintve is inkabb
hasonlitott a fertdzetlen kontroll ndvényre (Mock), mint a fertézott
kontrollokra (WDV1, WDV2). A késobbi idépontokban (56, 77, 112 DPI)
méar a replikiz RNS is kimutathatd volt a ndvényben, amit a ndveny
fenotipusa is er6sen tiikkrozott. A VB9-es és VB10-es vonal, amik
megkozelitben egyenlé mértékben expresszaltak az amiRNS-eket, a
virusfert6zésre is hasonloan reagaltak. Habar 56 nappal a fert6zést kovetden
mar PCR technikaval kimutathato volt bennik a WDV, ennek ellenére a
northern hibridizaci6 még 112 nappal (kalaszolds allapota) a fertdzést
kovetden sem volt képes kimutatni a replikdz RNS-t. A VVB8-as vonal, ami a
VB9-es és VB10-es vonalakhoz képest megkozelitéen dupla akkora amiRNS
expressziot produkalt, teljes rezisztenciat mutatott a WDV fertézésre. A
teljes vegetacios iddszak alatt sem a virus DNS-t, sem a virus replikdaz RNS-t
nem tudtuk kimutatni a novénybdl. A ndvény, fenotipusat tekintve teljes
mértékben megegyezett a vad tipusu fertézetlen kontrolléval. A VB9-es és
VB10-es novények az elsé 2-3 kaldszukat képesek voltak kinevelni, de az
ujonnan jovo kaldszok a megnovekedett virus szint miatt mar nem értek be,

vagy a magok nem telitddtek ki megfelelden.
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Az amiRNS-ek expresszidjat a VB8-as vonal utddaiban is igazoltuk.
Kis RNS konyvtar létrehozasa total RNS-bdl és tisztitott kis RNS frakciobol

A totdl RNS-bél (T) illetve a visszaizolalt kis RNS-b6l (P) készitett
konyvtarak a teljes leolvasasok szdmanak tekintetében nem mutattak nagy
eltérést a szekvenalasok soran (atlagosan: 9,192,098 (T), 9,244,612 (P)
leolvasas). Az adatok variabilitasat tekintve mar nagyobb kildnbségeket
tapasztaltunk a két mddszerrel létrehozott konyvtaraknal, mind a nyers
adatokat tekintve, mind a normalizalast kovetoen. A Kkiilonb6z0 sziirési
1épéseket kovetden ~30%-kal tobb leolvasast kaptunk ,,P” konyvtarak
esetében. A miRBase adatbazisra torténd illesztésnél is lényegesen tObb
leolvasast kaptunk a mar ismert miRNS-ek esetében. A T kodnyvtaraknal
1934 egyedi, potencialis miRNS szekvencia illett fel a buza genomra, a P

kdnyvtarak esetében pedig 3247.
Uj baza miRNS azonositasa amiRNS felhasznalasra

A konyvtarakban talaltunk egy olyan, eddig leiratlan, 21 nt-os miRNS-t (tae-
2187,5’- CGCGGCTCCGTCGACTGGTGC -3’), amely az 6sszes mintaban
a legmagasabb, vagy a masodik legmagasabb leolvasasi értéket képviselte. A
miRNS prekurzorat a biza két genomjan is megtalaltuk (B és D genom), az
egyik 63 a masik 89 nukleotid hosszisagid. A miRNS-t kis RNS northern

hibridizacioval is kimutattuk.
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Uj tudomanyos eredmények:

1. El6szor alakitottunk ki (WDV) virusrezisztenciat arpa ndvényben
mesterséges mMIRNS technoldgiaval, amelyet policisztronikus
konstrukcioban hoztunk létre.

2. Létrehoztunk egy arpa eredetii mesterséges miRNS prekurzort (hvu-
miR17IMOD), amely egyszeri atalakithatésaga és hatékony
processzioja révén kivaldan alkalmas arpaban (vagy esetlegesen mas
ndvényben) torténd géncsendesités kivitelezésére.

3. Bebizonyitottuk, hogy a kis RNS konyvtarak készitése soran jelentds
informaci6 nyereséget eredményez, ha a konyvtarakat gélbol
visszaizolalt kis RNS frakcidbdl készitjik és nem kdzvetlenil total
RNS-bél.

4. Buza kis RNS konyvtar szekvenalas soran azonositottunk egy nagy
leolvasasi szammal rendelkez6, eddig ismeretlen miRNS-t, melynek
expresszidjat kiserletesen is igazoltuk és prekurzorait a buza ket
genomjan (B és D) is megtalaltuk, amik szerkezetilk alapjan
alkalmasak lehetnek mesterséges miRNS prekurzorként torténd

felhasznalésra.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Arpa hvu-miR171, mint mesterséges miRNS prekurzor

Az amiRNS technologia virusokkal szemben torténd felhasznalasanak egyik
sarkalatos pontja a miRNS prekurzor kivalasztasa.

Az arpa hvu-MIR171-es miRNS gén prekurzora kisérleteink alapjan
kivaloan alkalmasnak bizonyult a mesterseges mMIiRNS-ként torténd
felhasznalasra. A 10 atalakitott prekurzor koézll 7-nél tudtunk mérhetd
amiRNS jelet kimutatni a northern hibridizaciok alkalmaval, 6 esetben pedig
az amiRNS-ek bioldgiai aktivitasat is bebizonyitottuk. Hozza kell tennink,
hogy nem minden miikodé amiRNS-t tudtunk kimutatni kis RNS northern
hibridizaciova.

Eredményeink azt igazoljak, hogy az arpa hvu-miR171-es miRNS
prekurzor kivaldan alkalmas akar harom kiilonb6z6 amiRNS egyszerre
torténd expresszaltatasara policisztronikus konstrukcidban, ami a virusokkal

szembeni felhasznalas szempontjabol fontos szempont.

Az amiRNS-ek altal nyujtott rezisztencia korlatai

Az eredményeinkbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a
policisztronikus konstrukciordl kialakul6 amiRNS-ek expresszidja negativ
korrelaciot mutat a WDV szisztemizalodas mértékével. Mivel a bejutott
virus DNS genomokat a rendszer nem képes degradalni, csupan a réluk
képz6do replikaz RNS-eket, ezért bizonyos id6 elteltével magasabb kezdeti
amiRNS szint mellett is (VB9, VB10 vonalak) képes lehet a virus a
szisztemizalddasra.

Erdemes lenne a jovében a novényeket a szantofoldon is kiprobalni,
természetes fertdzeési €s iddjarasi koriilmények kozott. De tekintve, hogy

ezek a vonalak tobbszordsen is a GMO-k hatdskorébe tartoznak
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(policisztronikus amiRNS és a hygromycin rezisztencia gén), valdsziniileg

hazankban nem lesz kivitelezhet ez a kisérlet a kdzeljovoben.
Blza Kis-RNS konyvtarak eléallitdsa

A blza (Triticum aestivum L.) kivalé alany arra, hogy 0j miRNS
prekurzorokat keressunk, mivel genomja (2n=6x=42, AABBDD) harom
kiilonb6zd faj kromoszoma készletébdl tevodik dssze, aminek kdvetkeztében
potencialisan tobb kiilonb6zé miRNS prekurzort is tartalmazhat.

A ket modszerrel (total RNS-b6l (T) és tisztitott kis RNS frakciobol (P))
elkészitett kis RNS konyvtarak kozott meglehetésen nagy mindségi
kiilonbségeket tapasztaltunk. Ezek az eltérések foként abbll adddhatnak,
hogy a 15-30 nukleotid nagysadgd kis RNS-ek gélbdl torténd
visszaizolalasaval a rendszerbdl eltavolitottuk a kiilonb6zd kis sejtmagi
RNS-eket (>60 nukleotid), illetve a kiilonb6zé méretli RNS tormelékek nagy
részét, melyek lekotik a konyvtarak készitése sordn hasznélt adapter
szekvencidkat. Ezt tikrozi, hogy a tisztitassal készitett konyvtarak (P)
esetében mintegy 68%-kal tébb potencialis, egyedi miRNS szekvenciat

tudtunk azonositani, mint a direkten total RNS-b6l készitett konyvtaraknal

(T).

Uj btiza miRNS prekurzor amiRNS expresszaltatasra

Az amiRNS-¢ek expressziojat két 6 tényezd befolyasolhatja: a transzkripcio
szintjét és helyét meghatarozé promoter szekvencia, illetve a felhasznalt
miRNS prekurzor szekvencia, amely az adott amiRNS processziojat
hatarozza meg. Ezért érdemes olyan miRNS prekurzort valasztani, amely
hatékony processzidja révén adott transzkripcié mellet is magasabb amiRNS
szintet biztosit.
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A tae-2187-es azonositoval ellatott miRNS szintje minden egyes
konyvtarunkban a masodik vagy a harmadik helyet foglalta el, amely azt is
feltételezheti, hogy egy igen jol processzalédé prekurzorrdl alakul ki. A
miRNS prekurzorait azonositottuk a buza két genomjan (B és D). A jovében
szeretnénk a két prekurzort DNS szinten izolalni, megvizsgalni az altaluk
biztositott kis RNS felhalmozddas szintjét 35S promoterrel meghajtott
konstrukcidban, illetve meg szeretnénk vizsgéalni amiRNS atalakitasra vald
alkalmassagukat.

Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a prekurzorrdol éré miRNS
szekvencia ’C’ kezdé nukleotiddal rendelkezik, amely tulajdonsagabol
fakad6an nagyobb eséllyel épll be a szintén PTGS utvonalat kiszolgald
AGOS5 fehérjébe, ami foként az antiviralis géncsendesitésben, de kiilonb6z6
fejlédési folyamatok szabalyozasaban is szerepet jatszik. Az amiRNS

technologidban ilyen iranyt megkdzelitésrol ez iddig még nem adtak hirt.
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