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1. Bevezetés és célkitizések

Az arpa (Hordeum vulgare L.) fontos szerepet jatszik a vilag élelmiszerellatasaban, valamint
a sorgyartasban ¢és az allatti takarmanyozasban. Virusokkal szembeni ellenallésaganak
javitasa fontos cél a mezdgazdasagi termelésben. Az arpa virusrezisztencidjanak javitasa
viszont nemcsak a termelok szamara jelent el6nyoket, hanem hozzajarulhat az
¢lelmiszerbiztonsag ¢és a kornyezetvédelem eldmozditdsahoz is. Az arpa virusokkal szembeni
ellenallo képessége segithet csokkenteni a vegyszerek hasznalatat a novényvédelemben, igy

csOkkentve a kdrnyezeti terhelést és javitva a talajmindséget (Ordon et al. 2009).

Az elmult években Magyarorszdgon egyre gyakoribbd valtak a virusos
megbetegedések a gabonafélék korében. A  Martonvasari Intézetben termesztett
gabonandvények nagyon valtozatos genetikai hattérrel rendelkeznek. Az itt megtalalhat6 buza
a 70-es évektdl kezddédden nagy karokat szenvedett virusos fertdzések miatt. A 80-as és 90-es
években a téli arpa is tobbszor sulyos karokat szenvedett, mig a durumbiza nagy része 1996-
ban elpusztult. Kilenc olyan virust azonositottak Magyarorszagon, amelyek veszélyt
jelentenek a gabonafélékre. Az arpa sarga torpiilés virus (BYDV — Barley yellow dwarf virus)
¢s a bliza torpiilés virus (WDV — Wheat dwarf virus) a leggyakoribbak és legszélesebb korben
elterjedtek, illetve ezek okozzak a legnagyobb mennyiségi és mindségi karokat (Szunics et al.
2000).

A globalis felmelegedés kovetkezménye lehet az is, hogy a levéltetvek (példaul arpa
sarga torpiilés virus — BYDV — Barley yellow dwarf virus), a kabocak (példaul buza torpiilés
virus — WDV — Wheat dwarf virus) és az atkak (példaul buza csikos mozaik virus — WSMV —
Wheat streak mosaic virus) altal terjesztett virusok elszaporodnak. Ez akar a hiivGsebb
régiokban is nagy terméskiesést okozhat. Az rezisztencia fejlesztése a leginkabb
kornyezetbarat és gazdasagilag hatékony megkozelités a virusok elleni védekezésben (Ordon

et al. 2009).

A modern biotechnoldgiai médszerek lehetévé teszik a gabonandvények gyorsabb
javitasat kiilonféle tulajdonsdgok tekintetében, példaul a kérokozokkal szembeni rezisztencia,
szarazsagtiirés és a terméshozam ndvelése érdekében. Az arpaval kapcsolatos kutatdsokban a
hagyomanyos modszerek mellett az utobbi években egyre inkabb alkalmaznak
biotechnologiai mddszereket is, mint példaul a molekularis markerekkel tamogatott szelekcio,
a génszerkesztés vagy a transzformécio. Ilyen technikék példaul a CRISPR/Cas9 technoldgia

¢s az RNS interferencia technikdk. A CRISPR/Cas9 technoldgia lehetdvé teszi az arpa



génjeinek célzott modositasat, amelynek eredményeként a névények képessé valnak ellenallni
a virusfertdzéseknek. Az RNS interferencia a ndvényi gének kifejezddését szabalyozza, és
ezzel lehetové teszi a ndvények szamara, hogy meghatarozott fehérjéket allitsanak eld. Az
RNS interferencia szintén lehet6vé teszi a novény szamara, hogy gatolja a virusok génjeinek
miikodését, ami akadalyozza a virusok terjedését és szaporodasat a novényben. (Abdallah et
al. 2015).

Végso soron, a virus rezisztens gabonandvények létrehozasa nem csak javithatja a
terméshozamot €s a mindséget, hanem lehet6vé teszi az agrariumban dolgozok szaméra, hogy
gazdasdgosabban ¢és fenntarthatobban termeljenek. Az ilyen tipusii ndvények eldallitasa
azonban hosszii és koltséges folyamat. Tovabbi kutatasokra van sziikség a legjobb

megoldasok megtalalasahoz (Zhang & Wang 2015).

Célkitlizésem egy olyan transzgénikus arpa tesztelése volt, amely CRISP/Cas9
technologia és az RNS interferencia (mesterséges miRNS) technologidval szimultan tud
védekezni a buza torpiilés virus (WDV — Wheat dwarf virus) ellen. Munkam a MATE
Genetika és Biotechnologia Intézetének két korabbi munkdjara alapszik. Kis et al. (2015)
olyan transzgénikus arpa ndvények létrehozasardl szamol be, amelyek mesterséges miRNS
alapi WDV rezisztenciaval rendelkeznek. Kis et al. (2019) pedig CRISPR/Cas9 rendszer
hasznalataval tudtak hatékonyan befolyasolni a WDV fertdzés mértékét. Terveim kozott
szerepelt els6sorban olyan kotranszformans arpa ndvények in vitro felszaporitasa, amelyek
WDV specifikus policisztronikus mesterséges miRNS és CRISPR/Cas9 konstrukciokat
tartalmaznak. Ezutan célom volt a két vektor konstrukcid expresszidjanak kimutatasa. A
kotranszformans novények késdbbi rovarvektoros fertézéséhez szerettem volna WDV
fertdzott novényeket agroinokuldcioval létrehozni. A végsé kitlizott cél a felszaporitott

kotranszformans névények WDV fertézése és rezisztenciajuk vizsgalata volt.



2. Irodalmi atteKkintés

2.1 Az arpa

2.1.1 Az arpa eredete és jelentosége

Az arpa (Hordeum vulgare L.) a vilag negyedik legfontosabb haszonnovénye a gabonafélék
(Gramineae) csaladjan beliil, a kukorica (Zea mays L.), a buza (Triticum aestivum L.) és a rizs
(Oryza sativa L.) utan (Dahleen et al. 2007). Feltehetéleg eldszor mintegy 10 000 évvel
ezel6tt haziasitottak vadon é16 rokonabol, a Hordeum spontaneum-boél. Bizonyitékok vannak
arra, hogy az arpat el0szor Izrael-Jordania teriiletén, az ugynevezett Termékeny félhold
Ovezetben termesztették, hiszen a H. spontaneum a mai napig fellelheté ezen a vidéken. A H.
spontaneum és a H. vulgare kinézetre hasonloak, viszont a termesztett forma szélesebb
levelekkel, rovidebb szarral, nagyobb kalasszal és nagyobb szemekkel rendelkezik. Az 6si
arpa kalasza eredetileg kétsoros, viszont a modern arpafajtak morfologiaja eltéré lehet,
manapsag talalkozhatunk kétsoros és hatsoros tipusokkal egyarant (Harwood 2019). A H.
vulgare a Poaceae csalad Triticeae torzsének tagja és tobb alfaja is ismert. Alfajai koziil
gazdasagilag legjelent6sebb az Gszi arpa (H. vulgare convar. hexastichon) és a tavaszi arpa
(H. vulgare convar. distichon). A két alfaj morfoldogiailag és beltartalmat illetéen is elkiiloniil
egymastol (Jolankai 2005). Az arpa egynyari ndovény, a tavaszi arpat tavasszal vetik, az 6szi
arpat pedig Osszel, hiszen az Gszi arpanak sziiksége van hideg periodusra viragzas elott

(Harwood 2019).

Az arpa szamos egyedi €s elonyos tulajdonsaggal rendelkezik. Egy sokoldalu novény,
amely emberi taplalkozasra ¢és allati takarmanyozasra egyarant alkalmas. Kisérleti
modellnovényként lehetdvé teszi a ndvénygenetika, novényfizioldgia, ndvénypatoldgia,
novényi biokémia és egyéb tudomanyagak fejlddését a novényi biotechnoldgidban. A {6
arpatermeld orszagok Oroszorszag, Németorszag, Franciaorszag, Ukrajna, Ausztralia és
Kanada (1. abra). Az arpa nagyon jol alkalmazkodo6 és robusztus novény, amelyet ma mar
tobb mint 100 orszagban termesztenek vilagszerte. Bar leginkabb mérsékelt égovi orszagok
haszonndvénye, egyes tropusi vidékeken is termesztik. Az arpatermelés legaldbb 60%-at
takarmanyozasra hasznaljdk fel, a tobbit emberi fogyasztisra veszik igénybe, foleg a
soriparban (Harwood 2019). Az utobbi idében megnétt az érdeklddés az arpa €lelmiszeripari
felhasznéldsa irdnt. Ennek oka az élelmi rost tartalma, kiilondsen a B-gliikané, amelyrdl

kimutattdk, hogy csokkenti a vér koleszterinszintjét és a vércukorszintet. Az arpa és az



arpatermékek f0 Osszetevoi az emlitett B-glitkanon kiviil a keményitd, a cukor, a fehérjék és a

zsir (Lukinac et al. 2022).

Nines adat 0t 500.000t 1 millio ¢ 2.5 millié ¢ 5 milli6 « 10 millio t

| [ I [

1. abra: A Fold arpatermelése tonnaban mérve 2020-ban (forras:
www.ourworldindata.org)

2.1.2 Az arpa genetikaja

A kiilonféle nemzetkozi egylittmiitkodések révén az arpa genomjat megszekvenaltak és egy
jelentds adatbazist allitottak 6ssze. Szamos vadon termd €s termesztett arpat gylijtottek be €s
vizsgaltak vilagszerte. Rendelkezésre allnak szekvencidk ¢és informdciok a nuklearis
genomroél, az organellaris genomokrol és a transzkriptomokrol is (Sato 2020). Az arpagenom
szekvencia sorrendjének azonositasa ¢és feltérképezése 2012-ben fejezddott be, és a
genomprojekt eredményeként sikeriilt feltarni az arpa teljes genomjat. A projekt soran a
kutatok kozel 26 milli6 darab arpagenom-szekvenciai adatot hasznaltak fel a genom
feltérképezéséhez, amely soran az egyes gének helyét és funkciodjat is sikeriilt megallapitani
(Mayer et al. 2012). Az arpa hét kromoszomabdl allo diploid genommal (2n=2x=14)
rendelkezik. A genom viszonylag nagy, becsiilt mérete 5,1 Gbp, amelynek tobb mint 80%-a
ismétlédé elemekbdl all (Sato 2020). Mayer és munkatarsai kutatdsai alapjan Osszesen

38.000-48.000 gént kodold szekvencia talalhato a teljes arpa genomban (Mayer et al. 2009).
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Amellett, hogy az arpa 6nmagaban is fontos novény, diploidként kival6 modellndvény lehet a

bonyolultabb genomfelépitésii hexaploid buiza kutatasokban (Bartlett et al. 2008).

Mint diploid, oOntermékenyiild, mérsékelt égoévi novény, az arpa mindig IS a
novénygenetikai kutatdsok népszerii modellnévénye volt. Mivel az arpa kiilonbozd fajtai
széles éghajlati koriilmények kozott is megélnek, igy kétségteleniil tartalmaznak olyan
allélokat, amelyek el6nyosek lehetnek az éghajlatvaltozas esetén okozta abiotikus

stresszhatasok lekiizdésére (Consortium 2012).

2.1.3 Az arpa virusos megbetegedései

A novények virusos megbetegedései jelentds mennyiségli termésveszteséget okoznak az egész
vilagon minden évben. Fontos azonban megjegyezni, hogy a virusos fertézések nem csak a
termés mennyiségére vannak hatdssal, hanem befolyédsolhatjak a ndvények mindségét, ezaltal
az ¢élelmiszerbiztonsagot és a gazdasagi teljesitményt is. A novényvédd szakemberek és a
gazdalkodok mindent megtesznek annak érdekében, hogy megel6zzék és kezeljék ezeket a

virusos megbetegedéseket (Roos et al. 2011).

Az arpat fert6z6 virusokat két csoportra lehet osztani. Léteznek talajban terjedd
virusok €s rovarok altal terjesztett virusok. A talajban terjeddé virusoknal minden esetben a
Polymyxa graminis juttatja a korokozokat a gyokérbe. Tobbek kozott ide tartozik a
Potyviridae csalad Bymovirus nemzetségének tagja, az arpa sarga mozaik virus (Barley
yellow mosaic virus — BaYMV) is. A rovarok altal terjesztett virusokat altalaban levéltetvek
¢és kisebb rovarok juttatjdk a novény floém részébe. Ide tartozik példaul a levéltetvek altal
kozvetitett arpa sarga torpiilés virus (Barley yellow dwarf virus — BYDV; Luteovirus) és
gabona sarga torpiilés virus (Cereal yellow dwarf virus — CYDV; Polerovirus), illetve a
csikos gabonakaboca (Psammotettix alienus) altal terjesztett buza torpiilés virus (Wheat dwarf
virus — WDV; Mastrevirus) (Ordon et al. 2009).

Magyarorszagon a leggyakoribb és legszélesebb korben elterjedt virusok az arpa sarga
torpiilés virus (Barley yellow dwarf virus — BYDV; Luteovirus) és a buza torpiilés virus
(Wheat dwarf virus — WDV, Mastrevirus). A buza torpiilés virust 1988-ban azonositottak
Magyarorszdgon. A virusra jellemzd tlinetek nagyon hasonldéak az éarpa sarga torpiilés
viruséhoz, ezért lehetetlen dket kizardlag morfologiai megjelenés alapjan megkiilonboztetni.
A fert6zott gabonandvények levelei aranyszinliek vagy narancssargak, a levelek mereven

kiallnak és csavarodnak. Amennyiben a fert6zés fiatal novényt tamad meg, Ggy a névény
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novekedése visszamaradott lesz (2. abra). A kifejlodott fert6zott egyedek gyakran sterilek,
esetleg apré magokat tartalmaznak (Szunics et al. 2000).

2. abra: Buza torpiilés virussal (WDYV) fert6zott arpa novények (a szerzo fotoja)

A Geminiviridae csalad az egyik legnagyobb és legfontosabb ndvényeket fert6zo
viruscsalad. Neviiket a virionszerkezetiikrdl kaptak, amely két egyforma ikozahedralis
kapszid burokbol all. A csalad minden tagja egy egyszalu cirkularis DNS molekulaval
rendelkezik, amelynek mérete koriilbeliil 2.5-3.0 kilobazis. A genom replikacidja teljes
mértékben a gazdasejttdl fiigg, hiszen az egyszalu DNS molekula (ssDNS) dupla szala DNS
molekuldva (dsDNS) alakitasara a fertdzés kovetkeztében keriil sor. Miutan a dupla szala
DNS molekula (dsDNS) létrejott, elkezdddik a replikacio, amelyre tobb kiilonb6z6é modszer
fejlodott ki, ezaltal novelve a genetikai valtozatossagot €s az adaptacios képességet. A
geminivirusok genomja sokszorozodhat gordiillokords replikacion (RCR — rolling circle
replication) és rekombinacion alapuld replikacion (RDR — recombination dependent
replication) keresztiil is (Gutierrez et al. 2004). A geminivirusok kisméretli, egyszala DNS-
genomjai 5-7 olyan fehérjét kodolnak, amelyek atprogramozzak a gazdasejtet arra, hogy
produktiv fert6zést hozzanak 1étre. Ezek a gének Gjra programozzak a névényi sejtciklust €s a
transzkripciot, gatoljak a sejthalalt, zavarjdk a sejtek kozotti kommunikaciot és a fehérje

anyagcserét, illetve blokkoljak a védekezési mechanizmusokat. A geminivirusokat a virusok

10



taxonomiajaval foglalkoz6 nemzetkdzi bizottsag (International Committee on Taxonomy of
Viruses) hét nemzetségbe sorolja (Begomovirus, Mastrevirus, Curtovirus, Becurtovirus,
Eragrovirus, Topocuvirus és Turncurtovirus) a genom szervezddésiik és rovarvektoraik

alapjan (Hanley-Bowdoin et al. 2013).

A buza torpiilés virus (Wheat dwarf virus — WDV) a Mastrevirus nemzetségbe
tartozik. A buza torpiilés virusnak két torzsét kiilonboztetik meg: a buza és az arpa torzset
(Kvarnheden et al. 2002). Az arpa és a buza torzsek genomjanak szekvencidja koriilbeliil
84%-ban megegyezik (Ramsell et al. 2009). Habar a két valtozat genetikailag nagyon hasonlo,
az arpa torzs nem fert6zi meg a buizat és a buza térzs sem fertézi meg az arpat. Mindkét tipust

a csikos gabonakaboca (Psammotettix alienus) terjeszti (Kvarnheden et al. 2002).

A buza torpiilés virus (Wheat dwarf virus — WDV) egyszali DNS molekulaja méretét
tekintve koriilbeliil 2750 bazispar, két intergénikus régiot és négy fehérjét kodolo gént
tartalmaz. A nagy intergénikus régio (LIR) és a kis intergenikus régio (SIR) egymassal
szemben helyezkednek el a cirkularis DNS-en (Gutierrez et al. 2004). Az intergénikus
régioknak a génexpresszioban €s a traszkripcioban van szerepiik. A WDV genomon beliil a
nagy intergénikus régido (LIR) a legvariabilisabb régio, itt torténik leggyakrabban nukleotid
kicserélddés (Kvarnheden et al. 2002). Ezen beliil talalhatd a virus szensz DNS szal
replikacios origoja is, amely egy konzervalodott szekvencia szakasz (5’- TAATATT|AC -3°)
a Geminivirusok csaladjaban , ezen kiviil a LIR régio egy kétiranyll promoter szekvencia is
egyben. A kis intergénikus régio (SIR) szabalyozza a transzkripcid terminacidjat (Ramsell et
al. 2009). A tipikus Mastrevirus genom négy kiilonb6z6 fehérjét kodol: két replikacio-
asszocialt fehérjét (RepA, C1; Rep, C2), egy mozgasi fehérjét (MP — movement protein; V2)
és egy kopenyfehérjét (CP — coat protein; V1) (3. abra). A mozgasi fehérje (MP) és a
kopenyfehérje (CP) a virus szensz szalon, a Kkét replikacid-asszocialt fehérje pedig a

komplementer szensz szalon vannak kodolva (Gutierrez et al. 2004).

A Kkét replikacidért felelés fehérje (RepA, C1; Rep, C2) a virus genomjanak
replikacidjaért felelos. A Rep fehérje végzi a replikaciot, a RepA fehérje pedig arra 6sztonzi a
gazdasejtet, hogy S-fazisban maradjon, igy a ndvényi sejt folyamatosan a DNS replikaciora
van felkésziilve. A mozgasi fehérje (MP) felelos a fertdzés sejtrol-sejtre terjedéséért. A
kopenyfehérje (CP) elsdsorban a virus kapszidjat alkotja és megvédi a virus DNS-t a kiils

hatasoktol. Ezen feliill nuklearis transzfer fehérjeként (NSP) is miikddik azaltal, hogy
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azonositja és kapcsolodik a célsejtekhez a novényi szovetekben (Hanley-Bowdoin et al.
2013).

LIR

WDV-h07

2734 bp

Bt
SIR

3. abra: A WDV genom szerkezete: Rep, RepA-— replikaz gének, MP — mozgéasi fehérje

gén; CP — kopenyfehérje gén; SIR — rovid intergénikus régidé; LIR - hosszu
intergénikus régio (Kis et al. 2019).

A buza torpiilés virus (WDV) az elmult évtizedekben leginkdabb Svédorszadgban
okozott jelent6s karokat, viszont az éghajlatvaltozas negativ hatasai miatt tobb eurdpai
orszagban is nagy figyelmet keltett. Buzan tortént megfigyelések soran arra jutottak, hogy a
korai vetésii fiatal novények fertdzése soran kovetkeznek be a legnagyobb karok, szarba
indulas utan bekovetkezd virusfertézések nem okoznak jelentds termésveszteséget. A beteg

egyedek gyakran foltokban fordulnak el6 a szantofoldeken (Lindblad & Sigvald 2004).
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2.2 Arpa transzformaciéja

A gabonandvények transzformacidja széles korben elterjedt technika az egyes genomikai
kutatasok soran. Az drpa dnmagéban is fontos novény, viszont ezen feliil diploidként kivalo
kisérleti modell az Osszetettebb genomu gabonandvények korében. Az elsé termékeny
transzgénikus arpa novényeket a 90-es években éretlen embriok  biolisztikus
baktérium altal kozvetitett transzformacio valt népszeriivé. A kiindulasi szdvet (explantum)
éretlen embrion kiviil lehet mikrospdra vagy hajtds merisztéma is. Az arpa transzformacidohoz

mégis az éretlen embrio a legalkalmasabb és legelterjedtebb explantum (Bartlett et al. 2008).

Az éretlen embrid eredetli kalluszbol szarmazé ndvényi regeneraciot befolyasolja a
genotipus, az embrid kora, a tiptalaj Osszetétele, a tenyésztés mddja és egyéb tényezok. A
legjobban transzformalhato fajta egy kétsoros tavaszi arpa, a *’Golden Promise’. Az embridk
kora kritikus a szovettenyésztésnél, hiszen befolyasolja a kialakuld kallusz texturajat,
szervezettségét, mindségét és a regeneracios ratajat. Altaldban a beporzas utan 10-13 napot
kell varnunk, hogy az embriok megfelel6 fejlettségi statuszban legyenek. Ekkor méretiik 0.7-
1.4 cm (Bo et al. 2015). Az éretlen embriok izolalasa apro méretiikb6l kifolyolag mikroszkop
alatt torténik. Az embidk szkutellum szovete (sziklevél) a legalkalmasabb embriogén kallusz
1étrehozasara (Bartlett et al. 2008). Ebbdl kifolydlag miel6tt az éretlen embridkat taptalajra
helyezik, az embriogén tengelyt, az axis-t eltavolitjak, ezzel meggatolva a hajtas- és

gyokércsucs fejlédését (Bo et al. 2015).

Ahhoz, hogy az éretlen embrid szkutellum szovetébdl kalluszt hozzunk 1étre megfeleld
kornyezetet kell biztositanunk a sejteknek. A taptalajnak tartalmaznia kell a sziikséges
szénhidratot, mikro- és makro elemeket, illetve kiilonb6z6 vitaminokat és hormonokat.
Altalaban elengedhetetlen valamilyen auxin jelenléte is, amely lehet a 24-D (2,4-
Diklorofenoxi-ecetsav) vagy a Dicamba. Ez fogja indukalni a ndvényi szomatikus

embriogenezist, amely altal a kallusz 3-6 hétig fejlodik (Bhojwani & Dantu 2013).

A biolisztikus és az Agrobacterium tumefaciens baktérium altal kozvetitett technikak
Osszehasonlitasa soran kimutattak, hogy az Agrobacterium altal kozvetitett transzformacio
hatékonyabb ¢és alkalmasabb kisebb szamu transzgén kopiaval rendelkezd transzgénikus
vonalak elballitasahoz. Raadasul az Agrobacterium altal kozvetitett technikakkal 1étrehozott
vonalakban a transzgén expresszioja generaciokon keresztiil stabilabbnak bizonyult, illetve

kevesebb esetben kovetkezett be a transzgén csendesitése is (Bartlett et al. 2008).

13



Az Agrobacterium tumefaciens egy talajban el6forduld Gram negativ baktérium,
amely képes ndvényeket fertdzni és génjeit bejuttatni a novényi sejtekbe. Az Agrobacterium
tumefaciens a sajat genomjan feliil tartalmaz egy extrakromoszomalis cirkularis DNS-t, amit
tumorindukalé vagy Ti-plazmidnak is neveziink. A baktérium genetikailag ugy alakitja at
gazdajat, hogy egy jol meghatarozott DNS-szakaszt visz at tumorindukal6 (Ti) plazmidjabol a
gazdasejt genomjaba. Az atvitt DNS (T-DNS) egy sor onkogént és opine-katabolizmus
géneket hordoz, amelyek kifejez6dése a novényben opinek és aminosavak termel6déséhez
vezet. A traszformalt szOvetben Ujonnan termelddott opinek és aminosavak elégitik ki a

baktérium nitrogén sziikségletét (Tzfira & Citovsky, 2006).

A fertézés kezdeti Iépéseként az agrobaktérium felismeri a gazdasejtet és kapcsolodik
hozza. A specifikus ndvényi jelek érzékeléséért a VirA/VirG kétkomponensii jelatviteli
rendszer felel6s. A vir génrégioé aktivalasat kovetden VirD1/D2 fehérjekomplex 1étrehozza a
T-DNS mobil képiajat. Az éretlen T-komplex tobb mas Vir fehérjével egyiitt bekeriil a
gazdasejt citoplazmajaba. A citoplazmdban 1étrejon az érett T-komplex, amely aktivan
importalodik a gazdasejt magjaba. A sejtmagba jutva a T-DNS az integracids pontig érve
megszabadul kiséré fehérjéitdl és integralodik a gazda genomjaba (4. abra) (Tzfira &
Citovsky 2006). A T-DNS régiot két 25 bazispar hosszisagi szekvencia hatarolja (LB-left
border és RB-right border), melyek fontos szerepet toltenek be a T-DNS plazmidbdl torténd
kivagodasaban (Bhojwani & Dantu 2013).

Kutatok olyan rekombinins Agrobacterium torzseket hoztak létre, amelyekben a T-
DNS-t mas génekkel helyettesitették. Ma ez a leghatékonyabb modszer idegen gének

bevitelére a novények korében.
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abra: Az Agrobacterium altal kozvetitett genetikai transzformaciéo modellje. A
folyamat 10 Iépésbdl all. 1) Az agrobaktérium felismeri a gazdasejtet és hozza
kapcsolodik. 2) Az agrobaktérium érzékeli a specifikus ndvényi jeleket a VirA/VirG
kétkomponensii szignaltranszdukcios Gtvonalon keresztiil. 3) A Ti-plazmid Vir régioja
aktivalodik, ami kovetkeztében 4) VirD1/D2 fehérjekomplex segitségével a T-DNS
egy mobil kopidja keletkezik. 5) Azéretlen T-komplex a gazdasejt citoplazmdjaba
kertil. 6) A gazdasejt citoplazmajaban érett T-komplex képzddik. 7) Az érett T-
komplex a gazdasejt sejtmagjaba importalodik. 8) A sejtmagban a T-DNS az
integracidhoz pontjahoz vandorol és 9) megszabadul a kiséré fehérjéitol. 10) A T-

DNS integralodik a gazdasejt genomjaba (Tzfira és Citovsky 2006 nyoman).

Az Agrobacterium tumefaciens egy természetes modon eléforduld baktérium, amely

képes atadni a Ti (tumor-indukald) plazmidjanak részeként hordozott T-DNS (transzfer DNS)

molekulakat a ndvényi sejtekbe, és ezaltal genetikai informaciot szallitani. Az Agrobacterium

altal a novényi sejtekbe atvitt T-DNS molekula koriil talalhato jobboldali és baloldali (LB-left

border és RB-right border) hatarszekvenciak hatarozzak meg, hogy a plazmid melyik részei
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kerlilnek integralasra a ndvényi sejt genomjaba. (Gelvin 2003) Ahhoz, hogy a T-DNS-be
hatékonyan be lehessen épiteni a szamunkra fontos géneket, a plazmidbol eldszor ki kell
vagni a tumor indukalo géneket. A vir génekre tovabbra is sziikség van, hiszek ezek felelések
Ti plazmidon tobb vir gén talalhato, mint a természetes valtozatban, ezaltal a T-DNS beépiilés
még hatékonyabb (5. abra). Léteznek ugynevezett binaris vektorok is, amelyek képesek E.
coli-ban is replikalodni. Az Agrobacterium binaris klonok eléallitasa és manipulalasa is

konnyebb, mint a hagyomanyos transzformacios vektoroké (Bhojwani & Dantu 2013).

Prométer Gazdasigilag jelentés gén
Promoter Terminator
Novényi szelektialhat6 M
marker gén _Jobboldali hatir-
" e % szekvencia

Terminator \
Baloldali hatar-

szekvencia

Bakteridlis szelektalhato
marker gén

Replikicio

Vir. régio kiindul6 pontja

5. abra: Ti plazmid atalakitasaval létrehozott expressziés vektor (Heszky 2011)

crer

protokolltol, az Agrobacterium torzstél, a hasznalt arpa fajtatol és mas koriilményektol. Az

erre iranyul6 kutatasok azt mutatjak, hogy az Agrobacterium AGLI t6rzs a leghatékonyabb az

crer

el, mégpedig éretlen embriok fertézésével (Harwood 2014).

2.3 Agrobaktérium kozvetitett WDV atvitel

A mastrevirusok mechanikusan nem terjeszthetok, ezért kizarolag rovarvektorral vagy
Agrobacterium tumefaciens altal juttathatok be a novényi sejtekbe. Ezt a folyamatot mas
néven agroinokulacionak is hivjak. Ezeket az ugynevezett agrofert6z6 klonokat ugy hozzak

létre, hogy egy 1,5-szeres WDV genomot épitenek a Ti-plazmidba. Miutdn a transzformacios
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vektor megfertézi a sejtet a 1,5-szeres WDV genom bejut a sejtbe ¢s mivel komplementer
szekvenciakat tartalmaz, igy a két vége homolég rekombinaciéval dsszekapcsolodik. Igy jon

1étre egy egyszeres cirkularis WDV genom a gazdasejtben (Ramsell et al. 2009).

A kutatasok soran az agrofert6z6 konstrukciokra azért iS van sziikség, hogy tudjuk
pontosan milyen WDV torzset hasznalunk. A természetben gytijtott kabocdk kiilonbdzé6 WDV
torzseket tartalmazhatnak egyszerre. Az ismert nukleotid szekvenciaju térzzsel valdé munka

megkdnnyiti a tesztek kivitelezését €s az eredmények értelmezését.

Ahhoz, hogy sikeres WDV fert6zést hozzunk 1étre agrobaktérium segitségével, elso
lépésként egy fert6z6 klont kell 1étrehoznunk. Ebben az esetben egy masfélszeres (1,5 MER)
virus DNS-t kell a plazmid vektorba klonozni. Amennyiben csak egyszeres virus DNS lenne a
vektorba klonozva, ugy a virus DNS nem tudna cirkuldris DNS-¢ alakulni, ebbdl kifolydlag
nem tudna sokszorozodni. A megoldas, hogy 1,5-szeres virus genomot helyeznek a
plazmidba, ami lehet6vé teszi, hogy homoldg rekombinacioval Gjra létre j6jjon a virus
cirkularis DNS-e. Ez az egyszeres cirkularis WDV DNS mar képes szaporodni a névényi
sejtmagban (Dale et al. 1989). Ramsell és munkatarsai Kidolgoztak egy moddszert
gabonandvények WDV fertézésére Agrobacterium (AGL1) kozvetitésével, amely arpa, buza,
keresztiil, hogy a maghéj megpuhuljon. Taptalajon felndvesztett A. tumefaciens-be Kkell
martani a magokat Ggy, hogy az embri6 koriil boritsa be a baktérium réteg. Ezutan a magot a
baktériummal boritott rétegen keresztiill kiillonbozé szogekben 1-5 alkalommal tivel
megszurtdk. Az agroinokuldcié utan a magokat egy éjszakara 28 °C-os sOtét szobaba
helyezték, majd a kdvetkezd napon kiiiltették. Az igy kezelt ndvények négy hét elteltével 6-
29%-ban voltak WDV fertézottek (Ramsell et al. 2009).

2.4 A novényi RNS interferencia

Amerikai kutatok 1993-ban a Harvard Egyetemen (ma University of Massachusetts Medical
School) felfedeztek egy 22 nukleotid hosszisaghi kis RNS-molekulat fonalférgekben
(Caenorhabditis elegans). Ez a molekula a lin-4, amely elengedhetetlen a korai fejlédési
valtozasok szabalyozasaban azaltal, hogy a LIN-14 fehérje expresszigjat blokkolja. Ez az elsd
dokumentalt és azonositott mikroRNS (miRNS) az irodalomban (Lee et al. 1993). Azonban,
ez a kis RNS-molekula nem keltett kiilonosebb figyelmet a tudosok kdrében mindaddig, amig
2001-ben harom kis RNS-ekrdl szo6lo cikket is publikaltak Science ugyanazon szamaban.

Ezekben a cikkekben nemcsak a C. elegans-ban, hanem mas gerinctelenekben és
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gerincesekben is azonositottak szamos kis RNS-t (Lagos-Quintana et al. 2001, Lau et al.
2001, Lee and Ambros 2001). A kovetkez6 évben rengeteg miRNS-t azonositottak kiilonbozo
novényfajokban, tobbek kozott arabidopsisban (Arabidopsis thaliana) és a rizsben (Oryza

crer

(Reinhart et al. 2002).

Az RNS interferenciat (RNSi) azéta is széles korben kutatjak ¢s alkalmazzak az
orvostudomanyban, az allattenyésztésben, a novénytermesztésben ¢€s a biotechnologiai
iparban. Az RNSi lehetévé teszi a célzott génkiiitést, amelynek soran specifikus gének
kifejezodését lehet csokkenteni, igy fontos eszkoz lehet a génfunkcidk feltarasaban és a
betegségek kezelésében. Az utobbi években az Ujgenerdcids szekvenaldsnak és a fejlett
bioinformatikdnak kdszonhetden a miRNS-ekkel kapcsolatos tanulmanyok és az azonositott

MIRNS-ek szama dramaian megndvekedett (Zhang & Wang 2015).

A ndvényi RNSi egy természetes génregulacidos mechanizmus, amely a ndvényi
sejtekben eléforduld kis RNS molekuldknak (small RNA, sRNA) a célgénjeikre gyakorolt
hatasaval miikodik. Az RNSi folyamata sordn az sRNS-k képesek befolydsolni a gének
kifejezodését, csokkentve vagy novelve a génaktivitast a sejt sziikségleteinek megfelelden. Az
RNSi lehetdvé teszi a sejtek szdmara, hogy az adaptiv valaszként reagaljanak a kiilonboz6
kornyezeti hatasokra, példaul a virusokra és a korokozokra. (Muhammad et al. 2019). Ebbdl
kifolyolag a novényr RNS interferencia folyamatat szamos kutatas és fejlesztés hasznalja a
novények genetikai manipuldcidja soran, amely magaban foglalja a korokozokkal és
kartevokkel szembeni rezisztencia kialakitasat, valamint a ndvények agrondmiai
tulajdonsagainak javitasat és optimalizalasat a termelési kapacitas, vagy mindség tekintetében

(Zhang & Wang 2015).
A novényi RNSi 6 Gtvonalai:

1. Transzkripcios gatlas (TGS): kiilonbozé sRNS molekulak megvaltoztatjdk a DNS
metilacios allapotat, ezaltal befolyasoljak a célgén kifejezddését.

2. Poszt-transzkripcios gatlas (PTGS: ebben az esetben rovid sRNS molekulak
(mikroRNS-ek vagy kis interferald6 RNS-ek) jonnek létre, amelyek komplementerek
bizonyos messenger RNS (mMRNS) molekulaval. Ezaltal hozza tudnak kapcsolodni és
gatoljak a mRNS forditasat fehérjékké, vagy az mRNS-t elhasitjak.

Ezek az utvonalak szamos mechanizmussal kombindlva miikodhetnek, €s egyiitt

hozzéjarulnak a névényi RNS interferencia széleskorii szabalyozasi hatasaihoz (Guo et al.
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2016). Novény-patogén interakciok soran a novényeknek meg kell védeniik magukat, igy
valaszként aktivaljak a kiilonboz6 védekezési mechanizmusaikat. Az RNS interferencia
(RNSi) egy kulcsfontossagt biologiai folyamat ilyen esetekben, azonban a korokozok anti-
csendesité mechanizmust aktivalhatnak a gazdanovény RNSi blokkoldsara. A csendesitd
mechanizmus megzavarasa a korokozok rendkiviil fejlett virulenciastratégiaja (Muhammad et
al. 2019). A WDV replikaz enzime is egy ilyen RNSi szupresszor, amely képes megkdtni a
novény altal a virusra létrehozott siRNS-eket, gatolva ezéltal a ndévény védekezési

mechanizmusat (Wang et al. 2014)

2.4.1 A Kkis interferalo RNS-ek és mikroRNS-ek miikodése

A siRNS (kis interferadld6 RNS) és miRNS (mikro RNS) molekuldk mind ~20-24 nt
hosszusagu kis RNS fragmentumok, amelyek fontos szerepet jatszanak sejtek
génexpresszidjanak finomhangolasdban, az élettani folyamatok szabalyozdsdban vagy a
koérokozokkal szembeni védekezésben. Azonban a két tipus kialakulasaban és funkcidjaban is
eltér egymastol. Méretiiket tekintve nagyon hasonlok, a SiIRNS-ek altalaban 20-25 nukleotid
hosszaak, mig a miRNS-ek 21-23 nukleotid hosszi molekulak. Ezek a kis nem kodoldo RNS-
ek szamos uton létrejohetnek, olyan specidlis enzimek altal, amelyek az RNS datiratokat
dolgozzék fel. Ezeket processzor fehérjéknek is nevezik és nukledz aktivitassal képesek
kimetszeni a kis RNS-eket az elsddleges RNS-transzkriptumokbol. Ezt a hatasmechanizmust
olyan effektor fehérjék is tamogatjak, amelyek a nagy molekulatomegli fehérje-RNS
komplexek Osszetevoi. Az effektorok feladata a kis RNS-ek stabilizalasa, szallitasa és
szabalyozasa (Costa et al. 2012). A miRNS-ek mindig endogén modon 1étrejott dsSRNS-ekbdl
keletkeznek, mig a siRNS-ek 1étrejohetnek endogén és exogén modon képzddott dsRNS-ekrol
egyarant (Bartel 2004). A siRNS-ek kialakulasa egy novényi sejtben torténhet exogén tton is,
ilyenkor ezek a molekulak egy virusfertézés elleni genetikai védelmi mechanizmusban

vesznek részt (Costa et al. 2012).

A miRNS-ek és siRNS-ek a novényi genomon belill altalaban az intergénikus
régiokban vannak kodolva, de eléfordulhatnak a fehérjét kodold gének intronikus régidiban is.
A novényi miRNS-ek kialakulasa tobb 1épésben torténik. A sejtmagban az RNS-polimeraz 11
altal eldallitott pri-miRNS molekulak képzddnek, majd azutan enzimek (Dicer) segitségével
egy pre-miRNS molekula jon létre. A pre-miRNS molekulak egyes részletei egymassal
komplementerek, igy egy hajtli szerkezet alakul ki. Ezutan a miRNS / miRNS * duplex a
sejtmagbdl a citoplazméba keriil, ahol enzimek (Dicer, HYL1) segitségével altalaban egy

funkcioképes érett miIRNS képzodik. (Xie et al. 2015). Az siRNS molekulak keletkezhetnek
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endogén vagy exogén kettds szala RNS molekulakrol. Ezeket a hossza és valtozatos dSRNS
molekulakat a DCL (Dicer-like) endonukledzok 20-25 nt hosszisagu darabokra vagjak. Egy
dsRNS-b61 tobb kiilonbozoé siRNS keletkezhet (6. abra) (Costa et al. 2012).

A novényi sejtekben a kis RNS-ek hatékonysaga azon mulik, hogy a célszekvencia
mennyire komplementer a kis RNS-sel. Idealis esetben teljes mértékben komplementer,
viszont amennyiben nem, ugy t6bb kiilonb6z6 Kis RNS molekulara is sziikség lehet a kivant
csendesitési hatékonysag eléréséhez. A miRNS-ek az RNS altal indukalt csendesité komplex
(RISC) altal fejtik ki hatasukat. A citoplazmaban talalhato érett miRNS-ek két szala koziil az
egyik a funkciondlis szal, amely a RISC-komplexbe keriil, a masik a komplementer szal
(miRNS*), amely altalaban lebomlik. Az érett RISC-komplexek a komplementer
szekvenciakkal rendelkez6 mRNS transzkriptekhez kapcsolodnak és azok elhasitasaval, vagy
a transzlacié akadalyozasaval csendesitik azokat. A kis interferald RNS-ek  (SIRNS)
hatdsmechanizmusa hasonl6, esetiikben az Osszeszerel6dott RISC-komplexek a veliik

komplementer viralis RNS-ek lebontasat is okozhatjak (Costa et al. 2012).
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6. abra: Kis RNS-ek keletkezése A) siRNS utvonal B) miRNS utvonal (Tiwari et al.
2014 nyoman)

Erdemes megemliteni, hogy a kérnyezeti hémérséklet nagy mértékben befolyasolja a
novény-virus kolcsonhatdsokat. A ndvényi virus jarvanyokat gyakran az alacsony
homérseklettel hozzak 0Osszefiiggésbe, mig magasabb hémérsékleten a virusos tiinetek
mérsékloédnek. Ennek az lehet az oka, hogy a virusok elleni védekezésben nagy szerepet
jatszo SIRNS-ek képzddése 15 °C alatt elmarad, mig miRNS-ek tovabbra is termelédnek
(Szittya et al. 2003).
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2.4.2 Mesterséges miRNS (amiRNS) technolégia

A novényekben dsRNS-ek altal indukalt géncsendesitést €s az SRNS-ek kiilonbdzo titvonalait
1998-ban fedezték fel. Azdta szamos transzgén vagy virus alapt géncsendesitési technologiat
fejlesztettek ki. Az RNS csendesitési modszerek koziil kiemelkedéen elterjedtek a hpRNS
(hajtic. RNS; hairpin RNA) és a mesterséges miRNS (amiRNS; artificial micro RNA)
technikak. Ezeket az RNS csendesitd technikédkat mar régota hasznaljak a mezdgazdasagban
kultirnovények genetikai fejlesztésére. Ilyen fejlesztések lehetnek példaul a betegségekkel és
a kartevokkel szembeni ellenallds novelése, a novény morfoldgiai tulajdonsagainak
megvaltoztatasa, virdgzasi id6 hosszabbitdsa, gyiimolesok ¢és viragok kereskedelmileg
hasznos tulajdonsagainak javitasa, tapérték ndvelése, valamint mérgezé vegyliletek és
allergének eliminalasa (Guo et al. 2016). A mesterséges miRNS technologia hasznalata
segithet az olyan stressz tényezokkel szembeni ellenallosag fokozasaban is, mint a szarazsag,

a hideg vagy a s6 stressz (Zhang & Wang 2015).

Az elmult évtizedben tobb adatbazist és programot is létrehoztak a miRNS-ek és
célszekvenciaik azonositasara. Ilyen adatbazis példaul a miRBase, amely minden publikalt
mMIRNS szekvenciat tartalmaz mindenféle organizmusokbol. A PMRD (plant microRNA
database) egy kifejezetten novényi miRNS adatbazis. A pPC (MicroPC) pedig egy olyan
program, amely potencialis novényi miRNS-eket keres és Osszehasonlitasukat végzi. A
felsoroltokon kiviil szamos adatbazis all még rendelkezésre, amelyek hasznosak lehetnek a

kutatok szamara a génkifejez6dés szabalyozasanak vizsgalataban. (Zhang & Wang 2015).

Az inverted repeat (IR) vagy hairpin RNS (hpRNS) transzgén technologia egy olyan
génmodositasi technika, amely RNS-interferencia alapt génkioltasra szolgal. Egy tipikus
hairpin RNS transzgén konstrukcio tartalmazza a csendesiteni kivant gén egy szakaszanak
szensz ¢s antiszensz szalat forditottan 1smétlodd (inverted repeat) formdban. A szensz és az
antiszensz szal kodja egy ’spacer’ régioval van elvalasztva (7. abra). Amennyiben err6l a
szakaszrol mRNS képzddik, Ggy az sajat komplementaritdsa miatt egy hajtli (hairpin)
szerkezetet vesz fel. Ezutan a hpRNS molekula bekapcsolodik az RNSi ttvonalakba. A
hpRNS-konstrukciokat viszonylag nehéz eldallitani a forditottan ismétlddé szerkezet miatt,
habar a kutatok a molekuldris munkdk megkonnyitése céljabol kifejlesztettek néhany jol

miikodé hpRNS klonozo vektort (pHannibal; pHellsgate) (Guo et al. 2016).
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Az amiRNS technologia elénye a hairpin RNS technologiaval szemben az, hogy
célzottabban képesek a génexpresszid szabalyozasara. Ennek oka az, hogy az amiRNS-ek
nagyobb specifitassal rendelkeznek, mert egy amiRNS konstrukciordl csak egy amiRNS
keletkezik igy kevésbé valdszinii, hogy a célsejtben mas génekre is hatassal. A célsejtben mas
génekre iranyuld off-target hatds nem csak kevésbe valoszinii, de viszonylag konnyen
ellenérizhetd is. Ezzel szemben egy hpRNS konstrukciorol sok kiilonbozé siRNS
keletkezhet, ez noveli az off-target hatast, ami befolyassal lehet a sejt homeosztazisara. Habar
az amiRNS konstrukciok tervezése nagyobb koriiltekintést ¢és odafigyelést igényel,
eredményesebb ¢€s specifikusabb génexpresszid szabalyozast tesz lehetdvé. Tobb tanulmany is
azt mutatja, hogy az amiRNS-ek hatékonysaga analog az endogén miRNS-ekkel.
Egyediségének, hatékonysaganak és pontossaganak koszonhetéen amiRNS-eken keresztiili
géncsendesités masodik generaciés RNS interferencia technologianak is tekinthet6 (Tiwari et

al. 2014).

A) hpRNS
szensz ’'spacer’ antiszensz
) [[—p | [— 1% d
B) amiRNS . ’
Pre-miRNS szekvencia amiRNS
[ T T s

amiRNS
7. abra: A hpRNS és az amiRNS konstrukciék sematikus abraja: A) A hpRNS
(hairpin RNS) sematikus abrdja. A célgén zold szinnel, a promoter kék nyillal, a
spacer régiod sarga szinnel és a termindtor régid sziirke szinnel van jeldlve. B) Az
amiRNS (artificial mikro RNS) sematikus abraja. A pre-miRNS szekvencia zold
szinnel, az amiRNS és amiRNS* szekvencidk piros szinnel, a promoter kék nyillal és
a terminator régid sziirke szinnel vannak feltiintetve. A megjosolt amiRNS szerkezete

is lathato (Guo et al. 2016 nyoman).

Az amiRNS-ek a miRNS-ekhez hasonléan egy egyszalii ~21 nukleotid hosszusagl
RNS molekuldk, amelyek képesek becsatlakozni az RNS interferencia Utvonalakba. Egy
amiRNS konstrukcié 1étrehozasakor egy természetes miRNS prekurzor miRNS és miRNS*

szekvenciait a megfeleld célgén szekvencidira cserélik (amiRNS:amiRNS*); a modositott
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amiRNS prekurzorban a miRNS prekurzor eredeti masodlagos szerkezete megmarad. Az
amiRNS-ek biogenezisének utvonala megegyezik a miRNS-ek biogenezisének utvonalaval,
igy minden sziikséges kulcsenzim rendelkezésre all a sejtben (Guo et al. 2016). Az amiRNS
szekvencidk tervezésekor és kivalasztasakor érdemes néhany szempontot figyelembe venni.
Fontos, hogy a cél RNS 5 végétdl nézve az amiRNS szekvencia 2. és 12. nukleotid pozicioja
kozott lehetdleg ne legyen illeszkedési hiba. Hasonldoképpen a 10. és 11. nukleotid pozicioban
is fontos a tokéletes bazisparosodas, hiszen feltehetdleg itt hasit az AGO1 fehérje.
Amennyiben itt illeszkedési hiba van, igy az amiRNS-ilink nem tudja elhasitani a célgént
(Schwab et al. 2006). Bizonyos miRNS csaladokat egyszeriibb masodlagos szerkezetiik miatt
gyakran hasznalnak az amiRNS altal kozvetitett géncsendesités soran. Kutatdsok soran
elényben részesitik az ath-miR159a, ath-miR167b, ath-miR169d, ath-miR171a, ath-miR172a,
ath-319a, 0sa-miR528 és osa-miR395 miRNS csaladokat (Tiwari et al. 2014).

A policisztronikus amiRNS egy olyan génexpresszid-szabalyozé technoldgia, amely
tobb kiilonbozd célgén lecsendesitésére is alkalmas lehet, vagy hatékonysag novelése céljabol
egy adott gént tobb amiRNS célozhat. Ez a technologia ugy miikodik, hogy tobb kiilonbozo
amiRNS prekurzort helyeznek el egyetlen policisztronikus konstrukcioba, amely egyetlen
promoéter altal szabalyozott, igy egyszerre tobb gént is célba lehet vele venni. A
policisztronikus amiRNS technologia lehet6vé teszi a hatékonyabb géncsendesitést, ami a
novényekben hasznos lehet a korokozok elleni védekezésben vagy a termésndvelésben.
Raadasul a policisztonikus amiRNS technologia minimalizalja az ismételt transzformaciok
nehézségeit IS azaltal, hogy lehetdvé teszi az egyetlen vektorban tobb amiRNS gén
kifejezését. Ez azt jelenti, hogy kiilonbozd célgének elnyomésidhoz nem kell kiilon-kiilon tobb
amiRNS prekurzort transzformalni a ndvénybe, hanem egyetlen vektort kell bejuttatni, amely

tartalmazza az sszes sziikséges szekvenciat (Fahim et al. 2012).

Az amiRNS alapt technikak hatékonyan képesek elnyomni a virusok replikaciojat €s
terjedését a novényekben. Az amiRNS technologia nagyfoku célzottsaga lehetdvé teszi a
virusok altal kodolt gének specifikus elnyomasat, mikozben minimalizalja a nem kivant
hatasokat (8. abra) (Cisneros & Carbonell 2020). Az technologiat névényekben legelészor
2006-ban alkalmaztak endogén gének csendesitésére Arabidopsis thaliana-ban (Schwab et al.
2006). Nem sokkal késébb szintén Arabidopsis thaliana novényeken kisérletezve olyan
transzgénikus egyedeket hoztak 1étre, amelyek képesek voltak tarlorépa sarga mozaik
(TYMV) és tarlorépa mozaik potyvirusok (TuMV) ellen amiRNS-eket termelni (Fahim et al.

2012). A vegyes virusfertézések gyakoriak a mezdgazdasagi kultGrnovényekben. A
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policisztronikus amiRNS technologia hasznalataval lehetséges tobb virus erésen konzervalt

régioinak egyidejii célzasa (Muhammad et al. 2019). A kiilonb6z6 amiRNS technologiak azért

is lehetnek hatékonyabbak fert6zések ellen, hiszen a miRNS/amiRNS biogenezis utvonalak

15 °C alatt is mikodnek, mig a SIRNS-ek képzddése elmarad (Szittya et al. 2003). A

kozelmultban Magyarorszagon mar sikeriilt olyan transzgénikus arpa ndvényeket eldallitani,

amelyek WDV-vel szemben extrém rezisztenciat mutatnak. A kutatds soran azt is

bizonyitottdk, hogy a rezisztencia szintje korrelalt az amiRNS-ek expresszids szintjével.

Kisérleteik azt is kimutattak, hogy az amiRNS technologia képes szabalyozni egy DNS-virus

replikaciojat arpaban, még a szantofoldi fertézési koriilményekhez hasonld alacsony

hémérsékleten is (Kis et al. 2015).
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8. abra: Az antiviralis amiRNS-
utvonal: Az amiRNS transzgén egy
monocisztronos miRNS-prekurzort
expresszal, amely szekvencidlisan egy
amiRNS-s¢ alakul. Az érett amiRNS

célpontja a virus RNS egy szakasza

(Cisneros & Carbonell 2020 nyoman).



Amikor virusrezisztens novényt szeretnénk létrehozni, figyelembe kell venni azt is,
hogy a korokozok gyorsan tudnak adaptalodni. Ahhoz, hogy ennek az evolicionak a
kockazatat minimalisra csokkentsilk érdemes tobb amiRNS-t alkalmazni, amelyek a

virusgenom kiilonb6z6 konzervativ régioit célozzak meg (Kis et al. 2015).

2.5 A CRISPR/Cas9 technolégia

A CRISPR/Cas9 technolédgia felfedezése soran baktériumokat vizsgaltak, hogy megértsék,
hogyan védekeznek a virusok ellen. Mar kordbban is tudtak, hogy a baktériumoknak van egy
adaptiv immunrendszere, amely képes felismerni és elpusztitani a virusokat. A kutatok arra
voltak kivancsiak, hogy pontosan hogyan miikodik ez az immunrendszer (Bortesi & Fischer
2015).

A CRISPR/Cas9 technologiat Jennifer Doudna és Emmanuelle Charpentier fejlesztette
ki. A két kutatdo 2012-ben fedezte fel a Cas9 enzim DNS-vagasi képességét, majd 2014-ben
kozosen publikaltak egy tanulmanyt, amely leirta a Cas9 enzim miikodését (Doudna &
Charpentier 2014). A kutatasuk eredményeként létrejott a CRISPR/Cas9 technologia, amely a
genetikai kutatdsok és az orvostudomany teriiletén is forradalmi valtozasokat hozott. A
kutatocsoport 2020-ban elnyerte a Kémiai Nobel-dijat a CRISPR/Cas9 technologia

kifejlesztéséért.

A CRISPR/Cas9 rendszer egy természetes védelmi mechanizmus, amelyet a
baktériumok és az archaedk alkalmaznak korokozok elleni védekezésre. A CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) egy olyan genomikus mint4zat,
amely 1smétlédd, rovid palindrom szekvencidkbol ¢és kozottik valtozd "spacers"
szekvencidkbol all. Az Ujonnan bejutd idegen DNS-bOl szadrmazd spacer szekvencidk
integralodnak a CRISPR lokuszba, ezzel késObb eldsegitve a korokozok felismerését €s
elpusztitasat. Fertozés soran a CRISPR lokusz atirodik és az igy keletkez6 CRISPR RNS
(crRNS) molekulak tartalmazzak a baktérium altal korabban beépitett spacer szekvenciakat. A
crRNS molekulak Kkoriilbeliil 40 nukleotid hosszi molekuldk. A CcrRNS-ek késébb
Osszekapcsolodnak egy masik RNS molekuladval, az ugynevezett transzaktivalo CRISPR
RNS-sel (tracrRNS). Az igy kapott komplex aktivalja és iranyitja a Cas9 enzimet. A Cas9
enzim megtalalja a célzott DNS szakaszt, amelyet a ctrRNS altal meghatarozott szekvencia
alapjan azonosit. A Cas9 enzimnek sziiksége van egy specifikus szekvenciara, amelyet
protospacer-nak neveznek, valamint egy PAM (protospacer adjacent motif) szekvenciara,

amely azonositja a célpont helyét. A cél DNS mellett talalhaté PAM motivum altalaban 5'-
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NGG-3' szekvenciaval rendelkezd konzervalt szakasz. a CRISPR/Cas9 rendszerben a Cas9
fehérje crRNS segitségével talalja meg a hasitasi célpontot a DNS-ben. A cél DNS crRNS-el
komplementer szakaszat a Cas9 fehérje felismeri, majd a tracrRNS segitségével a célgéntdl 3
bazispar tavolsagra taldlhato PAM motivumot azonositja. Ezutdn a Cas9 fehérje
’lehorgonyzik® és a DNS mindkét szalat elvagja (9. abra). Amennyiben a PAM mellett
talalhato ’seed régid’-ban mutacio kovetkezik be, Gigy a hasitas altalaban elmarad (Bortesi &

Fischer 2015).
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9. abra: A baktériumok CRISPR-Cas9 rendszere és az adaptiv immunvalasz a
behatolo baktériofagokkal szemben. A fertdzés utan (1. fazis), a Casl és Cas2
fehérjék a virus genomjanak rovid szakaszait rogzitik a baktérium CRISPR
lokuszaban. A masodik fazisban a CRISPR lokusz expresszalodik €s ezaltal pre-
CrRNS-ek illetve tracrRNS-ek jonnek létre. A pre-crRNS gondoskodik a gRNS-ek
eldallitasarol, amelyek a Cas9 fehérjéhez kotédnek. A Cas 9 fehérjék célzottan
megtamadjak és hasitjak a bedramld baktériofdg genomjanak komplementer

szekvenciait (Ghorbani et al. 2021 nyoman)
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A CRISPR/Cas rendszer atmenete a biologiai jelenségtél a génmoddositd eszkoz felé
akkor tortént meg, amikor kimutattak, hogy a cél DNS szekvencidja viszonylag egyszeriien
atprogramozhato. A cél DNS szekvencidjat egyszerlien lehet atprogramozni a crRNS 20
nukleotidjanak (spacer) modositasaval. A tracrRNS:crRNS szerkezetet egyetlen guide
(iranyit6) RNS-re (single-guide RNS; sgRNS) modositottak, amely megtartotta a két kritikus
tulajdonsagot: a 20 nukleotid hosszl szekvenciat az SJRNS 5 'végén, amely a Watson-Crick
bazisparosodas révén meghatarozza a c¢l DNS-t, valamint kialakitanak egy specialis
masodlagos szerkezetet a SJRNS szekvencia 3' végén, amely kapcsolddik a Cas9-hez. Ezzel a
rendszert a kordbbi haromrdl két komponensiire redukaltak. Rovid idével késdbb, 6t fliggetlen
kutatocsoport mutatta be, hogy a két komponensi rendszer mikodoképes eukaridtakban
(ember, egér és zebradanio) is, amely azt jelzi, hogy a CRISPR gének funkcioi endogén
eukaridta enzimek 4altal tdmogatottak. Lényegében egy egyszerli két komponensii rendszert
hoztak 1étre, amelynek segitségével az SgRNS spacer régidja nukleotid sorrendjének
modositasaval a CRISPR-Cas9 rendszerrel barmilyen szamunkra érdekes DNS részletet lehet
programozni, amennyiben az PAM mellett helyezkedik el (Doudna & Charpentier 2014). A
leggyakrabban hasznalt rendszer a II. tipusi CRISPR/Cas9 rendszer, amely Streptococcus
pyogenes-bél izolalt géneket tartalmaz (Bortesi & Fischer 2015).

Amennyiben a CRISPR/Cas9 rendszert a genom szerkesztésére hasznaljak, akkor az
enzim nem csak hasitja a bizonyos DNS szakaszt, hanem a sejt hibajavitd6 mechanizmuasi
meg is valtoztatjak. Ez a modositas lehet példaul a gén modositasa vagy kikapcsolasa, ami a
kivant fenotipus valtozasat eredményezi. Azonban a CRISPR/Cas9 technologia hasznalata
kapcsan felmeriilnek bizonyos etikai kérdések is. Példaul a génmodositds a sziiletendd
gyermek kivalasztisa sordn is alkalmazhat6, ami szdmos erkolcsi és tdrsadalmi kérdést vet fel

(Ghorbani et al. 2021).

Novények esetében a CRISPR/Cas9 konstrukcid —sejtmagba juttatiasara az
Agrobacterium altal kdzvetitett transzformacio a legelterjedtebb modszer. Az exogén T-DNS,
amely a Cas9-et és a gRNS-t hordozza a Ti plazmidon talalhat6. Ezt a modszert mar sikeresen
alkalmaztak erre a célra tobb mint 20 ndvényfajban (Tsanova et al. 2021).

A CRISPR/Cas9 technologia elterjedt modszer virusok elleni immunitas kialakitasara
is novényekben. Mivel a CRISPR/Cas9 rendszer prokariota eredetli, a novényi virusok
kevésbé valoszinii, hogy olyan mechanizmusokat fejlesztenek ki, amelyek ellene hatékonyak

lennének. Ezzel ellentétben az RNS interferenciaval, amely ndvényekben is megtalalhato
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utvonal, és amely ellen a legtobb virusnak mar van védekezési stratégidja. A tobb célponta
guide RNS (gRNS) hatékony modszer lehet az olyan mutans virusok eliminalasara, amelyek
CRISPR/Cas9-alapti genomszerkesztés miatt alakulnak ki. Kiilonboz6 novényfajokban
kiilonboz6  virusok ellen mar sikeresen alakitottak ki immunitast CRISPR/Cas9

technologiaval (1. sz. melléklet) (Khan et al. 2022).

Kis és munkatarsai 2019-es publikaciojukban arrdl szamoltak be, hogy CRISPR/Cas9
technoldgiaval nagyon haté¢kony WDV rezisztenciat lehet kialakitani arpa ndvényekben.
Kutatasuk soran agroinokulécioval egy olyan konstrukciot juttattak a ndvényi sejtekbe, amely
létrehozott transzgénikus novények RT PCR vizsgéalatdval kimutattak, hogy a négy guide
RNS koziil csak harom expresszalodik. A rovarvektoros WDV fertdzést kovetden arra
jutottak, hogy CRISPR/Cas9 rendszerrel extrém hatékony rezisztencia érhetd el arpaban.
Ugyanakkor a fertdzés soran mutaciokat azonositottak a CRISPR/Cas9 célszekvencidban. A
mutans WDV torzsek genomjat megszekvenalva azt fedezték fel, hogy kizardlag az sg2 guide
RNS célhelyén talalhatok mutaciok, mig a tobbi guide RNS célhelyén egy esetben sem. Ezen
eredménybdl arra kovetkeztettek, hogy csak az sg2 guide RNS volt miikodéképes (Kis et al.
2019).

Egy tovéabbi alkalmazdsa a CRISPR/Cas9 technologidnak, amely valdsziniileg a
jovoében egyre szélesebb korokben elterjedtebb lesz, az a célzott transzgén beillesztése, ahol
novényeket vagy ndvényi sejteket hasznalnak bioldgiai gyarakként bizonyos metabolitok
vagy fehérjék eldallitasara (Bortesi & Fischer 2015).
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3. Anyag és modszer

3.1 Novényi anyag és virusvektorok nevelése

A Kkisérleteinkhez felhasznalt arpa (Hordeum vulgare cv. ’Golden Promise’) ndvényeket
novénynevelé kamrakban (Versatile Environmental Test Chambers; Sanyo, Tokyo Japan)
neveltiik. A nevelést 16 6ras nappali (15°C, 50 uE m-2s-1 fényerdsség) és 8 oras éjszakai (12

°C, sotét) ciklus alkalmazéasaval végeztiik.

Az arpafoldekrdl begytijtott, kifejlett csikos gabonakaboca (Psammotettix alienus
Dhalbom) populéaciot 23 °C hémérsékletii ndvényneveld kamraban tobb nemzedéken &t
neveltiik arpa novényeken (H. vulgare cv. ‘MV Jubilant’) 14 6ras nappali (50 pE m-2s-1
fény) és 10 oréas ¢éjszakai periodust valtakoztatva. A rovarokat a kiilvilagtol egy vékony, 0,1

mm falvastagsagu haloval valasztottuk el.
3.2 In vitro névény regeneracio

A traszgénikus arpa novények Kis et al. 2015 és 2019 alapjan lettek eldallitva. A
kotranszformacidohoz Kis et al. 2015 polycisztronikus amiRNS konstrukcioja
(VirusBuster171) és Kis et al. 2019-es  konstrukcidjanak modositott valtozata lett
felhasznalva, melyben csak az sg2-es CRISPR/Cas9 guide RNS lett a konstrukcioba helyezve
(13. abra). A kotranszformans arpa novények (To generaciod) példanyairdl magokat izolaltunk,
majd sterilizaltuk dket. A sterilizalashoz el6szor 70%-o0s etil alkoholba helyeztiik a magokat
1-2 percre, majd 50%-0s kereskedelemben hasznalt hypo oldatban 25 percig 200 rpm-en
razattuk. Ezt kovetéen a magokat haromszor steril vizzel atmostuk. Minden mag egy
koriilbeliil 1,5-2 mm atmérdjii embriodt tartalmazott. Az éretlen embriokat szike segitségével
mikroszkop alatt izolaltuk. Az izolalas soran a magot csipesszel fogtuk és az embriogén axist
szikével levagtuk. Ezt kovetden a szkutellumokat 50 mg/l hygromicint tartalmazé CI-50
szelekcios taptalajra (2. sz. melléklet) helyeztiik. A szelekcios taptalajon 6 hét alatt kalluszok
fejlodtek. A kalluszok alatt a taptalajt 2 hetente cseréltiik és a plateket 23 °C-on inkubaltuk. A
hygromicines taptalajon novekedd kalluszokat mikroszkép alatt 550 nm-en vizsgaltuk a
kotranszforméns kalluszok elkiilonitése céljabol. Kivélasztottuk azokat a kalluszokat,

amelyeken rozsaszin elszinezddést tapasztaltunk (dsRED expresszid) (10. abra).

30



10. abra: Kallusz tenyészet. A kalluszok rézsaszin elszinezddését a dsSRED expresszioja

okozza. (a szerz6 fotoja)

Ahhoz, hogy a kalluszokbdl novények fejlddjenek a kalluszokat athelyeztik TR-50
taptalajra, majd ezen novesztettiik 6ket 3 hétig tigy, hogy napi 16 o6ran keresztiil megvilagitast
kaptak. A kalluszokbol fejlodé novényeket a 2-3 mm-es magassag elérése utan regeneracios
taptalajra (RG-0) tettiik (2. sz. melléklet). Néhany hét elteltével, amikor elérték az 5-7 cm-es

magassagot a novényeket eldszor Jiffy tapkockakba, majd cserépbe iiltettiik szét.

3.3 Molekularis munkak

3.3.1 Vektor konstrukciok
Az arpa névények WDV fert6zésére a pPZP201 WDV 1,SMER konstrukciot hasznaltuk (Kis et
al. 2015). A fert6z6 konstrukcio egy 1,5-szeres WDV genomot tartalmaz6 binaris vektor,

pPZP201 sziildvektorban eldallitva.

Az arpa transzformdciohoz két vektor konstrukcio keriilt felhasznélasra, egy WDV
specifikus policisztronikus amiRNS konstrukcio és egy WDV specifikus CRISPR/Cas9 guide
RNS-t tartalmaz6 konstrukcio. A WDV specifikus policisztronikus amiRNS konstrukcié Kis
et al. 2015 cikkben leirtak szerint lett felhasznalva. A VirusBuster171 elnevezésii konstrukcio
harom darab WDV-re specifikus amiRNS-t tartalmaz (amiR1, amiR6, amiR8). Ezen feliil a
konstrukcio tartalmaz egy hygromicin rezisztencia gént is, amely segiti a sikeresen

transzformalt ndvények kivalasztasat (12. és 13. abra).
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11. abra: A VirusBuster171 elnevezésii  policisztronikus amiRNS Kkonstrukcio

sematikus abraja (Kis et al 2015).

A Kis et al. 2019-es cikk CRISPR/Cas9 rendszer konstrukcidja modositva keriilt a
csoport altal készitett kotranszformans névényekbe. Az eredetileg négy darab CRISPR/Cas9
guide RNS-t tartalmaz6 konstrukciobol végiil csak az sg2-es CRISPR/Cas9 guide RNS keriilt
az altalunk hasznalt konstrukcioba (13. abra). A konstrukcio tartalmaz egy dSRED

riportergént is, amely kifejez6dése segit detektalni a sikeres transzformaciot.

VirusBuster171 WDVguidelguard

DsRED

12. abra: A WDV-specifikus amiRNS-eket és a WDV-specifikus CRISPR rendszert

tartalmazo binaris vektorok sematikus abraja
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3.3.2 DNS kivonas és PCR
Arpa novényekbdl DNS kivonast végeztink és minden alkalommal direkt DNS kivonas
technikat alkalmaztunk. Minden egyes 1,5 ml-es Eppendorf csébe 3 mm-es csapagygolyot
tettlink. Ezutan a csébe ~5-10 mg ndvényi szovetet helyeztiink, majd erre 50 pl Extraction
Solution oldatot (Sigma-Aldrich, USA) pipettaztunk. Az Eppendorf csdvek tartalmat ezutan
BeadBeater-96 (BioSpec, USA) késziilék segitségével homogenizaltuk 8-as fokozaton, 1
percen keresztiil. Ezutan a csoveket 95 °C-0s termosztatba helyeztiik 12 percre, majd 1 percre
jégre tettiik a csOveket. Miutan a minta visszahtlt 50 ul Dilution Solution (Sigma-Aldrich,
USA) oldatot adtunk hozza és vortex késziilékkel homogenizaltuk. A homogenizatumot 1
percen keresztiil 14000 rpm-en centrifugéltuk, majd a tiszta feliiliszot uj Eppendorf csévekbe

pipettaztuk. Az kivont DNS mintakat ezutan -20 °C-on taroltuk.

A WDV genom kimutatasahoz a PCR reakcid végtérfogata 20 pl volt, amelybe 1 ul
direkt genomi DNS, 4 ul 5X Phusion HF Buffer (Thermo Scientific, USA) reagens, 0.5-0.5
uM forvard és reverz primer (WDV_DET2 FW: 5’ - CGC CTT GGA CTC TCT TCG CAC —
3’, WDV_DET2_RV1: 5° - GAC GGA TAG ACC ATT CAA ACG - 3°), 4 uM dNTP
(Thermo Scientific, USA) keverék, 0.4 U Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Scientific, USA) enzim és viz keriilt. A PCR reakciok programjat a
kovetkezOképpen allitottuk be: 98 °C, 3 perc; [98 °C, 10 s; 65 °C, 15's; 72 °C, 10 s] x 32
ciklus; 72 °C, 10 perc; majd 4 °C-on tartas a minta kivételig. A varhato PCR fragmentum 413

bp hossz.

A Cas9 expressziojat RT PCR-rel ellendriztiik. Az expresszalt RNS-r6l cDNS-t
készitettiink majd PCR reakcioval vizsgaltuk. A 20 pl-es reakcidelegybe 1 pl cDNS-t, 4 pl 5X
Phusion HF Buffer (Thermo Scientific, USA) reagenst, 0.5-0.5 uM forvard és reverz primert
(zCas9_det_FW: 5° - GCC TAC CAC GAG AAG TAC CCT AC - 37, zCas9_det_RV: 5’ -
GGT CAT CGT CGT ATG TGT CCT TG - 3°), 4 uM dNTP (Thermo Scientific, USA)
keveréket, 0.4 U Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific,
USA) enzimet és vizet tettiink. A PCR program beallitasai: 98 °C, 3 perc; [98 °C, 10 s; 63 °C,
15 s; 72 °C, 10 s] x 32 ciklus; 72 °C, 10 perc; majd 4 °C-on tartas a minta kivételig. Az
altalunk vart PCR fragmentum hossza 445 bp.

Az sg2 guide RNS-r61 cDNS-t készitettiink, majd PCR-rel vizsgaltuk. A 20 pl-es
reakcidelegybe 1 ul cDNS, 4 pl 5X Phusion HF Buffer (Thermo Scientific, USA) reagens,
0.5-0.5 uM forvard és reverz primer (guideRNA_det RV: 5’ - GCA CCG ACT CGG TGC
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CACTTTTTC -3’, WDV_sg2 FW: 5’ - GGC GTG GAA TAG ACA CGG AACCT - 37),
4 uM dNTP (Thermo Scientific, USA) keverék, 0.4 U Phusion Hot Start II High-Fidelity
DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA) enzim és viz keriilt. A PCR program beallitasai:
98 °C, 3 perc; [98 °C, 10 s; 68 °C, 15 s; 72 °C, 8 s] x 32 ciklus; 72 °C, 10 perc; majd 4 °C-on
tartds a minta kivételig. A varhaté PCR végtermék hossza 96 bp.

3.3.3 DNS elektroforézis és DNS visszaizolalas gélbol

A DNS fragmentumok és plazmidok jelenlétét és méretét gélelektroforézissel ellendriztiik. Az
1,2%-o0s agardz gélt 1x-es TBE puffer (3. sz. melléklet) felhasznalasaval készitettiink el és
megolvasztottuk. A DNS fragmentumok késébbi lathatova tétele érdekében a keverékhez
etidium-bromidot adtunk. Az elkésziilt folyékony halmazallapoti gélt tiveglapra ontottiik és
fésiit helyeztiink bele. Miutan a gél szilard halmazallapott lett a *fésiit’ eltavolitottuk és a gélt
futtatd kadba helyeztiik, amely 1x-es TBE pufferrel volt feltoltve. A mintakhoz 6x Loading
Dye (Thermo Fisher, USA) festéket kevertiink, amely a zsebekben tartja a mintadkat ¢€s
segitségével latjuk a futas allapotat. A DNS darabok méretének beazonositasara GeneRuler
100 bp plus (Thermo Fisher, USA) DNS ’létrat” alkalmaztunk. Az eredmény vizualizalasahoz
ChemiDocTM Imaging System (Biorad, USA) késziiléket hasznaltunk.

A DNS fragmentumok visszaizolalasat GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher,
USA) hasznalataval végeztik a gyarto eldirasa szerint. A fragmentumokat a Eurofins

Mix2Seq kit segitségével szekvenaltuk meg.

3.3.4 RNS izolalas és cDNS eléallitas
Total RNS kivonast az arpa novényekbél TRI® Reagent RNA Isolation (Sigma-Aldrich,
USA) oldat felhasznalasaval végeztiik, a gyartd protokollja szerint. A névényekbdl koriilbeliil
100 mg mintat vettiink (levél rész), majd folyékony nitrogénben homogenizaltuk. Az izolalt

RNS mindségét spektrofotométerrel teszteltitk (NanoDrop 2000).

A RNS-b6l ¢cDNS molekulak eléallitasat RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific) felhasznalasaval végeztiik. Minden mintabol 1 ug RNS-t vettiink, majd

Random decamer primer segitségével CDNS-t llitottuk el6 a gyartd utasitasait kdvetve.

3.3.5 Kis RNS northern hibridizacié
A kis RNS-eket northern hibridizacioval detektaltuk. A northern hibridizacié segitségével
lehetdség van az RNS molekuldk méretének és mennyiségének meghatirozésara és az
expresszios mintazatok elemzésére. A mintabol 6 ug totdl RNS-t vettliink, majd 1:1 aranyu

FDE festékkel denaturaltuk (15 perc, 65 °C). Az RNS-eket ezutan 12 %-os urea tartalmu
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poliakrilamid gélen valasztottuk el. A kiSRNS-eket tartalmazé poliakrilamid gél részletet
Hybond-NX nylon membranra vittilk at semi-dry blot moédszerrel. A géldarabot és a
membrant 3-3 db 1X TBE pufferben megnedvesitett sziirOpapir koz¢é helyeztiik, majd 7-10 V
fesziiltséggel 1 oran at blottoltuk. Ezt kovetden a kis RNS-eket kémiai keresztkotésekkel
fixaltuk a membranon. Ehhez 10 ml végtérfogatba 122,5 pul metil-imidazolt, 10 pl tomény
sosavat és 0,373 g EDC-t mértiink be. Az oldattal atitattunk egy szlrdpapirt, amely a
membran méretével megegyez6 nagysagu volt. Ezutan a sziirOpapirra helyeztiilk a membrant
az RNS-t tartalmaz6 oldalaval felfelé, frissentartd foliaba csomagoltuk €s 1 6ran keresztiil 60
°C-on inkubaltuk. Inkubdlds utdn a membrant desztillalt vizzel rdzatas mellett atmostuk. A
membrant ezutdn hibridizaltuk az adott kisRNS-re specifikus probaval (amiR1_det: 5°- CAG
GTT CCG TGT CTA TTC CAA-3’). A membrant a hibridizaci6 el6tt 20 percig 2 X SSC-vel,
a hibridizacido homérsékletén 1 6rdn keresztiil a hibridizaldshoz hasznalt oldattal inkubaltuk.
Ezt kovetéen a 10 ml friss kisRNS hibridizald pufferhez 1 ul probat pipettaztunk, majd a
hibridizal6 kamraban 50 °C-on, egy ¢&jszakan keresztiil, folyamatos forgatas mellett
inkubaltuk. Masnap kétszer 10 percig atmostuk 2X SSC-t és 0,1 % SDS-t tartalmazo6 50 °C-0s
elémelegitett oldattal. Ezutan a biotinnal jelolt proba detektalasat a Chemiluminescent
Nucleic Acid Detection Kit (Thermo Fischer Scientific) segitségével végeztiikk, a gyarto
protokolljat kovetve. A kemilumineszcens jelet a Biorad ChemiDoc dokumentacios rendszer

ImageLab programjanak Chemi high resolution alkalmazasaval rogzitettiik.

3.4 Agrobaktérium kozvetitett WDV fert6zés

Az agroinokulédciot megelézden koriilbeliil 100 db vad tipust Golden Promise arpa magot
steril vizben aztattunk egy éjszakan keresztiil. A steril vizbe acetosziringont tettiink, amely
noveli a  transzformaci6  hatékonysagat. A transzformacidohoz sziikséges
pPZP201WDV1,5MER konstrukciét tartalmazé agrobaktérium AGL-1 torzset kanamicint és
riffampicint tartalmaz6 szilard YEB taptalajon (3. sz. melléklet) novesztettiink két napon
keresztiil. A beaztatott, megduzzadt magokat az embrido feldli (hati oldal) oldaléval
belemartottuk az agrobaktériumba, majd egy steril 30G méretii tiivel 3-5 helyen megszurtuk
az embrid helyén. A magokat ezutdn egy nagyobb Petri-csészébe tettiik, amelybe eldzetesen
egy szlir6papirt vagtunk és benedvesitettiink. A magokat 3 napig 23 °C-on inkubaltuk, majd
foldbe vetettiikk. A fertdzott ndvényeket négy hét utan vizsgaltuk PCR-rel, hogy kimutathato-
e a WDV fertdzés jelenléte. Az ilyen modon sikeresen eldallitott fertézott arpa ndvények egy

altalunk ismert genomszekvenciaval rendelkezd virust tartalmaznak.
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3.5 Kaboca vektorral kozvetitett WDV fertozés

Az agroinokuldcioval létrehozott WDV fertézott novényekre henger alaku halos
mikroizolatorokat (3,5 cm x 3 cm) tettiink és két végét szivacs korongokkal zartuk le ugy,
hogy a levél ne sériiljon (13. dbra). Minden névényre 2 izolatort helyeztiink és fapalcikakkal
rogzitettiik. Egy mikroizolatorba 3 kabdcat tettiink €s 7 napig hagytuk a WDV fertézott
novényeken. Ezt kdvetden a kabdcakat athelyeztiik a transzgénikus ndvényeinkre és szintén 7

napig hagytuk taplalkozni dket.

13. abra: Kaboca vektorral kozvetitett WDV fert6zéshez hasznalt mikroizolator (Kis

2018)
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 WDV fertozott novények létrehozasa agroinokulacioval

Az agroinokulacioval fert6zott arpa novények esetében a novények egy ismert
genomszekvenciaval rendelkez6 WDV virus torzset tartalmaznak. Ezzel szemben amennyiben
a természetbdl begylijtott csikos gabonakabdcakkal fertéztiink volna, Gigy a ndvényeink
valoszintileg tobb WDV torzzsel fertézodtek volna meg, ami a késobbiekben a virusok
detektalasat megnehezitette volna. A mesterséges virusfertdzést pPZP201WDV1,5MER
konstrukciét tartalmazé Agrobacterium-mal hajtottuk végre. Osszesen 100 magot fertéztiink
és iltettlink el, ebbdl 19 kelt ki. Fert6zés utan 6t héttel a ndvények egy része WDV fertdzésre
utald tlineteket mutatott. Az dsszes kikelt novénybdl mintat vettiink (levél rész), majd PCR

analizist végeztiink (14. abra).

1 2.3 4 DO e 7 i RO T Omildea 2. 13 14 15

16 17 ni 8l RS20 2 2.2

[t

14. abra: WDV DNS kimutatasa PCR-rel az agroinokulacioval fertozott arpa
novényekbdol; 1-19: fert6zott novények; 20: nem fertézott arpa ndvény 21: desztillalt

viz, mint negativ kontroll; 22: pPZP201WDYV plazmid, mint pozitiv kontroll.

A WDV DNS jelenlétét 10 novény esetében sikeriilt kimutatnunk.
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4.2 Kotraszformans T1 arpa novény klonok molekularis vizsgalata

A Novényi Fejlodésbiologiai Csoport kotranszformans arpa ndvényeket hozott 1étre a 13.
abran szemléltetett vektorkonstrukciokkal. A TO generacios kotranszforméans ndvények
egyedeibdl izolalt embridkbol in vitro kalluszoktenyészeteket allitottunk el6. A célunk az vollt,
hogy a hasadd Ti generacidban nagy szamu, genetikailag azonos kotranszformans névényt
hozzunk létre. Ennek okan a hygromicint tartalmazo (polycisztonikus amiRNS konstrukcio)
taptalajon fejlodott kalluszok koziil 7 darab olyat valasztottunk ki, amelyek dsRED-et
expresszaltak (CRISPR/Cas9 konstrukcio). A 7 kalluszrdl 6sszesen 40 ndvényt valasztottunk
Ki. A regeneralt névényeken megvizsgaltuk a transzgének expresszidjat RT PCR-rel és Kis

RNS northern hibridizacioval.

A kivalasztott novényekben a CRISPR/Cas9 sg2 konstrukcid sikeres beépiilését és
expresszigjat RT PCR segitségével mutattuk ki. Ezen molekuldris analizissel mind a 7

vonalban sikeresen kimutattuk a Cas9 és a guide RNS szekvenciak expressziojat (15. abra).

Cas9 guideRNS

15. abra: Cas9 és guide RNS RT PCR; 1-7: a 7 kiilonb6zd kalluszrol kivalasztott 1-1

névény; W: *wild type’, vad genotipus, mint negativ kontroll
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A policisztronikus amiRNS konstrukcié beépiilését és az amiRNS-ek termelddését kis
RNS northern hibridizacioval ellendriztiik. A transzformacios kazettank harom amiRNS-t
tartalmazott (amiR1, amiR6, amiR8), amelybdl az amiR1 kifejez6dését vizsgaltuk. A WDV
amiR1 kis RNS expresszidja mind a 40 vizsgalt kotranszformans ndvény esetében
kimutathaté volt (16. &bra). A kiilonb6zé kalluszokrol izoldlt ndvények amiRNS
expresszidjanak mértékében volt kiilonbség, amely a beépiilt transzgén kopiaszam

kiilonbségeknek tudhat6 be.

amiR1
rRNS

amiR1

rRNS

16. abra: A 40 izolalt n6vény WDV amiR1 kis RNS northern hibridizaciéja

4.3 Kotranszformans vonalak WDV fert6zésének eredménye

Az agrobaktérium segitségével létrehozott WDV fert6zott arpa novényekre kabdcdkat
helyeztiin, majd 1 hét utén attettiik ket az egészséges kotranszforméans ndvényekre. Osszesen
40 db kotranszformans (mindkét konstrukciot tartalmazo), és kontrollként 40 db korabbi négy
guide RNS-es konstrukciot tartalmazé (Kis et al 2019) vonalat és 11 db nem transzformans
kontroll arpa ndvényt fert6ztiink meg rovarvektorral. A fert6zés utan 7 nappal a megfert6zott
novényeken molekuléris analizist végeztiink, hogy kimutathatd-e a virus a levelekben. A

mikroizolatorok helyérdl vett levél mintakbol PCR-rel mutattuk ki a WDV DNS jelenlétét.
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17. abra: A transzfromans novények WDV fertézottségének ellendrzése PCR-
rel a fertézés utan 7 nappal; 1-41: korabbi négy guide RNS-es konstrukciot
tartalmazd novények; 1.1-7.7: kotranszforméans novények; V1-11: fertdzott vad
tipustt novények, VO: nem fert6zott vad tipust nodvény, p: pPZP201WDV

plazmid, mint pozitiv kontroll; dv: desztillalt viz, mint negativ kontroll.

A novények tobbségénél ki tudtuk mutatni a fertdzést, ami azt jelenti, hogy a
rovarvektoros fertézés sikeres volt. Osszesen 95 esetben tudtuk kimutatni PCR-rel a WDV
jelenlétét (17. abra).
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A fertdzott novényekbdl legkdzelebb a kalaszolds idépontjaban vettiink mintat. Arra
voltunk kivancsiak, hogy a beépitett konstrukciok milyen hatissal vannak a WDV fert6zés
kimenetelére. Id6kozben sajnos a nem megfeleld nevelési koriilményeknek kdszonhetden a
novények egy része a vegetdcios idOszak kozepén elpusztult. A ndvényneveld kamrdban
tonkre ment a légkondicionald berendezés, igy a novények egy erds hdstressznek voltak
kitéve, amit a vilagitdé rendszer folyamatos miikodése idézett el6. Valoszinlleg az
egészségesebb, nagyobb levélfeliilettel rendelkezd ndvények pusztultak el, mivel a nagyobb
levélfeliilet intenzivebb transpiraciét eredményez. Osszesen 36 darab novény maradt életben,

amelyeken a molekuldris analizist el tudtunk végezni.

1 2 3 & 5 6 7

7 WDVguide4guard kontroll

18. abra: WDV fertézott transzgénikus novények PCR analizise a kalaszolas
idopontjaban; 1-21: a 7 kiilonboz6 kalluszrdl regeneralt kotranszforméans névények;
WDVguidedguard 1-10: a 4 guide RNS-es konstrukciot tartalmazo transzgénikus

novények; kontroll 1-5: fert6zott vad tipusu novények; dv: desztillalt viz.

A kalészolas id6pontjaban vett mintakat WDV replikaz gén specifikus PCR analizis
ala vetettiik. Habar a mintak szdmanak csokkenése torzithatja az eredményeket, azt vartuk,

hogy a kotranszformans ndvényekben a WDV DNS szint alacsonyabb lesz a kettds
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védekezésnek (CRISPR/Cas9 ¢és amiRNS) kodszonhetéen, mint a kordbbi 4 guideRNS-t
tartalmazé transzgénikus ndvényeknél. Osszesen 21 db kotranszformans névényt vizsgaltunk,
amelyek koziil 11 novényben volt kimutathatd a fert6zés. A korabbi négy guide RNS-t
tartalmazd CRISPR/Cas9-cel transzformalt ndvények koziil 10-bdl 8-nal mutattuk ki a WDV
genom jelenlétét. A vad tipust kontroll ndvények esetében 5-bél 5-nél kimutathatd volt a

fertdzés (18. abra).

Fert6zott Egészséges Fertozott % | Rezisztens %
Kotranszformans
11 10 52 % 48 %
novények
WDVguide4guard (4
. 8 2 80 % 20 %
guide RNS)

1. tablazat: Egészséges és WDV fert6zott novények eloszlasa.

Eredményeink igazoltak hipotézisiinket, miszerint a CRISPR/Cas9 sg2 konstrukcio és
a policisztronikus amiRNS konstrukcid egyiittes alkalmazasaval hatékonyabb rezisztencia
érheté el a WDV virussal szemben. A transzgénikus vonalakban Osszességében kevesebb
WDV fertézott novénnyel talalkoztunk, illetve a fert6zés mértéke is mérsékeltebb volt. A
legjobb rezisztenciat azok az arpa novények mutattak, melyekben az sg2 guide RNS és a
policisztronikus amiRNS is expresszalodott. Itt a novények 52%-ban lehetett kimutatni a
WDV genom jelenlétét, mig a novények 48%-as rezisztensnek bizonyult. Azok a novények,
amelyek négy guide RNS-t expresszaltak szintén mutattak némi rezisztenciat, ugyanis itt a
novények 80%-a lett beteg és 20%-a egészséges maradt. A nem transzgénikus kontroll
novények mindegyikében ki lehetett mutatni PCR-rel a WDV jelenlétét. Feltételezziik, hogy a
nagyobb és egészségesebb novények pusztultak el. Amennyiben ez nem tortént volna meg,

ugy valoszintileg tobb rezisztens egészséges ndvény keriilt volna a statisztikankba.
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A virusfertdzott novényekbdl WDV DNS-t izolaltunk azzal a céllal, hogy megnézziik

tortént-e mutacidé a Cas9 hasitasi helye koriil. Kis és munkatéarsai 2019-es cikkiikben arrél

szamoltak be, hogy kizarolag az sg2 guide RNS helyén talaltak mutéciot és vad tipusu virus

genomot nem azonositottak a fert6zott ndvények kozott. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy a 4

guide RNS koziil valdszintileg csak az sg2 miikodik, hiszen a tobbi guide RNS helyén DNS

hibajavitas nem tortént.

Consensus
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ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGAGGTATTTGHARTAGACACGGARCCTLOELTRCAGATGARGAGGCCATAGTAGCANGCAGARGCCCGLLAGG
ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGAGGTAT TTGGARTAGACACGGARCCTGLGTGCAGATGARGAGGCCATAGTAGCAAGCAGARGCCCGGCAGE
ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGAGGTATTTGGARTAGACACGGARCCTGOGTGCAGATGARGAGGCCATAGTAGCARGCAGARGCCCGGCAGG
ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGAGGTATTTGGARTAGACACGGARCCTGEGTGCAGATGARGAGGCCATAGTAGCAAGCAGAAGCCCGLCAGG
ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGAGGTAT TTGGAARTAGACACGGAACCTGLGTGCAGATGARGAGGCCATAGTAGCAAGCAGAAGCCCGGCAGE
ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGRGGTAT T TGGARTAGACACGGAARCCTGLGGTGCAGATGAAGAGGCCATAGTAGCARGCAGANGCCCGGCAGG
ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGAGGTATTTGGARTAGACACGGAACCTHEGTHCAGATGARGAGGCCATAGTAGCAAGCAGARGCCCGGCAGG
ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGAGGTAT TTGGARTAGACACGGARCCTGLGTGCAGATGARGAGGCCATAGTAGCANGCAGAAGCCCGGCAGE
ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGAGGTATTTGGARTAGACACGGAATCTGOGTGCAGATGARGAGGCCATAGTAGCANGCAGARGCCCGGCAGEG
ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGAGGTATTTGGARTAGACACGGARCCTGELTHCAGATGARGAGGCCATAGTAGCAAGCAGARGCCCGLLAGG
ATGCATTGAGGATATGT TAGGARGAGGTATT TGGARTAGACACGGARCCTGOGTGCAGATGARGAGGCCATAGTAGCARGCAGARGCCCGGCAGG
ATGCATTGAGGATATGT TRAGGARGAGGTATTTGGARTAGACACGGAARCCTGEGTGCAGATGARGAGGCCATAGTAGCAAGCAGAAGCCCGGCAGG
TTGGARTAGACACGGAACCTGGG
atgcattgaggatatgttaggaagagetat TTGGARTAGACACGLGAACCTGLOLOLgcagatgaagaggccat agt agcaagcagaagecocggcagy

19. abra: Kotranszformans fertozott novényekbdl izolalt WDV szekvenalasa

Szekvenalasi eredményeink szerint 11-b6l csak 1 esetben tortént mutacid az sg2-es guide

RNS célszekvenciajaban. Ez megcafolja Kis et al 2019-es cikke szerinti kovetkeztetést, hiszen

nem minden hasitas helyén keletkezett mutacio (19. abra).
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Lehetséges olyan transzgénikus arpa novényeket 1étrehozni, amelyek ellenalloak a virusokkal
szemben. Ehhez olyan konstrukciokat kell sikeresen beépiteniink a névény genomjaba,
amelyek képesek kiillonb6z6 mechanizmusokon keresztiil elpusztitani a virusokat vagy
megakadalyozni a virusok szaporoddsat a ndvényben. Ilyen konstrukcié lehet példaul egy
mesterséges MIRNS-eket tartalmazd policisztronikus amiRNS konstrukcié vagy egy guide
RNS-t tartalmaz6 CRISPR/Cas9 konstrukcid.

Arpa novények esetében mesterséges WDV virusfertdzést agroinokulaciéval sikeresen
lehet kivitelezni. A masfélszeres WDV genomot tartalmazé6 pPZP201WDV1,5MER
konstrukci6 lehetéveé teszi azt, hogy egy cirkularis WDV genom j6jjon 1étre a gazdasejtben.
Ez az agrobaktériummal torténd fertézési technika lehetové tette azt, hogy a tovabbiakban

altalunk ismert WDV torzzsel dolgozzunk.

Kisérleteinkben igazoltuk azt, hogy a Novényi Fejlodésbiologia Csoport altal
létrehozott kotranszformans novényekbe a policisztronikus amiRNS konstrukcié sikeresen
beépiilt. Kis RNS northern hibridizacioval igazoltuk az amiR1 kifejez6dését.
Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy a policisztronikus konstrukcioban megtalalhato
mind a harom (amiR1, amiR6, amiR8) amiRNS valosziniileg expresszalodik és hatékonyan
miikodik a védekezésben. RTPCR technikaval kimutattuk, hogy a CRISPR/Cas9 sg2
konstrukcio is sikeresen beépiilt és expresszalodik. Az amiRNS-ek, a Cas9 és a gRNS
kifejez6dése még nem vetiti eld a rezisztenciat, hiszen hatékonysagukat virusfertdzés hatasara

is tesztelni kell.

A kotranszformans, amiRNS-eket és sg2 gRNS-t expresszalo ndvényeket kabodca
vektorral megfertoztiik és 7 nap elteltével mintat vettiink a levélbdl onnan, ahova korabban
kabocékat helyeztik. A WDV DNS jelenléte szinte minden mintdnkban megtalalhatd volt,

amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a modszer kivaloan alkalmas WDV atvitelre.

A fert6zott kotranszformans novényeket kaldszolas idopontjaban vizsgaltuk ujra, hogy
milyen rezisztenciat tanusitanak a WDV-vel szemben. 1d6kozben a ndvényeink egy része
elpusztult, igy megfeleld statisztikat és konzekvenciat nem tudunk levonni az eredményekbdl.
Ett6l fliggetleniil a végeredménybdl egyértelmiien kideriil, hogy a transzforméans ¢&s
kotranszformans novények nagyobb ellenallast mutatnak WDV -vel szemben, mint a kontroll
nem transzformans ndvények. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy ha ,tobb fronton”

tamadjuk a virust, genomjanak tobb részletét vessziik célba, akkor nagyobb rezisztencia
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¢érhetd el. A szekvenalasi eredmények azt mutatjak, hogy Kis et al. 2019 szerint alkalmazott 4
guide RNS-t tartalmazé rendszer hasznalatakor feltehetéleg nem csak egy guide RNS
miik6dott. A mostani eredmények szerint nem kizarhato, hogy korabban a tobbi guide RNS is
képes volt DNS hasitast indukalni, csak nem kovetkezett be hibajavitds ¢és mutécio.
Feltételezziik, hogy az sg2-es guide valdoban a leghatékonyabb guide RNS, de egy IN-
FRAME mutacié kovetkeztében, ha a virus ki tudott 1épni az sg2-es guide RNS altali
rezisztencia aldl, a tobbi guide RNS mar nem tudta megakadalyozni a virus
szisztemizalodasat. Jelen esetben, egyediill az sg2 guide RNS sem volt képes erre, ezért
O6nmagaban a vad tipusu virus genom is képes volt hatékonyan elterjedni a névényben, az
amiRNS-ek jelenlétének ellenére is. Eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy a
CRISPR/Cas9 alapti rezisztencia WDV-vel szemben valdszinilileg elsddlegesen nem a

mutaciok kialakuldsan, hanem a DNS genomok elvagéséan alapszik.

A harom amiRNS-t tartalmaz6 policisztronikus amiRNS konstrukcio és 1 db guide
RNS-t tartalmaz6é CRISPR/Cas9 konstrukcid alkalmazasaval nem tudunk teljes rezisztenciat
elérni. A felhasznalt vektorrendszer hatékony, viszont a hatékonysagot uj gRNS-ek
hasznalataval bizonyara fokozni lehet. Sajnos abbdl sem tudunk levonni kdvetkeztetéseket,
hogy a CRISPR/Cas9 rendszer mellett az amiRNS-ek alkalmazasa milyen mértékben
befolyasolhatta a rezisztenciat, hiszen a transzgénikus kontroll névények nem csak az sg2-es
guide RNS-t tartalmaztak, hanem mellette még kettd expresszald guide RNS-t. A jelen
eredmények fényében mind a harom guide RNS funkcioképes lehetett, ezért a két csoport

nem Osszevethetd e tekintetben.
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6. Osszefoglalas

Az olyan transzgénikus novények, amelyek ellendlléak a virusokkal szemben, fontosak
lehetnek a mezdgazdasagi termelésben és az ¢élelmiszeriparban, mivel javithatjdk a
ndvénytermesztés hatékonysagat, ndvelhetik a terméshozamot és csokkenthetik a ndvényvédo
szerek haszndlatat. Kutatdsunkban egy olyan transzgénikus arpa ndvény létrehozésat tiiztiik ki

célul, amely hatékonyan tud védekezni a buza torpiilés virus (WDV) ellen.

Munkénk alapja Kis et al. 2015 és Kis et al. 2019 publikacidi voltak, amelyekben
kiilonb6zé modszerekkel hoztak 1étre WDV rezisztens arpa novényeket. A 2015-6s cikkben
arrol szamoltak be, hogy policisztronikus mesterséges miRNS-ket felhasznalasaval alacsony
hémérsékleten is tudjak célzottan gatolni a WDV genom miikodését. Kis és munkatarsai
2019-es tanulmanya azt mutatta, hogy a CRISPR/Cas9 rendszerrel a novényekben nagyon
hatékony rezisztenciat lehet kialakitani virusos betegségekkel szemben akkor, ha a megfeleld
guide RNS-eket alkalmazzuk. Ugyanakkor azt is megallapitottak, hogy CRISPR/Cas9
rendszer mitkddésének hatdsara mutans WDV genomok keletkezhetnek. Kisérleteinkben azt
szerettiik volna megvizsgalni, hogy a két rendszert kombinalva milyen foku rezisztencia

érhet6 el és hogy a mutans WDV genomok ellen képesek-e védelmet biztositani az amiRNS-
ek.

Munkénk soréan eldszor agrobaktérium segitségével hoztunk létre mesterségesen WDV
fert6zott arpa novényeket. A késObbiekben ezeket a novényeket hasznaltuk fel arra, hogy
rovar vektor segitségével WDV atvitelt végezziink a tesztnovényeinkre. A Novényi
Fejlédésbiologiai Csoport olyan kotranszformans ndvényeket hozott létre, amelyek a
policisztronikus amiRNS konstrukciot hygromicin szelekcios génnel és a CRISPR/Cas9 guide
RNS konstrukciot dsRED riportergénnel tartalmaztak. A To generacié magjaibol embridkat
preparaltunk és hygromicin tartalmt szelekcios taptalajon kalluszt novesztettiink, majd
dsRED expressziot vizsgalva valogattuk ki a kotranszformans ndvényeket. A kivalasztott
kalluszokrdl regeneralt novényekben az amiRNS-ek, a Cas9 és a guide RNS expressziojat
sikeresen kimutattuk. A kotranszformans ndvényeket ezutan rovarvektor altal WDV-vel

fertdztiik meg és a kaldszolas idépontjaban vizsgaltuk a rezisztenciat.

Az eredmények azt mutatjak, hogy bar a teljes rezisztencia elérése két konstrukcid
szimultan alkalmazasaval nem sikeriilt, azonban a kotranszformécié magas foku rezisztenciat
eredményezett. A kotranszformans novények kozel 50%-a virusmentesnek bizonyult, amely

fontos eldrelépés lehet a korokozoval szembeni hatékonyabb védekezés szempontjabdl. Az
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eredmények tovabbi kutatdsokra adnak okot, hogy uj CRISPR/Cas9 guide RNS-ek és

mesterséges miRNS-ek egyiittes alkalmazasaval hatékonyabb rezisztenciat érhessiink el.
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7. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani minden olyan személynek, aki hozzjarult a
diplomadolgozatom elkésziiltéhez. Elsdsorban témavezetdémnek, Dr. Kis Andrasnak tartozom
koszonettel amiért elvallalta témavezetésemet ¢és lehetové tette, hogy részt vegyek
kutatasukban. Koszoném, hogy mindig végtelen tiirelemmel fordult hozzdm, hogy
folyamatosan tamogatott, illetve, hogy szaktudasa és szakmai tapasztalatai megosztasaval

hatalmas segitséget nyjtott munkam soran.

Koszonettel tartozom tovabba a Novényi Fejlodésbiologiai Csoport tobbi tagjanak is, Dr.
Havelda Zoltan csoportvezetének, Dr. Dalmadi Agnesnek és Poldan Erzsébetnek a laborban

nyujtott szakmai segitségért.

Koszonom az ATK Novényvédelmi Intézet munkatarsainak, kiilonosképpen Tholt

Gergelynek a kabocas fert6zés soran nyujtott segitséget.

Szeretnék koszonetet mondani a csalddomnak és barataimnak is, akik mindvégig mellettem
alltak és biztattak. Kiilon koszonom férjemnek, hogy egyetemi éveim soran végtelen

kitartassal s szeretettel timogatta céljaim elérését.
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9. Mellékletek

1. sz. melléklet: Eddig kialakitott virusrezisztencia novényekben CRISPR/Cas
technologiaval (Khan et al., 2022).

A virustiterek

Virus neve Nemzetség; Effektor Konstrukceié Célszekvenci | Rezisztencia Gazdanévén %-05 Célszekvencia
u Csalad fehérje vektora a régi6 szint veny LS muticié %
csokkenése
DNS virusok, direkt célszekvencia
Agrobacterium Nicotiana
Bean yellow | Mastervirus; tumefaciens; LR benthamiana e 0
dwarfvirus | Geminiviridae | SPC9 SGRNS/Cas9; Enyhe tiinetek
transzgénikus N.
noveények Rep/RepA Enyhe tinetek | Penthamiana & 20
Enyhe, vagy N
IR nincsenek - 30-90 NA
. benthamiana
tiinetek
Beet severe A. tumefaciens; N
Curtovirus; SgRNS/Cas9; CP . 20-90 NA
curly top Geminiviridae SpCas9 transzgénikus Enyhe tiinetek | Penthamiana
virus LS
novények N.
R Ni K benthamiana 20.95 NA
ep Incsene Arabidopsis B
tiinetek X
thaliana
Enyhe, vagy
Tomato . : N.
A. tumefaciens és IR nincsenek . NA 36-42
yellow TRV-medidlt tinetek | Penthamiana
Begomovirus; SgRNS szallitas a
leafcurl | Geminiviridae | SPC®? | Caso expresszils N
virus transzgénikus CpP Sl'xlyos tiinetek b . NA 22-28
enthamiana
(TYLCV) noveényekben
o N.
Rep Sulyos tiinetek benthamiana NA 31-39
A. tumefaciens; N.
Coton leaf Cas9 talzott cp NA benthamiana NA 18-49
curl Kokhran R e
virus, Bego_m_()\{lrus, SpCasg expresszidja és az N
Merremia Geminiviridae sgRNS TRy altal Rep NA benthamiana NA 3545
S kozvetitett
mosaic virus allita N
szallitasa IR NA - NA NA
benthamiana
Tomato Solanum
yellow A. tumefaciens; cp NA lycopersicum 69 34-69
leaf curl Begomovirus; sgRNS/Cas9; S.
virus Geminiviridae SpCas9 transzgénikus Rep NA lycopersicum 7 14-37
novények 3
IR NA - NA NA
lycopersicum
A
Cotton leaf Beqomovirus: tumefaciens; sgR N
curl Multan gomovirus, SpCas9 NS/Cas9; Rep + IR Nincsenek . NA NA
- Geminiviridae - . benthamiana
virus transzgénikus tiinetek
novények
A
N tumefaciens; sgR MP/CP + Barley
Whea}t dwarf Masyrgv_l rus; SpCas9 NS/Cas9; Rep/RepA + Nincsenek (Hordeum NA NA
virus Geminiviridae . .
transzgénikus LIR tiinetek vulgare L.)
novények
Enyhe
(késleltetett N. g
A Rep tiinetek (2-4 benthamiana 40-70 NA
Cotton leaf faciens:
curl virus Begomovirus; tumefaciens; sgR nap))
and Geminiviridae SpCas9 NS/C_asQ, Envh
betasatellite tranuen; (ké Htet " N
expresszid ¢sleltete . .
Rep + Cl tiinetek (3-5 benthamiana 60-80 NA
nap))
A.
African _— tumefaciens; sgR .
cassava Begomovirus; | g g NS/Cas; AC2IACS | Kozepes, vagy | ey 0 11
s Geminiviridae . (TrAp/REN) | sulyos tiinetek
mosaic virus transzgénikus
novények
A.
i L tumefaciens; sgR .
Cauliflower |~ Caulimovirus; | g, oq NS/Cas9; cp 1% mutatott | poiana 20-52 43
mosaic virus | Caulimoviridae s tiineteket
transzgénikus
novények

53




A.
tumefaciens; sgR

Banana Badnavirus; Cau X 25% mutatott Banana
streak virus limoviridae SpCas? NS/CfiSQ’ ORF1,2,3 tiineteket (Musa spp.) 70-85
transzgénikus
novények
C1/C4 + . N.
V1/NV2 N'.r.] csenek benthamiana %0 NA
A. tliinetek
Chilli leaf Begomovirus; G tumefamens;'ng
. PR SpCas9 NS/Cas9; - N.
curl virus eminiviridae . Cl/C4+ IR Nincsenek . 85 NA
tranziens . benthamiana
o tiinetek
€Xpresszio
Cl/C4 + N.
VINZ2+IR | Enyhe tiinetek | benthamiana 70 NA
Gazdandvény modositasa
A
Begomovirus; tumefaciens; sgR Solanum
TYLCV gomovirus, SpCas9 NS/Cas9; SlPelo Nincsenek - 90-100 10
Geminiviridae . . lycopersicum
transzgénikus tiinetek
novények
RNS virusok, direkt célszekvencia
A.
tumefauens;.ng ORFla, ORF N
NS/Cas9; 3a, 3'UTR benthamiana 50-60 NA
tranziens ?
Cucumber Cucumovirus; FnCas9 expresszio Enyhe tiinetek
mosaic virus Bromoviridae A.
tumefaciens; sgR
NS/Cas9; ORFla,l' ORF Nincsenek A. thaliana 70-85 NA
hue 3a, 3'UTR .
transzgénikus tiinetek
novények
A
. o tumefaciens; sgR . Potato
Potat\o(kus ;of;t}:/\?rzgsa}e LShC;Sls Ns/Cas13a; Ps, CCI"DN'b’ Nincsenek (Solanum 99 NA
Y transzgénikus tiinetek tuberosum)
novények
A
— tumefaciens; sgR Different
TuMV P"WY'F“S' LshCas13 NS/Cas13a; location in N. . 70-80 NA
(Potyviridae) a benthamiana
tranziens TMV genome
expresszid
Southern rice
black- .
L . A. Various
streaked Fijivirus (Reovir f R
dwarf virus id;e), Cyt(orhabd LshCas13 turrll\iz;z/ig::lss;;gR SECB%SEB{]/S;: d Rice 6080 NA
(SRBSDV), | ovirus (Rhabdovi a transzeénikus Enyhe tiinetek 8
Rice Stripe ridae) néjegn éku
Mosaic Virus Y REMV
(RSMV)
genome
Gazdandvény modositasa
A
Turnip Potyvirus: tumefaciens; sgR
mosaic virus Po Y irida’e SpCas9 NS/Cas9; elF(iso)4E Nincsenek A. thaliana 100 NA
TuMVv v transzgénikus tiinetek
g
novények
Cucumber
vein Nincsenek
yellowing - tiinetek
virus Ipomovirus; A b S
Zucchini tumefaciens; sgR (homozigéta Cucumber
ellow SpCas9 NS/Cas9; elF4E mutdns) (Cucumis 100 NA
mo;/aic virus transzgénikus sativus L.)
. ovények
Papaya ring Potyvirus; novenye Sulyos tiinetek
qut mosaic Potyvirus; (heterozigdta
virus-w Potyviridae mutans)
A .
Rice tungro Waikavirus: tumefaciens; sgR i:gvgo\gfa
sph_erlcal Secoviridae SpCas9 NS/CfisQ; elF4G Rezisztens indica cv. NA 59
virus transzgénikus
N IR64)
novények
A.
Clover A tumefaciens; sgR .
yellow vein | FODVIrUs; nCas9 NS/Cas9; elF4EL Teljes A. thaliana NA 31
. Potyviridae s rezisztencia
virus transzgénikus
novények

54




srer

CI-0 taptalaj, pH=5,8

Osszetevo Koncentracio
MS (Duchefa, M02221) 4,3 g/l
Réz 1,25 mg/l
Kazein hidrolizatum 14g/l
Myo-inozitol 250 mg/I
Tiamin 1 mg/l
Prolin 690 mg/I
Maltoz 3049/l
Dicamba 2,5mgl/l
Gelrite 3,50/l

CI-50 taptalaj, pH=5,8

Osszetevo Koncentracié
MS (Duchefa, M02221) 4,3 g/l
Réz 1,25 mg/l
Kazein hidrolizatum 1 g/l
Myo-inozitol 250 mg/I
Tiamin 1 mg/l
Prolin 690 mg/I
Maltoz 30 g/l
Dicamba 2,5 myg/l
Gelrite 3,50/l
Hygromicin 50 mg/l
Cefaotoxin 300 mg/I

TR-50 taptalaj, pH=5,8

Osszetevo Koncentracié
MS (Duchefa, M0238) 2,79/l
Réz 1,25 mg/l
NH4NO3 165 mg/I
Myo-inozitol 100 mg/I
Tiamin 0,4 mg/l
Glutamin 750 mg/I
Maltoz 20 g/l
2,4-D 2,5 mg/l
BAP 0,1 mg/l
Gelrite 3,59/l
Hygromicin 50 mg/|
Cefaotoxin 300 mg/I
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RG-0 taptalaj, pH=5,8

Osszetevo Koncentricié
MS (Duchefa, M0238) 2,79/l
NHsNO3 165 mg/I
Myo-inozitol 100 mg/I
Tiamin 0,4 mg/l
Glutamin 750 mg/I
Maltoz 20 g/l
Gelrite 3,59/l

3. sz. melléklet: Egyéb taptalajok és pufferek
10x TBE puffer, pH=8,8

Osszetevo Koncentricié
Tris 162 g/l
Borsav 27,5 g/l
Na2EDTA x 2H,0 9,50/l

YEB tapoldat, pH= 7,2

Osszetevo Koncentricié
Elesztd kivonat 19
Szarvasmarha Kivonat 590
N-Z-Case Plus 59
D-szachar6z 50
Rifampicin 25 mg
Kanamycin 50 mg
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10. Nyilatkozatok

NYILATKOZAT

rrrrrrr

A hallgato neve: Sorban-Kiss Barbara
A Hallgat6 Neptun kodja: ~ VSV512

A dolgozat cime: Buza torpiilés virus rezisztencia kialakitasa arpaban mesterséges
miRNS és CRISPR/cas9 technologidkkal
A megjelenés éve: 2023

A konzulens tanszék neve: Novénybiotechnoldgiai Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott diplomadolgozat egyéni, eredeti jellegti, sajat szellemi
alkotdsom. Azon részeket, melyeket mas szerzOk munkajabol vettem at, egyértelmiien
megjeldltem, s az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valotlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a Zardvizsga-bizottsag
a zarovizsgabol kizar és a zardvizsgat csak 1) dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését €s nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotés
felhasznalasara, hasznositasara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori

szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltdltésre kertil a Magyar Agrar-
¢s Elettudoményi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe.

Kelt: Godollg, 2023. majus 9.

ét\/’”@GL\f' [CQb MM

Hallgat6 alairasa
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KONZULTACIOS
NYILATKOZAT

A dolgozat készitdjének konzulense nyilatkozom arrol, hogy a
Zarbdolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi
forrasok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairél tajékoztattam. A

Zéarédolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot zarévizsgan torténd védésre javaslom /

B
nem javaslom®,

A dolgozat allam- vagy szolgdlati titkot tartalmaz: igen nem*

Kelt: Gedilld év_20723 hé 5 nap O

S G

Belstd konzulens
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